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RESUMEN

En las industrias cerveceras, de panaderia, de derivados de productos
carnicos, entre otros, existen procesos fermentativos e hidroliticos cuya
temperatura Optima esta muchas veces por encima de la temperatura
ambiente, lo que puede también provocar la iniciacion de procesos
indeseables. La formacién de acido acético durante el proceso de
elaboracién del vino, se lleva a cabo a temperatura ambiente. Otro ejemplo
se da en la industria cervecera cuando las temperaturas de fermentacion
son muy altas y se forman alcoholes superiores que son téxicos y provocan
sabores indeseables; estos son solo un par de ejemplos de las causas que
ocasionan pérdidas economicas y mermas en la calidad de los productos.
Por lo tanto, es necesario el desarrollo de nuevos procesos de fermentacion

e hidrdlisis a bajas temperaturas.

El objetivo de este trabajo de graduacion es aislar y caracterizar levaduras
del suelo antartico asi como también evaluar el potencial fermentativo e
hidrolitico de las mismas, para de esta manera establecer un posible uso

potencial en la industria alimentaria.

Para esto se recolectaron muestras de suelo antartico de las Expediciones a
las islas Torres y Greenwich, que posteriormente fueron trasladadas al

laboratorio del CIBE. Se obtuvieron los aislados de levaduras los cuales



fueron identificados molecularmente tomando en consideracién su

morfologia microscopica.

Entre las metodologias que se emplearon en el proceso se utilizaron
protocolos de aislamiento de levaduras mediante el uso de medios de cultivo
selectivos y universales; estos medios inoculados se mantuvieron a la
temperatura de 20°C 15°C. Las colonias obtenidas se evaluaron mediante
métodos visuales macroscépicos y microscopicos de identificacion
morfoldgica, tincion de Gram, y métodos bioquimicos basados en el uso de
azucares y sus derivados. Ademas se realizd una caracterizacion molecular
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y secuenciacion del
ADN de las levaduras aisladas. Finalmente se llevo a cabo una evaluacion
del potencial de fermentacién de azucares e hidrolitico mediante el uso de

medios especificos.

Al finalizar el proyecto encontramos levaduras como la Candida sake que
presenta resultados positivos frente a la actividad fermentativa de azucares
como glucosa, fructosa, sacarosa y maltosa y para la hidrdlisis de proteinas
como caseina, que puedan ser utiles en la industria alimentaria por su
potencial fermentativo y de hidrdlisis debido a que estos aspectos fueron

desarrollados a temperaturas de refrigeracion.
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INTRODUCCION

Las levaduras tienen una vasta aplicacion en la biotecnologia tradicional y
moderna. Desde tiempos antiguos se han reconocido como protagonistas

en la produccion de alimentos y bebidas por fermentacion.

Si bien la aplicacion en el campo biotecnolégico son variadas, aun quedan
muchos habitats naturales por explorar en busca de nuevas especies, tal es
el caso de los ambientes frios como la Antartida que posee factores
ambientales y climaticos a considerar, como son los fuertes vientos, la baja
disponibilidad de agua, las radiaciones UV, muy aparte de las bajas
temperaturas, y que juntos conforman un escenario agresivo que limita la

vida de flora y fauna.

Por este motivo, las levaduras antarticas representan un objeto de estudio
de tal forma que puedan disefiarse nuevas tecnologias aplicadas en la

industria alimentaria.

El presente trabajo forma parte del proyecto “Microorganismos Antarticos:
Aislamiento, Identificacion, Preservacion y Evaluacion de su Potencial
Biotecnoldgico” dirigido por el Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas del
Ecuador (CIBE) de la Escuela Superior Politécnica del Litoral (ESPOL), que

cuenta con el auspicio de la Secretaria Nacional de Educacion Superior,



Ciencia, Tecnologia e Innovacion (SENESCYT) y del Instituto Antartico

Ecuatoriano (INAE).

En este trabajo de investigacion se evaludé el potencial fermentativo e
hidrolitico de levaduras extremofilas procedentes de aislados del suelo

antartico, para un posible uso en la industria de alimentos.

En el capitulo 1 se definen las generalidades como los conceptos relativos a
la ubicuidad de los microorganismos, asi como también los conceptos de
microorganismos extremafilos y psicrofilos, y una breve resefia acerca de las
levaduras su morfologia, fisiologia y su empleo en la industria de los

alimentos.

En el capitulo 2 se detalla la metodologia empleada, la obtencién de las
muestras procedentes de la Expedicidon a las Islas de la Antartida, su
aislamiento e identificaciéon en medios de cultivo selectivos y universales
como el PDA; los criterios empleados: macroscépicos y microscopicos de
identificacion morfoldgica, la tincion de Gram, los métodos bioquimicos como
la asimilacion de azucares y pruebas como actividad ureasa y catalasa; asi
como también la caracterizacion molecular mediante la reacciéon en cadena
de la polimerasa (PCR) y secuenciacion del ADN de las levaduras aisladas.
Finalmente la evaluacion del potencial fermentativo frente a diferentes clases

de hidratos de carbono y el potencial hidrolitico evaluado mediante el uso de



diferentes sustratos para detectar actividad amilolitica, proteolitica y lipolitica

de las levaduras antarticas.

En el capitulo 3 se detallan los resultados obtenidos, las levaduras
identificadas a través de su morfologia macro y microscopica, tinciones de
Gram y de esporas, asi como también los resultados de la extraccion y la
secuenciacion del ADN de los aislados de levaduras, finalmente los
resultados de las pruebas bioquimicas y de evaluacion de su potencial

fermentativo e hidrolitico.

El capitulo 4 trata de las recomendaciones y conclusiones con respecto al

trabajo de investigacion acerca de las levaduras antarticas.



CAPITULO 1

1. GENERALIDADES

1.1 Fuentes de Microorganismos.

En el ambiente natural es muy raro que los microorganismos se
encuentren en cultivo puro; en realidad, la poblacién normal de un

habitat abarca un gran numero de especies microbianas diferentes

(1).

Pueden encontrarse microorganismos vivos en una gran diversidad
de habitats, por lo tanto una de sus principales caracteristicas es la
ubicuidad, y se encuentran desde lo mas frio de las lagunas
saladas de las regiones polares, y hasta el agua casi en ebullicidon

de manantiales de aguas termales (2).



1.1.1 Aire.

La flora microbiana del aire es transitoria y variable. El aire no es
un medio en el que los microorganismos puedan desarrollarse pero
es portador de materia particulada, polvo y gotas, que pueden estar
cargados de microbios (1). Para algunos microorganismos, la
atmosfera es considerada el medio mas desfavorable, ya que al
estar suspendidos en el aire pueden ser sometidos a desecacion
asi como también a los efectos perjudiciales de la energia solar, y

la actividad quimica del oxigeno O3 (2).

Algunos microorganismos realmente mueren muy rapidamente
cuando se hallan suspendidos en el aire e incluso, aunque ninguna
es capaz de crecer y multiplicarse en la atmdsfera, un numero
importante de estos microorganismos son capaces de sobrevivir y
usar la turbulencia del aire como medio de propagacion, pero su
destino final depende de un sistema de complejas circunstancias
que incluye las condiciones atmosféricas como humedad, luz solar,
temperatura, el tamafo de la particula que los transportan, y su

propia naturaleza (1, 2).

Las esporas de hongos constituyen la mayor parte de la microflora

suspendida en el aire y las predominantes fueron de la especie



Cladosporium (1). En algunas épocas del afio, de modo especial
durante las horas centrales del dia, es posible que las esporas de
Cladosporium sean las mas corrientes de las esporas existentes en
el aire. Algunas especies, por ejemplo Cladosporium herbarum,
germinan perfectamente a temperaturas de refrigeracion y pueden
formar colonias negras antiestéticas en la superficie de algunos

productos, por ejemplo en la carne refrigerada (2).

1.1.2 Suelo.

El suelo debe ser considerado como la capa del planeta que
provee el sustrato que hace posible la vida (1), por tanto es un
medio reservorio de microorganismos tan vasto, que de él se han
obtenido algunas de las cepas que se usan en la produccion
industrial de antibidticos, de enzimas, de aminoacidos, de
vitaminas y de otros productos que se usan tanto en la industria

farmacéutica como en la industria alimentaria (2).

El suelo y sus caracteristicas bioldgicas varian segun su
localizacion y clima (1) por lo tanto, es un medio extremadamente
complejo en el que los parametros fisico-quimicos pueden cambiar
muy rapidamente. En respuesta a esto algunos microorganismos

como los Bacillus y Clostridium producen estructuras resistentes,



como son las esporas, que pueden soportar la desecacion y una
amplia escala de fluctuaciones de la temperatura (2).

Los microorganismos del suelo participan en el reciclado de los
compuestos organicos y nitrogenados, pero esta capacidad de
degradar materiales organicos complejos convierte a estos mismos

organismos en potentes organismos de alteracién (2).

Por ejemplo el Clostridium thermosaccharolyticum, produce alte-

racion, con produccion de gas, de conservas vegetales enlatadas

(3).

1.1.3 Agua.

El agua representa aproximadamente el 70.9% del planeta (4) y por
este motivo constituye un ecosistema en el cual se desarrollan
muchos microorganismos, algunos son habitantes naturales y otros
son transitorios (1) que penetran a este medio llevado por otros

vectores.

Los microorganismos que se aislan en las aguas de los
océanos con frecuencia tienen una necesidad fisiologica
de sal, crecen mejor a temperaturas relativamente bajas y
en el aspecto nutritivo estan adaptadas a la concentracion
relativamente baja de compuestos organicos y

nitrogenados existentes en estas aguas (2).



Por ejemplo el Vibrio parahaemolyticus, es una parte fija de la
flora entérica de algunos mariscos. Este organismo puede ser

responsable de brotes de intoxicacion alimentaria (2).

1.1.4 Plantas.

Todas las superficies de las plantas poseen una flora de
microorganismos propia que puede ser lo suficientemente
especializada como para ser denominada flora filoplana, la
correspondiente a la superficie de hojas y flora rizoplana la que se
refiere a la superficie de las raices (2). Bacterias heterotrofas y
fotosintéticas, hongos (particularmente levaduras), liquenes vy
algunas algas se desarrollan regularmente en estas superficies

aéreas de las plantas (5).

Tal es el caso del Aureobasidium pullullans, denominada levadura
negra que cubre la superficie de las hojas con un sedimento
fuliginoso negro (2). O el de las bacterias simbidticas fijadoras de
N> como Rhizobium, efectian su relevante funcién en la rizosfera
de plantas de interés tanto en agrosistemas como en ecosistemas

naturales (6).



1.2

1.1.5 Seres Vivos.

Todos los seres vivos llevan consigo una compleja flora
microbiana, una parte de la cual puede ser muy especializada y
adaptada al crecimiento y supervivencia, reflejando las

interacciones inmediatas con el medio que lo rodea (2).

Los seres vivos son una fuente importante de contaminacién
alimentaria ya que tienen una microflora propia que desde el

nacimiento se instaura externa e internamente en su cuerpo.

Estos albergan microorganismos en el tracto intestinal, la
piel, las mucosas, plumas, etc. La presencia de los mismos
en los alimentos puede suponer un riesgo para la salud
publica si son patégenos para el hombre o un riesgo para

el valor comercial del alimento (7).

Se puede citar como ejemplo al Staphylococcus aureus, presente

en las mucosas de las fosas nasales (2).

Microorganismos Extremofilos y Psicrofilos.
La temperatura es el factor que mas afecta en el crecimiento (8) y

reproduccion de los microorganismos en general. En algun punto
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entre las temperaturas maximas y minimas de viabilidad de los
microorganismos, se encuentra la temperatura 6ptima de desarrollo
de éstos. Esta es la temperatura a la cual las colonias desarrollan

con mas vigor.

Las temperaturas por debajo del minimo hacen que el crecimiento
se detenga, pero no matan a los microorganismos. Sin embargo,
las bacterias pueden ser dafadas por procesos repetidos de
congelacion y descongelacion (9). Las funciones vitales de los
microorganismos se detienen casi completamente a temperaturas
cercanas al punto de congelacion del agua, ya que las células
tienen un alto contenido de agua que se congelaria. Cuando ocurre
esto, no puede absorber nutrientes a través de sus paredes

celulares (10).

1.2.1 Microorganismos Extremofilos.

Los Microorganismos Extremodfilos son aquellos que han
colonizado y se desarrollan en condiciones de ambientes
extremos, hostiles y que difieren a las que normalmente se
desarrollan la gran mayoria de microorganismos. Y muchos no

podrian sobrevivir en ambientes considerados como normales (11).
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Los ambientes extremos incluyen aquellos con temperaturas muy
elevadas de 55 a 121°C o bajas -2 a 20°C, alta salinidad NaCl 2 —
5 M y alta alcalinidad pH arriba de 8 o alta acidez pH menor a 4

(12,13).

Entre ellos se encuentran los microorganismos:

Acidéfilos; son los microorganismos que viven en medios con pH
menor a 5 (14). Entre los cuales se tiene al Ferroplasma
acidarmanus, es una arquea que crece en ambientes de pH

cercanos a ceroconpHde 0.5a 1 (11).

Alcaldfilos; son los microorganismos que viven en ambientes con
pH por encima de 9 (14). Arthrospira platensis es una
cianobacteria, que vive en el Lago Natron que tiene pH 10.5 (11,

15).

Haléfilos; son los microorganismos que requieren cierta
concentracion de NaCl para su desarrollo y crecimiento. Se tiene
haléfilos extremos que toleran concentraciones superiores a 20%,
los haldfilos moderados con concentraciones entre los 10 — 20%, y
los halodfilos débiles que toleran concentraciones entre los 0.5 —

10%. Por ejemplo se puede mencionar a la Halobacterium
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halobium, es una arquea que se adapta a la alta concentracion de
sal y escasez de oxigeno. Su crecimiento 6ptimo se da a 50°C, un

pH 7.2 y concentraciones de NaCl de 3.5a4.3 M (11).

Hipertermoéfilos; su temperatura 6ptima de crecimiento esta por
encima de los 80°C y el maximo crecimiento de cultivos puros se
ha llegado a dar entre 110 y 113°C. Como ejemplo se puede
mencionar que Pyrolobus fumatrii, tiene una temperatura optima de
crecimiento de 105°C pero puede crecer hasta los 113°C, sin
embargo su crecimiento se detiene cuando la temperatura

disminuye a menos de 90°C. Crece en las paredes de los volcanes

(11).

Metalofilos; son los microorganismos capaces de crecer en la
presencia de altas concentraciones de metales. Como el Zinc (Zn),
Cadmio (Cd), Cobalto (Co), Plomo (Pb), Cobre (Cu), Niquel (Ni) y
Cromo (Cr). Dentro de este grupo se puede mencionar a la
Ralstonia metallidurans, que se desarrolla en concentraciones

milimolares (mM) de metales pesados toéxicos (11, 16).

Piezoéfilos; son microorganismos que requieren condiciones de alta

presion (superior a 1 atm) para su desarrollo y crecimiento. Son
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también llamados Bardfilos. Como ejemplo se puede mencionar a
la Moritella profunda, que se encontraron en sedimentos del
océano Atlantico a una presion de 0.1 MPa a una profundidad de

2815 m y temperaturas de 2°C (11, 17).

Psicroéfilos; son microorganismos que resisten temperaturas por
debajo de los 5°C, y su rango de temperatura de crecimiento
pueden ir desde los 20°C hasta menos de 0°C (11). Este tema

sera detallado a continuacion en el siguiente punto.

Radioéfilos; son microorganismos que soportan gran cantidad de
radiacion. Dentro de los cuales se encuentra el Thermococcus
gammatolerans, que es un arquea que resiste irradiacion de rayos

gamma de 30 KGy (19).

Terméfilos; que son aquellos microorganismos que crecen a
temperaturas por encima de los 65°C. Las temperaturas para un
crecimiento 6ptimo se encuentran entre 70 - 80°C y la maxima
entre 80 — 113°C. Como ejemplo se puede citar a la Thermus
acuaticus, crece a temperaturas mayores de 70°C y es

ampliamente utilizada en la industria para la tecnologia PCR (11).
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Xeroéfilos; son microorganismos capaces de sobrevivir a una
extrema desecacidn o en ausencia de agua, con Aw muy bajos
(menores a 0.75), incluso durante largos periodos de tiempo. Entre
ellos se puede mencionar a la Trichosporonoides nigrescens, que

es una levadura que crece en Aw menores a 0.75 (11, 18).

1.2.2 Microorganismos Psicroéfilos.

Los ambientes frios son actualmente mucho mas comunes y
extensos en la tierra. Los principales ambientes habitados por los
microorganismos  psicrofilos  incluyen regiones polares,
montafiosas, glaciares, el fondo de los océanos, sistemas de agua
subterraneos, la atmésfera superior y las superficies de flora y
fauna que viven en ambientes frios, donde las temperaturas nunca

exceden alos 5°C (11).

Los microorganismos Psicroéfilos son tolerantes al frio y resisten
bajas temperaturas. Son aquellos capaces de crecer entre -5 a 5°C
y reproducirse a temperaturas de 7°C o incluso menores,
independientemente de su temperatura 6ptima. Por lo general su
temperatura 6ptima de crecimiento esta por debajo de los 20°C (2,

11, 20, 23). Por ejemplo, se tiene al Botrytis cinerea que se
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desarrolla con normalidad a -1°C, hongo patégeno que causa

podredumbre en frutas (2, 21, 22).

Existen dos tipos de Microorganismos Psicréfilos (23):

Los Psicrofilos Obligados, cuya temperatura Optima esta
entre los 15 — 18°C, como ejemplo se tiene a la Polaromonas
vacuolata, que vive en las aguas de la Antartida, su
temperatura optima es de 0 a 4°C y la maxima es de 15°C (24).
Los Psicréfilos Facultativos, cuya temperatura 6ptima esta
entre los 20 — 30°C, tal es el caso del Penicillium roqueforti
cuya temperatura oOptima bordea los 30°C pero resiste

temperaturas hasta los 5°C (25, 26).

Los microorganismos psicrofilos son conocidos por sus actividades

de degradacion en los alimentos. Algunos son patégenos como es

el caso de las esporas del Clostridium botulinum tipo B que

sobreviven en frutas y vegetales congelados a -16°C por un afio; o

como Listeria monocytogenes puede sobrevivir en la leche a -18°C

por mas de siete meses, u otro ejemplo es el de la Salmonella

enteriditis que sobrevive en helados a temperaturas de -23.2°C

hasta por siete anos, y por ultimo se tiene al Staphylococcus
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aureus que sobrevive en los pollos congelados a una temperatura

de almacenamiento de -18°C por 168 dias (27).

Como ejemplos de microorganismos psicrofilos que aportan un
beneficio se tiene a las levaduras crio-tolerantes denominadas
Saccharomyces eubayanus sp. nov., la levadura Saccharomyces
pastorianus o también llamada Saccharomyces carlsbergensis,
presentes en las cervezas tipo Lager (28) y a la Saccharomyces
bayanus, presente en el vino desarrollando a temperaturas de 6 -

12°C (29).

Levaduras.

Las levaduras son microorganismos eucaridticos unicelulares y
estan clasificadas dentro del Reino Fungi. Se reproducen por
gemacion, o por formacién de esporas. Su identificacion se basa
no tanto en criterios morfolégicos, sino generalmente en criterios
fisiolégicos (30). Especialmente por su capacidad para transformar
los hidratos de carbono en alcohol y CO; a través de fermentacion,
que es uno de sus principales usos en la industria de los alimentos

(1,2, 3)
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El desarrollo y crecimiento de las levaduras siempre dependera de
ciertos parametros tales como Temperatura, Aw, pH, propiedades
nutritivas del sustrato, disponibilidad de oxigeno, y presencia de
sustancias inhibidoras (3).

Estos microorganismos, las levaduras, se encuentran ampliamente
distribuidas en la naturaleza y juega un papel importante en la

dinamica bioldgica y quimica de los seres vivos, agua y suelos (1).

1.3.1 Caracterizacion Morfolégica.

Las caracteristicas macro y micromorfolégicas son importantes
para la identificacion de las levaduras (31). Bajo el criterio
macroscopico se toma en consideracion el aspecto que toman las
colonias de levaduras al crecer en los diferentes medios de cultivo.
Las levaduras son colonias mas cremosas y de diferentes colores
que van desde el blanco hasta el naranja, esto se debe a que
algunas contienen carotenoides (32). Las colonias de levaduras
suelen ser completas ligeramente abombadas, de consistencias
mantecosas, lisas o0 rugosas, cambiando su consistencia con la

edad (32).

Desde su punto de vista microscopico, sus células tienen forma y

dimensiones diversas, desde las esféricas ovoides y elipsoidales, a
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las cilindricas que pueden ser muy alargadas y filamentosas. Y en
un tamano de alrededor de 5 a 10um de longitud, de 5 a 7um de
ancho, pero hay ciertas excepciones en el rango desde 2.5 a 21um
(33). Aunque el tamano promedio varia de acuerdo a la etapa del
ciclo de crecimiento, las condiciones de crecimiento y la edad de la

célula (1).

Para poder apreciar los tipos de esporas, se les brinda el medio y
las condiciones O6ptimas para su desarrollo con el objeto de

fomentar la esporulacion.

Las levaduras estan compuestas de las siguientes partes: Pared
Celular, Membrana Plasmatica, Citoplasma y Nucleo, partes que se

observan en la figura 1.1.
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Pared celular

Exocitosa

Membrana Espacio periplasmico

Reticulo endoplasmico
rugoso con fibromas

ADN mitocondrial fijados

Ribosomas libres

e . Polimetafosfato
Cicatriz de gemacion

Fuente (34)

Figura 1.1 Célula de la Levadura

Algunas levaduras estan cubiertas con una material extracelular
limoso, viscoso, grueso, que es la sustancia capsular compuesto

por polisacaridos (1).

Es importante mencionar que la pared celular en las levaduras, no
solo les brinda la forma y estabilidad sino que también constituye

una barrera permeable que juega un papel importante en el
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intercambio de nutrientes y desechos. Esta esta compuesta de [3-
glucanos y manoproteinas; y es en este lugar donde se encuentran
numerosas enzimas que son responsables de un gran numero de

fendmenos (33).

La membrana citoplasmatica funciona como una barrera osmética,
y esta compuesta por fosfolipidos, proteinas y polisacaridos. El
citoplasma contiene una sustancia citoplasmatica de base o citosol,
dentro del cual se encuentran los organelos como: el reticulo
endoplasmatico, el aparato de Golgi, las vacuolas, las mitocondrias
y el nucleo y en él se encuentran las enzimas (1, 5).

El nucleo ha sido considerado como el centro de gobierno de las
funciones celulares (5); se encuentra ubicado en el citoplasma y es
un organelo protegido y bien definido por una membrana nuclear
semipermeable, la que es funcional en el metabolismo vy

reproductor de la levadura (1).

La reproduccidn puede ser asexual por gemacion, mediante la cual
la célula progenitora reparte sus constituyentes celulares con una
célula hija; y estas son iguales en madurez. O la reproduccién

sexual por formacion de ascosporas que contienen esporas que
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posteriormente se unirdn a su otro par para formar una nueva

célula (33, 34).

1.3.2 Fisiologia.

Todo microorganismo tiene la capacidad de adaptarse a diversas
condiciones de ambiente, y las levaduras no son la excepcidn estas
pueden metabolizar diversos nutrientes para asegurar de esta

manera su viabilidad.

El catabolismo de azucares es anaerobio (fermentacion) o aerobio
(respiracion). El proceso mas comun es el catabolismo anaerobico,
también llamado fermentacion alcohdlica; cuyos productos finales

son alcoholo etilico y didxido de carbono (35):

CeH1205 2 CoHsOH + 2 CO,

Glucosa Etanol + Diéxido de Carbono

En condiciones aerdbicas, el catabolismo supone la utilizacion de

oxigeno atmosférico.

CgH1206 + 6 O, 6 O, + 6 H,O

Glucosa + Oxigeno Oxigeno + Agua
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En la respiracion, la oxidacion completa de la glucosa produce
dioxido de carbono y agua mientras que la oxidacion incompleta da
lugar a la acumulacién de acidos y productos intermediarios. Cabe
recalcar que la degradacion de los diferentes sustratos organicos

va a depender de las especies de levaduras (1).

La temperatura de crecimiento de la mayoria de levaduras esta
comprendida entre los 5 y 45°C; pero este trabajo el enfoque esta
en las levaduras psicréfilas, debido a que se desarrollan en un
habitat donde predominan las temperaturas bajas. Por ejemplo

Cryptococcus albidus que crece a temperaturas de hasta -18°C (5).

La mayoria de las levaduras se desarrolla de manera 6ptima en
medios que disponen de gran cantidad de agua. Algunas son
osmotolerantes y soportan una Actividad de Agua (Aw) del orden
de 0.65, que es un valor al cual ningun otro microorganismo puede
desarrollarse, este es el caso de la levadura Zygosacharomyces

rouxii. (5, 36).

Las levaduras en su gran mayoria son aerdbicas, y aunque la
disponibilidad de oxigeno afecta a todos los microorganismos vy
cuando no hay suficiente, las levaduras cambian a metabolismo

anaerdbico. Y este es el caso de la Kloeckera apiculata que en
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ambientes donde el oxigeno disminuye su metabolismo anaerdbico
se manifiesta durante la fermentacion alcohdlica temprana en la

elaboracién de vinos (5, 34).

El pH 6ptimo para el crecimiento de las levaduras varia de 4.5 a
6.5, aunque muchas especies toleran grandes variaciones de pH
2.8-3a2-8.5. El pH 6ptimo para que se realice la fermentacion
alcohdlica es de 3.5 en el caso de la Saccharomyces cerevisiae en

la produccién de cerveza (5, 34).

Las levaduras para su crecimiento necesitan fuentes de carbono y
nitrogeno, y la asimilacion de los mismos dependera de la
capacidad de estas para metabolizarlos (5, 35). El carbono se
puede suministrar en forma de hidratos de carbono, y el nitrdgeno
en forma de i6n amonio (-NH4), también se puede adicionar
peptona, urea, etc. El fosforo es otro elemento importante para
procesos vitales de las levaduras, especialmente para Ila
produccion de etanol a partir de hidratos de carbono. Asi mismo,
como los anteriormente mencionados se tiene al potasio, ya que
cumple funciones reguladoras en las levaduras, ademas de
estimular la fermentacion y la respiracion. Por otro lado, se tiene al
magnesio necesario para el funcionamiento de las enzimas durante

el metabolismo, sobretodo activa enzimas glicoliticas (5, 35).
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1.3.3 Uso en Alimentos

Desde tiempos ancestrales, el ser humano ha empleado sin
saberlo a las levaduras y lo hizo fermentando de forma natural sus
bebidas alcohdlicas, panes, productos lacteos y carnicos, eftc.
Recién a mediados del siglo XIX, Louis Pasteur explicé
cientificamente el fenomeno de la fermentacion alcohdlica, llevado
a cabo por las levaduras y cuyo trabajo consistia en reducir los

hidratos de carbono a CO; y alcohol (37).

Las levaduras pertenecientes al género Saccharomyces son las
responsables de la fermentacion de las bebidas alcohdlicas, tal es
el caso de la produccion de cerveza, que es una bebida alcohdlica
de sabor amargo que se fabrica con granos germinados,
principalmente de cebada y centeno, a los que se le adiciona
lupulo, cuyos hidratos de carbono son fermentados en agua con
levaduras de este género y su elaboracién se basa en dos etapas,
siendo la primera la obtencién del mosto de la cerveza, previo a la
inoculacién de las levaduras; y la segunda la fermentacion. Previo
a la fermentacion se macera la malta, que no es otra cosa que los
granos de cebada y centeno germinados a los cuales se les
adiciona agua hasta formar una pasta consistente. Esta mezcla

acuosa se la calienta y se la filtra y se la hierve con el objeto
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proporcionar aroma caracteristico al mosto, frenar procesos
enzimaticos anteriores y esterilizarlo de bacterias que hayan podido
aparecer durante estas etapas que interferirian en la fermentacion.
Después de esto se clarifica el mosto y se enfria y es en esta etapa
cuando el mosto se encuentra entre los 15 — 20°C se inoculan las
levaduras, ademas de que se airea el mosto para que comience la
fermentacion que dura varios dias, este es un proceso exotérmico
por lo que las cubas deben estar refrigeradas para mantener una
temperatura constante y estable. Existen dos tipos de
fermentacion: la Fermentacién Alta que corresponde a las
levaduras flotantes como la S. cerevisiae tiene mayor actividad a
temperaturas altas cercanas a los 25°C generando cervezas tipo
Ale. Y la Fermentacién Baja que corresponde a las levaduras que
van al fondo como es el caso de la S. carlsbergensis la que
mantiene la actividad fermentativa a temperaturas entre los 5 —
10°C por periodos de hasta mas de una semana; produciendo
cervezas tipo Lager. La maduracion tiene un periodo de duracion
de tres a cuatro semanas, llegando hasta dos o tres meses; y una
vez acabado el proceso de maduracion, antes de ser envasada la
cerveza es filtrada para eliminar los residuos sélidos que pueda

llegar a tener (38).
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En el caso de la elaboracion de vino, el sustrato a fermentar ahora
se trata de jugo de uva, la fermentacidon tiene como efecto la
conversion de los carbohidratos del mosto en alcohol etilico. Los
microorganismos capaces de realizarlo son las levaduras del
género Saccharomyces y las especies mas abundantes son la S.
cerevisiae y la S. bayanus, otra levadura que interviene en el
proceso de la fermentacion primaria del mosto para la elaboracion
del vino es la Kloeckera apiculata, pero su poblacion disminuye con
la elevada concentracion de alcohol etilico debido a la reduccion de
los carbohidratos. Las levaduras tales como la Saccharomyces
bayanus que es la responsable de la produccion de Sidra o la
Saccharomyces sake una de las levaduras que interviene en la
fermentacion para obtener Sake, son ejemplos de fermentaciones

alcohdlicas sobre diferentes sustratos (39).

En la produccion del Kéfir, que es una bebida hecha a partir de
leche fermentada, ligeramente alcoholizada y espumante, donde
las levaduras fermentan la lactosa con la subsecuente produccion
de alcohol y CO,. La fermentacion lactica de la leche es
ocasionada por la Saccharomyces kefir y Candida kefir, quiénes
junto con la Kluyveromyces marxianus que es una de las
responsables de la formacion de CO2 proporcionandole al Kéfir

sabor y aroma caracteristico (40, 41).
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En la industria de panificacion, durante la fermentacion del pan los
carbohidratos son convertidos en CO, y alcohol etilico por las
levaduras. El CO; formara las burbujas que posteriormente seran
atrapadas por el gluten de trigo haciendo que la masa leude y
aumente su volumen; siendo este el principal objetivo de la

fermentacion (42).

Las levaduras mas reconocidas son las de la familia
Saccharomycetaceae, que se las emplea industrialmente en la
fabricacion de cerveza, pan y vino. Estas levaduras han ganado
protagonismo en la investigacion biotecnoldgica que ha mantenido
su uso tradicional, y ha innovado y mejorado los procesos de
panificacion y de produccion de bebidas alcohdlicas en la

actualidad.

Hipoétesis y Objetivos.

La hipdtesis en este trabajo de graduacidon es que existen
levaduras antarticas capaces de realizar procesos de fermentacién
e hidrolisis enzimaticas para degradar los sustratos Urea, Glucosa,
Maltosa, Fructosa, Sacarosa, Lactosa, Glicerol, Almidén, Gluten,

Caseinay Lipidos.
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El objetivo principal es identificar por lo menos una cepa de
levadura antartica con capacidad fermentativa o hidrolitica para

degradar los diferentes sustratos.

El presente trabajo comprende el aislamiento, la caracterizacion y
finalmente la identificacion de las levaduras procedentes de
muestras del suelo antartico; asi como también, la determinacién
de su posible uso en la industria alimentaria evaluando su perfil

hidrolitico y fermentativo frente a diferentes sustratos.

Para lograr el objetivo general se plantean los siguientes objetivos

especificos:

1. Obtener aislados de levaduras a partir de muestras
ambientales de la Antartida, utilizando protocolos basados
en el empleo de medios de cultivos selectivos tales como
Patata Dextrosa Agar (PDA) mas el uso de antibidticos

como el cloranfenicol.

2. Caracterizar los aislados de levaduras utilizando métodos
visuales macroscopicos y microscopicos, asi como también

pruebas bioquimicas.

3. Identificar los aislados de levadura mediante el uso de
protocolos de biologia molecular para la extraccién de ADN

y técnicas como el PCR y su posterior secuenciacion
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mediante el empleo de herramientas informaticas como

BLAST.

Evaluar el potencial fermentativo e hidrolitico empleando los
métodos del Auxonograma modificado y el Método de

Yarrow.



CAPITULO 2

2. METODOLOGIA

2.1. Obtencion de Muestras Antarticas.
Muestras de suelo fueron recolectadas en las Islas Torres y
Greenwich provenientes de la expedicion a la Antartida, como se
observa en la figura 2.1, y se transportaron a las instalaciones de

los laboratorios del CIBE.

Figura 2.1 Toma de Muestras de suelo en la Antartida.
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Para el aislamiento de levaduras se sembré 1g de muestras de
suelo en los medios de cultivo: Trycase Soya Agar (TSA), Potato
Dextrosa Agar (PDA), Saboraud Dextrosa Agar (SAB) y Yeast

Extract Agar, los cuales se observan en la figura 2.2.

Se obtuvieron 27 aislados de levaduras de los cuales fueron
identificados molecularmente en base a su morfologia

microscopica.

De los cuales solo se utilizaron 7 para el trabajo de graduacion,
debido a la extension de su desarrollo y a la repeticion de las

especies.

Figura 2.2 Medios de Cultivo para Aislamiento de

Microorganismos de la Antartida.
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2.2. Aislamiento e Identificacion de Levaduras.

Para el estudio se utilizé muestras sembradas en el medio Patata
Dextrosa Agar a pH 4.6 también conocido como PDA, que
promueve el crecimiento de levaduras debido a que su pH inhibe
parcialmente el crecimiento de la flora bacteriana. Luego se
procedio a re-sembrarlas en el mismo medio de PDA adicionandole
Cloranfenicol, este ultimo fue empleado como antibidtico para
inhibir crecimiento bacteriano permitiendo de esta manera realizar

el recuento colonial de levaduras.

Medio de Cultivo

Se prepard PDA utilizando lo establecido por la casa comercial, 39
g/l, se disolvié el PDA en agua ultra pura, se agité y calenté a 80°C,
cuando estuvo disuelto y tomd un color traslucido, se autoclavo a
121°C por 15 minutos. La solucién obtenida tuvo un pH de 4.6 *

0.2 a 20°C.

Luego, se dejaba enfriar y se dosificaba en cajas Petri, el agar
tomaba un color marréon amarillento traslucido y era rotulado con la

fecha y el nombre del medio.

Las cajas se incubaron a 20°Ct+ 5°C durante cinco dias, hasta

obtener colonias de levaduras.
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Siendo el PDA el medio de cultivo que se empledé para el
crecimiento de levaduras, a este se le adiciond una solucién de

antibiodtico, cloranfenicol al 5%.

Y la solucion de antibidtico se preparo, disolviéndolo en agua ultra-
pura hasta obtener una solucién que luego era filtrada con un
nanofiltro y posteriormente era adicionada al medio de cultivo antes

de ser dosificado en las cajas Petri.

Luego de la dosificacion en cajas, el agar tomaba un color marrén
amarillento traslucido y era rotulado con la fecha y el nombre del

medio.

2.2.1. Identificacion Macroscépica.

Los parametros que se observaron en las colonias fueron el
tamano, aspecto, consistencia y coloracion. Todo esto se realiz6

de manera visual; asi como se observa en la figura 2.3.

Figura 2. 3 Identificacion Macroscoépica de los Aislados de

Levaduras



34

En términos generales las colonias de levaduras presentaron una
forma circular ligeramente abombadas, con los bordes continuos y
bien definidos ademas, se percibieron con una consistencia
cremosa, lustrosa que se volvid rugosa a medida que envejecian,
presentando también colores y su crecimiento en placa se vio en

alto relieve, presentando una textura poco elevada.

2.2.2. Identificacion Microscoépica.

Para esto se emple6 el microscopio Optico y su objetivo de
inmersion, como se puede apreciar en la figura 2.4, lo que permitid
determinar caracteristicas microscopicas relacionadas con la forma

de la célula, morfologia, tamafio, etc.

Figura 2.4 Microscopio con Lente de Inmersién 100x
y Tincién GRAM.
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Tincion GRAM

Permiti6 determinar diferentes formas, agrupaciones vy
dimensiones. Se fijaron las muestras al calor, como se aprecia en
la figura 2.5 y se tifieron con los colorantes cristal violeta (1%) y
safranina (0.5%), asi como también, se adiciond una solucion
mordiente de lugol (1% |, y 2% IK) y una solucion decolorante de
etanol-acetona (1:1), en el orden detallado a continuacion: se
aplica sobre el frotis, cubriendo la solucion de cristal violeta (60
segundos), se enjuaga con agua ultrapura y posterior a esto se
aplica sobre este, lugol (60 segundos) y este es lavado con la
solucion de etanol-acetona (20 segundos). Posteriormente, se
enjuaga con agua ultra pura y se adiciona sobre el frotis la solucién
de safranina (60 segundos) que a su vez sera enjuagada

finalmente con agua ultrapura.

Figura 2.5 Frotis de los Aislados previo a Tincion GRAM
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Luego del secado de la lamina portaobjeto, se coloca el cubre-
objeto con una gota de aceite de inmersion para observarlo en el

microscoépico con el objetivo de 100x (30).

Tincién de Esporas

El método empleado fue el de Wirtz-Conklin, que se fundamenta en
los contrastes brindados por los colorantes verde malaquita (5%) y
safranina (0.5%); el primero tifie las esporas en caliente y el

segundo crea contraste y tifie las formas vegetativas.

Figura 2.6 Adicion del Colorante Verde Malaquita
Tincién de Esporas.

Se prepard un frotis, el cual se cubre con papel filiro y se adiciona
colorante verde malaquita, como se puede apreciar en la figura 2.6

y se lo calienta sobre el mechero por 5 minutos. Después de que
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se enfrid el portaobjeto se lo enjuaga con agua ultrapura, para
eliminar residuos visibles del colorante, posterior a esto se le
agrego el colorante safranina por un minuto de exposicion,
después se enjuagd con agua ultrapura y se dejé secar para

visualizarlo en el microscopio con el objetivo de 100x (30).

2.2.3 Identificacion Bioquimica.

La identificacion bioquimica se basdé en la asimilacién de
nutrientes, estuvo basado en el método del Auxonograma (30, 32),
el cual se fundamenta en la aplicacién por separado de diferentes
nutrientes, sobre un medio base para apreciar el crecimiento
selectivo de las levaduras en presencia de los nutrientes
necesarios para su desarrollo y evolucion, como es el caso de los

hidratos de carbono; como se observa en la figura 2.7.

Figura 2.7 Medios de Cultivo con diferentes Carbohidratos.
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Se prepard el medio de cultivo liquido utilizando agua ultra pura y
disolviendo en ella Sulfato Amoénico (5 g/l), Fosfato Monopotasico
(1 g/l), Sulfato de Magnesio (0.5 g/l), se agité y calenté a 80°C,
cuando estuvo disuelto y tomoé un color traslucido, se agrego la

fuente de carbono en una concentracién de 20 g/l.

Como fuentes de carbono, se utilizaron azucares simples tales
como glucosa y fructosa, oligosacaridos como sacarosa, maltosa y

lactosa, y polisacaridos como el glicerol que es un alcohol.

La fermentaciéon de los azucares se la evalu6 utilizando campanas
de Durham y la hidrdlisis se la evalué mediante la aparicion de
halos en un medio de cultivo solido. La incubacion se realizo por

21 dias a temperatura de 20°C+5°C.

Adicional a esto, se realizaron las pruebas de actividad enzimatica,
la ureasa y actividad de la catalasa, enzimas presentes en ciertos
microorganismos. Para determinar la ureasa se empled un medio
con la siguiente composicion: Nutrient Broth 6.7g/l, Glucosa 20g/I,
Agar 18 g/l, CINa 18 mg/l, Urea 1 g/l, Rojo de Fenol 10 mg/l.
Teniendo un pH de 6.8+0.2 a 20°C, autoclavado a 121°C por 15

minutos.
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Después de la inoculacion en las cajas Petri, se incubaron a 20°C +
5°C, las mismas que fueron monitoreadas cada 6 horas por un

lapso de 2 dias (30).

Para determinar la actividad de la catalasa se empled una placa
con colonias de levaduras y se aplicaron un par de gotas de
peroxido de hidrégeno o agua oxigenada, 10 volumenes sobre la
colonia de levadura, y se observaron la presencia o ausencia de

burbujas (30).

Figura 2.8 Prueba de la Catalasa en Levadura PDA

12.1 -2 6.
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2.2 .4 Identificacion molecular.

La extraccion de ADN gendmico se realizé utilizando el Kkit
UltraClean® de MO BIO Laboratories, Inc. Las Regiones ITS1 e
ITS2 fueron amplificadas por PCR (43) y secuenciadas en un
laboratorio externo. La secuencia de nucledtidos fue alineada
usando BLAST del National Center for Biotechnology Information
(NCBI). La identificacion se basé en un nivel de identidad de

minimo 98%.

Extraccion de ADN

El Kit de UltraClean® de MO-BIO Laboratories, Inc. fue empleado
para la extraccion de ADN, en donde las células de las levaduras
se suspenden en una soluciéon y son afadidas a un tubo que
contiene perlas y estas logran la lisis de las células mediante una
combinacion de calor, quimicos y fuerza mecanica. El material
genético liberado de las células es llevado a un filtro giratorio de
silica donde es lavado y recuperado en un buffer de Tris libre de
ADN. Este kit contiene los siguientes compuestos: MicroBead
solution, solution MD1, solution MD2, solution MD3, solution MD4 y

solution MD5, como se aprecia a continuacion en la figura 2.9.
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Figura 2.9 Reactivos del Kit para Extraccion de ADN.

Se utilizaron cepas de levaduras que estaban sembradas en Cajas
Petri con PDA, tomando las muestras necesarias a emplear en el
Kit de UltraClean ® para la extraccion de ADN, y se siguieron los

pasos a continuacion:

1. Adicionar 1.8 ml de cultivo microbiano en un Tubo recolector
de 2 ml que sera centrifugado a 10.000 x g por 30 segundos a
temperatura ambiente. Decantar el sobrenadante y volver a
centrifugar a 10.000 x g por 30 segundos.

2. Resuspender el sedimento de células en 300 ul de MicroBead
Solution y agitar en el vortex. Transferir el sedimento de
células al MicroBead Tube.

3.  Adicionar 50 ul de Solution MD1 en el MicroBead Tube.
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11.
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Asegurar el MicroBead Tubes y agitar horizontalmente a
maxima velocidad por 10 minutos.

Centrifugar los tubos a 10.000 x g por 30 segundos a
temperatura ambiente.

Transferir el sobrenadante a un Tubo Colector de 2 ml.
Espere 300 o 350 ul de sobrenadante.

Adicionar 100 ul de Solution MD2 al sobrenadante. Agite en
un vortex por 5 segundos y luego refrigerar a 4°C por 5
minutos.

Centrifugar los tubos a temperatura ambiente por un minuto a
10.000 x g.

Transferir el volumen completo de sobrenadante a un tubo
colector de 2 ml limpio, evitando el sedimento. Espere
aproximadamente 450 pl de sobrenadante.

Agitar para mezclar la Solution MD3 antes de usarla y agregar
900 ul al sobrenadante para luego agitar en el vortex por 5
segundos.

Cargar unos 700 ul en el Spin Filter y centrifugar a 10.000 x g
por 30 segundos a temperatura ambiente. Adicionar el
sobrenadante remanente al Spin Filter y centrifugar a 10.000

x g por 30 segundos a temperatura ambiente.
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13.

14.

15.

16.

17.
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Adicionar 300 ul de Solution MD4 y centrifugar a temperatura
ambiente por 30 segundos a 10.000 x g.

Descarte el liquido y centrifugar a temperatura ambiente por
un minuto a 10.000 x g.

Tener cuidado de no salpicar el liquido en la canasta del filtro
de centrifugacion, trasladar el Spin Filter en un nuevo Tubo
colector.

Adicionar 50 ul de Solution MD5 en el centro del filtro de
membrana blanco.

Centrifugar a temperatura ambiente por 30 segundos a
10.000 x g.

Descargar el Spin Filter. EI ADN contenido en el tubo esta
ahora listo para su cuantificaciéon o puede ser almacenado a
4°C si se realiza la cuantificacion de inmediato o se lo guarda

a -20°C.
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Figura 2.10 Preparacion de Suspension de Aislado de Levadura

Previo al Protocolo de Extraccion de ADN

La cuantificacion de ADN se determind mediante electroforesis en
gel de agarosa al 1.5% con soluciéon SYBR Safe®. El gel se revelo
bajo una lampara UV, equipo transiluminador ChemiDoc XRS

System de BIO-RAD.

PCR

Se emplearon cebadores ITS1 (569 —-TCCGTAGGTGAACCTGCGG
— 39) e ITS4 (59-TCCTCCGCTTATTGATATGC-39), como se

puede apreciar en la figura 2.11. La reaccion de amplificacion se
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realizd segun el protocolo de Invitrogen ® para PCR donde se
obtuvo un volumen final de 25 pl a las siguientes condiciones
conteniendo 2 pyl de ADN (10 — 50 ng/ul), 10X PCR buffer
conteniendo 1.5 mM MgCl, y 0.02% BSA, 0.2 mM de dNTP, 0.4 uM

de cada cebador y 0.5 U de Taq polimerasa, como se observa en

la figura 2.12.

Uisie |
dNTR M

1.oooul 4
Storage”

Figura 2.12 Reactivos de PCR.
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El perfil térmico empleado en el PCR fue paso de desnaturalizacion
de 1 minuto a 94°C, seguido por 30 ciclos de 94°C por un minuto,
58°C por un minuto, 68°C por un minuto y una extension final de

68°C por dos minutos; se lo realizé en un termociclador Eppendorf.

Figura 2.13 Termociclador Eppendorf con Perfil Térmico para

PCR.

La longitud de los productos de PCR se visualizd en gel de agarosa
al 1.5%, con solucién SYBR Safe®. EIl gel se revel6 bajo una
lampara UV, equipo transiluminador ChemiDoc XRS System de

BIO-RAD.

Secuenciacion

Los productos de PCR se secuenciaron en el laboratorio y se hizo
a través de la secuenciacion Sanger en los laboratorios de Cancer

and Genetics Research Center del Department of Molecular
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Genetics & Microbiology del College of Medicine de la University of

Florida.

Luego se empled el software de MEGA6 o Molecular Evolutionary
Genetics Analysis, que es una herramienta integrada para la reali-
zacion de la alineacion de secuencias, inferir arboles filogenéticos,

asi como muchas otras aplicaciones.

(% MEGA 6.06(6140226) =)
File Analysis Help
¥ _w . T & B & ®m . E_ O T

Data Modsls Distance Diversity Phylogeny  User Tree  Ancestors  Salection Rates Clocks  Disgnese

@ e B = e 9 . £ &

First Time User? Tutorial Citation Report a2 Bug Updates? MEGA Links Toolbar Preferences

MEGA releasze HE140226

Figura 2.14 Programa MEGAG®.

Las secuencias fueron ingresadas en el MEGAG6, en la opcién
Align, donde se escoge Edit/View Sequencer Files (trace), para
introducir la informacién que una vez que estd ingresada, se
muestra en una pestafia diferente el grafico de la secuencia de
nucledtidos de la cadena de ADN, como se aprecia en la figura

2.15, que posteriormente es trasladada al programa online BLAST,
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Basic Local Alignment Search Tool, que es una herramienta
informatica que permite el alineamiento de secuencias de ADN,
ARN o de proteinas. En este caso se escogid la opcion
nucleotidos de ADN para que compare la secuencia o query contra
las secuencias indexadas en una base de datos de la NBCI, que es
el National Center for Biotechnology Information que provee la

informacion gendémica mediante el acceso online.

%“__  EcitiSuarchssAlguenentWelmSaquerics:8 Dipleysi Helg v
D EY | FHNwY el By EXH (BB ar BHY N

ONASequences | Transiated Protein Sequences

Species/Abbrv  |Group Name

1. BOR S -3 tc B LR B L ERT BRREEEEH RRRL B IR LR BB |

= = with wio Gaos

@ e =] 7] =3 @ ® . &£ | &

Frst Tims User?  Tutoral Eamples Caation Report 3 Bug Updates?  MEGA Links Toobar Preferences

MEGA refease HE140226

Figura 2.15 Ingreso de la secuencia de ADN de PDA 9 -3 1c.

Del BLAST se obtuvieron los resultados de la comparacion de las
secuencias para identificar a cual género y especie pertenece la
levadura aislada. De esta manera se seleccion6é un banco de

secuencias que tienen hasta un 98% de nivel de identidad, los
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cuales son agregados para elaborar un arbol filogenético en el

programa MEGAG, como se observa en la figura 2.16.

Tt R [ S oy Yo At pn e AN rr

Modes  Dsance  Owenty  Phykgeny UserTree  Ancesiors  Seecton  Rates  Cocks | Dageos
M M6: Tree Explorer = oo 5 ]
[ Fie Image Subtree View Compute Caption Help

VYD eS| & SEe

‘ E Héﬂ.'i'ri w tyl v : Tﬂ Original 60 | Bootstrap consensus tree
DNASequences | Translated Protein Sequences }é x Rhodotoruta iaPB15
€ Rhodotorula glacialis TRg
1¢ Rhodotorula glacialis A43
o PDAS -3 1c
Rhodotoruda glacialis AG18 I
. Rhodotorula glacialis YSAR13
Rhodotorula glacialis DEMY758
I rl Rhodotorula glacialis A19
Y Rhodotorula glacialis DEMY440
oo

1| SBL = 0.03514770

‘ Tl v
Site# 1250 @ with wio Gaos

022 RODOTORULA GLACIALIS PARA TESIS.meg

Figura 2.16 MEGAG6 Arbol Filogenético de Rhodotorula glacialis.

2.3 Evaluacién del potencial de las levaduras en la industria de los

alimentos.

Las levaduras poseen una gran importancia en la industria de los
alimentos por su estrecha relacion con el ser humano desde hace
aproximadamente 5.000 afios (44), todo esto debido a la

produccion de pan, cerveza, vinos, embutidos, quesos, etc.

Estos microorganismos aportan caracteristicas organolépticas, en
muchas ocasiones utiles, como es el caso en la elaboracion de

bebidas alcohdlicas o en la industria de la panificacion.
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Las levaduras son capaces de transformar los hidratos de carbono
en alcohol y esto lo logran mediante la fermentacion alcohdlica,
que es un bio-proceso, donde los carbohidratos o azucares son

convertidos en alcohol (etanol), diéxido de carbono (CO,) y ATP.

Para evaluar el potencial fermentativo se emplearon seis hidratos

de carbono:

1.  Glucosa.- Monosacarido con formula molecular CeH420s.

2. Fructosa.- Monosacarido isomero de la glucosa.

3. Sacarosa.- Disacarido formado por una molécula de glucosa
y otra de fructosa con formula molecular C12H22011.

4. Maltosa.- Disacarido formado por dos moléculas de glucosa.
Isémero de la sacarosa.

5. Lactosa.- Disacarido formado por una molécula de glucosa y
otra de galactosa. Isdmero de la sacarosa

6. Glicerol.- Es un alcohol de tres grupos hidroxilos (-OH),
también llamado propanotriol o glicerina con formula
molecular (C3HgO3), es un producto obtenido de Ila
degradacion digestiva de los lipidos, paso previo al Ciclo de

Krebs y también se genera en la fermentacion alcohdlica.
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Se realizaron pruebas bioquimicas en diferentes medios de cultivo
para cada sustrato a evaluar, los sustratos empleados fueron:
almidon de yuca, almidon de Maiz, gluten, caseina y marva, para

evidenciar la capacidad hidrolitica de las levaduras.

2.3.1 Potencial Fermentativo.

Se emplearon las cepas de levaduras obtenidas y se utilizd como
control positivo la levadura Saccharomyces cerevisiae, que sigue
un metabolismo fermentativo cuando estda en condiciones
anaerobicas. Se utilizé el método del Auxonograma modificado
(30, 32), el cual se empled para la identificacion bioquimica y fue

tratado en el punto 2.2.3.

2.3.2 Potencial Hidrolitico.

Para evidenciar la presencia de amilasas, se emplea el siguiente
medio sdlido: Yeast Nitrogen Base (YNB) 6.7 g/l, Almidéon 2 g/,

Agar 18g /I a un pH de 6.0 (45, 46).

Para evidenciar la presencia de proteasas, se emplea el siguiente
medio solido: Yeast Nitrogen Base (YNB) 6.7 g/l, Glucosa 20 g/l,

Gluten/Caseina 20 g/I, Agar 18 g/l a un pH de 6.5 (45, 46).
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Para evidenciar la presencia de lipasas, se emplea el siguiente
medio solido: Peptona 5 g/l, Yeast Extract 3 g/l, Margarina 10 gl/l,

Agar 18 g/l a un pH de 6.0 (45, 46).

Estos diferentes medios fueron preparados en agua ultrapura,
posteriormente se autoclavaron a 121°C por 15 minutos. El llenado
de cajas Petri se lo realizé en la camara de flujo laminar para evitar
la contaminacion.

Se realizaron pruebas bioquimicas en diferentes medios de cultivo
para cada sustrato a evaluar. Se emple6 como control positivo
Bacillus subtilis, para evidenciar la capacidad hidrolitica de las

levaduras sobre los diferentes sustratos.

Se inoculd la muestra de levaduras en una camara de flujo laminar,
por duplicado, y después se incubaron las cajas Petri a 20°C + 5°C,
los mismos que fueron monitoreados cada 24 horas por un lapso
de dos semanas. Para luego volver a repetir la prueba por

duplicado.

Dentro de las pruebas enzimaticas para determinar la actividad
lipolitica, donde se us6 como sustrato marva, no se pudo realizar a
cabalidad porque no se contd con un control positivo y se evidencio

un escaso crecimiento de las diferentes especies de levaduras.
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Identificacion de Levaduras.

Se seleccionaron los siguientes cultivos, tal como es detallado a
continuacion en la tabla N° 1, donde los cédigos fueron asignados
por CIBE, para poder identificar las muestras obtenidas de los anos

2011 y 2012, respectivamente.

Se utilizaron 7 aislados para el presente trabajo, debido a la

extension de su desarrollo y a la repeticion de las especies.



TABLA N° 1

MUESTRAS DE LEVADURAS SELECCIONADAS

Medio _ Cddigo CIBE - :
N° de Afio N Cédigo de Caja

Cultivo Muestra/| Dilucién| Submuestra Petri

Aino

1| PDA | 2011 9 107 1c PDA9 -3 1c
2| PDA | 2011 3 102 1b.1 PDA 3 -3 1b.1
3| PDA | 2012 12.2 10 2 12 PDA12.2-212
4 PDA | 2012 121 10 2 6 PDA121-26
5| PDA | 2011 8 10 2 1e PDA S8 -2 1e
6 PDA | 2012 12.2 1072 2 PDA12.2-32
7 PDA | 2011 4 10~ 3c PDA4 -1 3c

Elaborado por: Leonor Tacury M., 2014
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Las levaduras presentaron caracteristicas morfolégicas similares

en este medio de cultivo. Las colonias de levaduras presentaron

caracteristicas tales como colonias ligeramente abombadas o

planas, de consistencia rugosa o lisa, y la similitud es que a medida

de que transcurre el tiempo se vuelven mas pastosas, esto se debe

a su envejecimiento. A continuacién, se presenta la tabla N°2 con

las apreciaciones.



TABLA N° 2

MORFOLOGIA DE LEVADURAS

Levadura Morfologia
Observaciones
Forma Textura Color Consistencia
PDA Naranja Colonias
9-31c Redonda | Rugosa Palido Cremosa Abombadas
3-31b.1 Redonda Rugosa P4lido Cremosa Tt
PDA . Blanco . .
122912 Redonda Lisa Amarillento Mucoide Colonias Planas
PDA , .
Redonda Lisa Blanco Cremosa Colonias Planas
12.1-26
PDA Redonda Lisa Bla.nco Mucoide Colonias Planas
8-21e Amarillento
2 Redonda Lisa Blanco Mucoide Colonias Planas
12.2-32 !
PDA Redonda Lisa Blapco Mucoide Colonias Planas
4-13c Amarillento

Elaborado por: Leonor Tacury M., 2014
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~

e

~ PDAB8-21e PDA 8 -2 1e Criptococcus
Criptococcus gastricus

gastricus

PDA9 -3 1c PDA9 -2 1c
Rhodotorula glacialis Rhodotorula glacialis

Figura 3.1 Ejemplos de Morfologia Macroscépica de Levaduras.
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PDA 12.1-26 PDA12.1-26
Candida sake Candida sake

Figura 3.1 Ejemplos de Morfologia Macroscopica de Levaduras

Aunque la tincibn GRAM es especifica para bacterias, se pudo
visualizar que las levaduras se teiian de ambos colores, aunque la
gran mayoria se tind de color violeta, dando un resultado dual.
También a través de esta tincion se aprecié el tamano, como se puede
apreciar en las figuras a continuacion.

En cuanto a sus caracteristicas microscoépicas, las levaduras presen-
taron una forma ovoide, ademas se demostro la presencia de capsula,
que es de naturaleza polisacarida, que envuelve el conidio y que puede

ser apreciada al hacer una tincion Gram, asi como también una tincién
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de esporas. La levadura de Cryptococcus sp. Y Candida sp. Se
diferencian por tener células de forma ovoide que las del género

Rhodotorula sp. que resultaron mas alargadas.

Figura 3.2 Frotis de Muestras Previas a Tincion GRAM.

Figura 3.3 Tincién Gram de Levadura PDA 4 -1 3c.

Criptococcus sp.



59

Figura 3.4 Tincion Gram de Levadura PDA 3 -3 1b.1
Rhodotorula sp.

Figura 3.5 Tincion Gram de Levadura PDA 12.2 -2 12
Candida sp.



Figura 3.6 Tincién Gram de Levadura PDA 12.1 -2 6
Gemacion de Candida sake.

Como parte del anadlisis de la morfologia de las levaduras, se
procedié a hacer tincion de esporas obteniendo los siguientes

resultados, expuestos en la siguiente tabla N° 3.

TABLA N° 3

TINCIONES

Tincion

1 PDA 9 -3 1c Dual Si
2 PDA 3 -3 1b.1 Dual Si
3 PDA 12.2-212 Dual Si
q PDA 12.1-2 6 Dual Si
5 PDA 8 -2 1e Dual Si
6 PDA 12.2-3 2 Dual Si
7 PDA 4 -1 3c Dual Si

Elaborado por: Leonor Tacury M., 2014
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Como ejemplo de la formacion de esporas se muestra la figura 3.7

dénde se observa a la Levadura PDA 9 -3 1c.

Figura 3.7 Tincién de Esporas de Levadura PDA 9 -3 1c

Rhodotorula glacialis.

Identificacion Molecular

La extraccion de ADN de los aislados fue evaluada y cuantificada a
través de la elaboraciéon de un gel, cuyo resultado se lo puede
apreciar en la figura 3.8. Posterior a eso se realizé el perfil térmico
del PCR, como se observa el gel de agarosa en la figura 3.9; para
obtener el mayor niumero de copias de un fragmento de ADN; cuyo

resultado se muestra en la figura 3.10.



Figura 3.8 Gel de ADN.

Figura 3.9 Gel de Agarosa.
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100bp B3 c3 D3 E3 F3

16s-2DA NESTED 454

100bp BF 55Py 1.1* 8.8 a8 11 12.1 2* 9.1lev 10.1lev 14.1lev 15.1le
454

Figura 3.10 Gel de PCR.

Luego de obtener los resultados de la secuenciacion de ADN de
los diferentes aislados de levaduras antarticas enviados al
laboratorio Cancer and Genetics Research Center del Department
of Molecular Genetics & Microbiology del College of Medicine de la
University of Florida, se procedié a compilar los datos en el
programa Mega6 que es un software que permite realizar la
alineacion de las secuencias de nucledtidos e inferir arboles

filogenéticos usando BLAST del National Center for Biotechnology
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Information (NCBI). La identificacion se basé en un nivel de
identidad de minimo 98%. Obteniéndose los siguientes resultados
de los arboles filogenéticos que se muestran en las figuras

subsecuentes 3.11, 3.12, 3.13, 3.14, 3.15, 3.16 y 3.17.

Rhodotorula psychrophila PB15
4 Rhodotorula glacialis TRg
Rhodotorula glacialis A43
PDA9-3 1c
Rhodotorula glacialis AG18
Rhodotorula glacialis YSAR13

64

46

Rhodotorula glacialis DBMY758

Rhodotorula glacialis A19

Rhodotorula glacialis DBMY440

0.002

Figura 3.11 Arbol Filogenético Rhodotorula glacialis
PDA9 -3 1c

71 1 Rhodotorula sp. SS4B
82 _{ Rhodotorula sp. $S-3A
Rhodotorula sp. SS4A
PDA3-31b1

Rhodotorula sp. A43
Rhodotorula psychrophila PB15

Rhodotorula sp. YSAR13
Rhodotorula psychrophenolica AG18

25
L Rhodotorula glacialis A19

Rhodotorula glacialis DBMY440

0.002

Figura 3.12 Arbol Filogenético Rhodotorula sp.
PDA 3 -3 1b.1
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Candida sake SNS9 p.
Candida sake HA 1671
Candida sp. NG 31
Candida sake NG 32 18S
Candida sake NO435

62
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Candida sake H14Cs

Candida sake VI04718
PDA121-26

0.002

Figura 3.13 Arbol Filogenético de Candida sake
PDA12.1-26

Candida sake SNS9

Candida sp. HA 1671
g4 | Candida sp. NG 31

Candida sp. NG 32
38 Candida sp. K2
Candida sp. 1K450

Candida sp. H14Cs
Candida kruisii VIO£718
PDA 12.2-2 12

0005

Figura 3.14 Arbol Filogenético de Candida sp.
PDA 12.2 -2 12

Cryptococcus gastricus CBS 7525

i { Cryptococcus sp. YSARS

30
67

Cryptococcus gastricus YSAR10
PDA 8 -2 1e

Cryptococcus gastricus T17Cai

Cryptococcus gastricus CBS 1927
Cryptococcus gastricus 18SRN4

59 | Cryptococcus gastricus CBS 2288
36 Cryptococcus gastricus ATCC 32042

| pemoesrnce: |
0.0005

Figura 3.15 Arbol Filogenético Cryptococcus gastricus
PDA 8 -2 1e
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42

— PDA4 -1 3c

59

—
0.0005

53 Cryptococcus sp. YSAR10
| Cryptoceccus gilvescens CBS 7525

Cryptococcus gilvescens 1858
Cryptococcus sp. YSARS

Cryptococcus gilvescens T17Cqi

Cryptococcus gastricus CBS 1927
Cryptococcus gastricus 18SRN4

| Cryptococcus gastricus CBS 2288
53 Cryptococcus gastricus ATCC 32042

Figura 3.16 Arbol Filogenético Cryptococcus sp.

PDA 4 -1 3c

Cryptococcus gastricus 124-35

Cryptococcus sp. BEA-2010 A2
&7 Cryptococcus gastricus 184-4
Cryptococcus gastricus T23Cqa

Cryptococcus sp. TKU1-1

Cryptococcus gilvescens T17Cgi
g Cryptococcus sp. BEA-2010 B5
Cryptococcus sp. BEA-2010

93 | Cryptococcus sp. YSAR10

PDA 122-32
'Cryptococcus sp. YSARS

s

Cryptecoccus gastricus CBS 2288
51/ Cryptococcus gastricus ATCC 32042

Cryptococcus gastricus CBS 1927

Cryptococcus gilvescens CHT152

| I Cryptococcus gilvescens CBS 7525

Figura 3.17 Arbol Filogenético Cryptococcus sp.*

PDA12.2 -3 2
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Cryptococcus gastricus, Rhodotorula sp., Rhodotorula glacialis,

Candida sp. y Candida sake. Siendo el aislado PDA 12.2 -3 2 el

que no logré tener un porcentaje representativo de afinidad con

una identidad del 96% y un query cover de 93%, por lo que es

dudosa su especie y es clasificado como sp. En la tabla N°4, a

continuacion se detalla esta informacion:

TABLA N° 4

IDENTIFICACION MOLECULAR - AFINIDAD

o Levadura Nombre Porcentaje de Afinidad
Query Cover| Ident

1 PDA9-31c Rhodotorula glacialis 98% 99%

2 PDA 3-31b.1 Rhodotorula sp. 99% 99%

3 PDA12.2-212 Candida sp. 99% 100%

4 PDA12.1-26 Candida sake 98% 100%

5 PDA 8 -2 1e Cryptococcus gastricus|  100% 99%

6 PDA12.2-32 Cryptococcus sp.* 93% 96%

7 PDA4-13c Cryptococcus spp. 99% 100%

Elaborado por: Leonor Tacury M., 2014

3.2 Evaluacion del Potencial Fermentativo.

Durante las Pruebas de Evaluacion de Potencial Fermentativo se

emplearon diferentes tipos de hidratos de carbono, tales como

glucosa (GLU), fructosa (FRU), sacarosa (SAC), maltosa (MAL),

lactosa (LAC) y dglicerol (GLI), se adjunta tabla N°5 con los

resultados.
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TABLAN° 5

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE FERMENTACION

NO

Aztcares| o ;| Fru | sac | maL | Lac | Ll
Levaduras

PDA9-31c - - - -

PDA 3-31b.1 - - - - - -

PDA12.2-212 - - - - - -

PDA12.1-26 + + + + - -

PDA8-2 e - - -1 -1 -]~

PDA122-32 - - - - - -

N oo Id |~

PDA4-13c - - - -

8

Saccharomyces cerevisiae| * + + + - +

Elaborado por: Leonor Tacury M., 2014

La levadura con codigo PDA 12.1 -2 6 o Candida sake, fermenta
los azucares: glucosa, fructosa, sacarosa y maltosa,
evidenciandose la formacion de gas atrapado en el tubo o
campana de Durham. Se utiliz6 como control positivo a la levadura
Saccharomyces cerevisiae, que da resultados positivos para
glucosa, fructosa, sacarosa, maltosa y glicerol; asi como esta

detallado en la tabla N° 5 anteriormente expuesta.




69

Figura 3.18 Resultados de PDA 12.1 -2 6, Candida sake

Prueba de Potencial Fermentativo

Los resultados de la actividad enzimatica de ureasa y catalasa en
las levaduras antarticas son descritos en la tabla N°6, donde todas
las levaduras manifiestan una actividad catalasa positiva mientras
que en la prueba de la ureasa el indicador rojo de fenol indico
como positivo tornandose rojo para las siguientes levaduras:
Rhodotorula sp, Rhodotorula glacialis, Cryptococcus sp. y
Cryptococcus gastricus y negativo para Candida sp. y Candida

sake, tal como se lo detalla a continuacion:



TABLA N° 6

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE UREASA Y CATALASA

Actividad

N° Levadura t' t'
Ureasa | hr | Catalasa| s

1 PDA9-3 1c Positiva | 2 | Positiva | 60
2 PDA 3 -3 1b.1 Positiva | 2 | Positiva | 30
3 PDA12.2-212 Negativa | 2 | Positiva | 30
4 PDA12.1-26 Negativa | 2 | Positiva | 30
5 PDA 8 -2 1e Positiva | 2 | Positiva | 60
6 PDA 12.2 -3 2 Positiva | 2 | Positiva | 0
7 PDA 4 -13c Positiva | 2 | Positiva | 60

Elaborado por: Leonor Tacury M., 2014

Figura 3.19 Prueba de Catalasa en Levadura Candida sp.

PDA 12.2 -2 12

70
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Figura 3.20 Prueba de Ureasa en Rhodotorula sp. o PDA 3 -3 1b.1

3.3 Evaluacion del Potencial Hidrolitico.
Los resultados obtenidos en esta evaluacion fueron comparados
versus el control positivo Bacillus subtilis que tiene propiedades
hidroliticas.
Los sustratos sobre los que se evalud el potencial hidrolitico fueron
almidon de yuca, almidon de maiz, caseina, gluten y marva.
Obteniéndose los siguientes resultados que son detallados en la

tabla N° 7.
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TABLAN° 7

RESULTADOS DE LA EVALUACION DEL POTENCIAL

HIDROLITICO
1 |PDA9-31c - - + - _
2 |PDA3-31b.1 - - - - -
3 |PDA122-212 - - + - -
4 [PDA12.1-26 - - + - -
5 |[PDA8-21e - - - - -
6 |[PDA122-32 - - - - _
7 |PDA 4 -1 3¢ - - + - -
8 |Bacillus subtilis + + + + -

Elaborado por: Leonor Tacury M., 2014

Pudiendo evidenciar que las levaduras no poseen actividad

amilolitica debido a que no formaron el halo alrededor de la colonia

versus el control positivo, Bacillus subtilis.

Figura 3.21 Actividad Amilolitica en Almidén de Maiz (negativo).



Figura 3.22 Control Positivo B. subtilis en Actividad
Amilolitica (Lugol).

Figura 3.23 Resultado de Actividad Amilolitica (Lugol)
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Actividad proteasa es positivo con formacién de halo para las
siguientes levaduras: PDA 9 -3 1c¢ (Rhodotorula glacialis), PDA 4 -1
3c (Cryptococcus sp.), PDA 12.2 -2 12 (Candida sp.), PDA 3 -3
1b.1 (Rhodotorula sp.) y PDA 12.1 -2 6 (Candida sake), sobre el

sustrato caseina mientras que sobre el gluten no se evidencio

actividad frente al control positivo Bacillus subtilis.

-

Figura 3.25 Actividad Proteasa.- Caseina de PDA 12.2 -2 12 y PDA

3-31b1
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Figura 3.26 Actividad Proteasas.- Casena de PDA 12.2-3 2 y PDA
12.1-26

Actividad lipolitica es negativa, no se evidenciaron cambios en el

medio, debido a que esta prueba no se pudo realizar a cabalidad ya

que no se conté con un control positivo y se evidenci6 ademas un

escaso crecimiento de las diferentes especies de levaduras, como se

puede apreciar en la figura 3.27.
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Figura 3.27 Resultados de Actividad Lipolitica.



CAPITULO 4

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

1.

Se identificaron 6 especies de un total de 27 aislados de levaduras
antarticas que correspondieron a las siguientes especies:
Rhodotorula glacialis, Rhodotorula sp., Cryptococcus gastricus,

Cryptococcus sp., Candida sake, Candida sp.

Las colonias de color naranja, con aspecto cremoso y rugosos, son
caracteristicas de Rhodotorula sp., Rhodotorula glacialis, mientras
que las colonias blancas y cremosas, son caracteristiccas de las
especies Cryptococcus sp., Criptococcus gastricus, Candida sake y

Candida sp.

Las levaduras pertenecientes al género Crytococcus sp. y

Rhodotorula sp. tienen una reaccion positiva a la prueba de la
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Ureasa; mientras que el género Candida sp. presentan una
reaccion negativa. Asi como todas presentan reaccion catalasa

positiva.

. De los siete aislados de levaduras antarticas, se pudo evidenciar la
fermentacién por parte de la levadura, PDA 12.1 -2 6 o Candida
sake. Esta levadura fermentd los sustratos: glucosa, fructosa,
sacarosa y maltosa. Siendo los tres primeros los que fermenté en
mayor proporcion frente a la maltosa, esto se evidencié en la

cantidad de gas contenido en la campana de Durham.

. De los siete aislados de levaduras antarticas, se pudo evidenciar
actividad proteolitica frente al sustrato caseina de las siguientes
levaduras: Rhodotorula glacialis, Cryptococcus sp., Candida sp. y

Candida sake.

. De los siete aislados de levaduras antarticas, se pudo evidenciar

poca actividad amilolitica y lipolitica.

. El potencial fermentativo e hidrolitico de Candida sake servira de
linea base para estudios posteriores, sobretodo en procesos de

fermentacién en la elaboracién de bebidas alcohdlicas ya que
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degrada sustratos como glucosa, maltosa, sacarosa y fructosa;

también es importante mencionar su actividad proteolitica

degradando caseina, lo que puede potenciar su uso en la industria

alimenticia.

Recomendaciones

*
L X4

X/
L X4

Utilizar medios de cultivos selectivos para levaduras, de manera
que permitan su adecuado desarrollo, evitando la
contaminacion; también es necesario el empleo de medios de
cultivos sélidos para una mejor visualizacion de la formacion de
colonias lo que facilitara el recuento de las mismas; un ejemplo
es el Agar Sabouraud Gentamicina Cloranfenicol; exclusivo para
el aislamiento de levaduras y hongos a partir de muestras

polimicrobianas.

Emplear pruebas de asimilacion rapidas para la evaluacion de la
absorcion de nutrientes de los cultivos aislados, ya que permiten
una mejor interpretacion favoreciendo la identificacion de un

mayor numero de especies con margenes de equivocaciones
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minimos ya que constan con controles positivos y negativos, y

de esta manera simplifican su uso y ahorran tiempo.

Realizar un estudio mas detallado y especifico sobre la
fermentacién de la levadura antartica Candida sake a bajas
temperaturas evaluandolas contra los parametros de
temperatura referenciales durante el proceso de produccion de
bebidas alcohdlicas industrial; asi como también la investigacion
de la producciéon de metabolitos toxicos que podrian afectar la

inocuidad evitando asi su uso en la industria alimentaria.

Contar con el stock adecuado de los reactivos para realizar el
perfil bioquimico y de esta manera evidenciar la eficacia de
estas pruebas, asi como también contar con controles positivo y
negativo para evitar lo ocurrido en la prueba de actividad de

lipasas.
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