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RESUMEN

En la fermentacion alcohdlica, intervienen varios microorganismos como Candida,
Pichia, Hansenula, Brettanomyces, Kloeckera, Zygosaccharomyces, Torulaspora y
Saccharomyces, siendo éeste Ultimo el mas importante en la produccion de vino, debido
a que produce mayor porcentaje de etanol en condiciones de crecimiento anaerobio;
es por esta razon que la presente investigacion, estd basada en el aislamiento e
identificacion de especies de levaduras con capacidad fermentativa y resistencia
alcohdlica, presentes en el fruto de Taxo (Passiflora mollissima) provenientes de las
parroquias Juan Montalvo (Cayambe) y Calderon de la provincia de Pichincha-

Ecuador.

Se obtuvo un total de 49 cepas de levaduras con caracteristicas macroscopicas
diferentes como el color, tamafio, forma, aspecto y contorno; de las cuales, se
determind su resistencia alcoholica, para lo cual se utiliz6 el medio YPD agar (Yeast
Extract Peptone Dextrose) con diferentes concentraciones de etanol, dando como
resultado que, el 53.06% resistio a 6°GL, el 29.41% a 8°GL y no se evidencio
crecimiento a 10°GL. A su vez las cepas resistentes a 6°GL y 8°GL, fueron
identificadas microscopicamente, mediante el reactivo azul de lactofenol, el cual
permite observar estructuras como micelios y esporas. Estas cepas fueron sembradas
en el medio diferencial lisina con el fin de seleccionar las cepas que pertenecen al
género Saccharomyces, obteniendo dos cepas de éste género. Se realiz6 pruebas
bioguimicas RapID yeast plus para corroborar los resultados.

Se evalu6 la cinética de crecimiento de las dos cepas obtenidas mediante
espectrofotometria, estableciendo parametros como pH y temperaturas, utilizando el
medio YPD broth. Los resultados muestran que las temperaturas y pH 6ptimos de

crecimiento son 25°C y 5.8 respectivamente.

Palabra Claves: Saccharomyces cerevisiae, resistencia alcoholica, caracteristicas

fermentativas, espectrofotometria.



ABSTRACT

In alcoholic fermentation involves several microorganisms such as Candida, Pichia,
Hansenula, Brettanomyces, Kloeckera, Zygosaccharomyces, Torulaspora and
Saccharomyces, the latter being the most important in the production of wine, because
it produces higher ethanol in anaerobic growth conditions; for this reason that the
present investigation is based on the isolation and identification of yeast species with
fermentative characteristics and alcoholic strength present in the fruit of Taxo

(Passiflora mollissima) from parishes Juan Montalvo (Cayambe) and Calderon.

A total of 49 strains of yeasts with different macroscopic features such as color, size,
shape, appearance and contour was obtained; of which, the alcoholic strength was
determinated in agar YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose) with varying
concentrations of ethanol, resulting that the 53.06% resisted 6°GL, the 29.41% to
8°GL and no growth was observed at 10°GL. The resistant strains to 6° GL and 8°GL,
were identified microscopically by lactophenol blue reagent, which allows observing
structures like spores and mycelia. These strains were seeded in the lysine differential
medium to select strains belonging to the genus Saccharomyeces, obtaining two strains
of this genus. Biochemical tests were performed RaplD yeast plus to corroborate the

results.

Growth kinetics of the two strains obtained was evaluated spectrophotometrically, by
setting parameters such as pH and temperature using YPD broth. The results show that

the optimum temperature and pH for growth is 25 ° C and 5.8 respectively.

Key words: Saccharomyces cerevisiae, alcoholic strength, fermentation

characteristics, spectrophotometry.



INTRODUCCION

El género Passiflora, es el mas grande de la familia Passifloraceae comprende cerca
de 500 especies, ninguna se caracteriza por poseer un alto contenido de compuestos
polifendlicos con propiedades antioxidantes; excepto Passiflora mollissima (taxo), que
es una fruta rica en polifenoles responsables de atrapar las mas importantes especies

reactivas de oxigeno como hidroxilo, peroxilo y superéxido (Angulo, 2003, p.3).

El taxo, es una fruta tropical de la region andina, crece sobre los 2.000 y 3.000
m.s.n.m., con temperaturas entre 8°C a 16°C y una humedad relativa de 65% a 75%.
Este fruto es cultivado principalmente en Chile, Venezuela, Pert y en el Ecuador se
encuentran en los valles bajos del callejon Interandino que comprenden las provincias

de Imbabura, Pichincha, Tungurahua, Chimborazo y Azuay (Landa, 2012, p.27).

De acuerdo con Barreno (2013), la composicion del taxo, por cada 100 g de fruta
comestible estd formada por agua 92%, calorias 25g, proteinas 0.60g, grasas 0.10g,
carbohidratos 6.30g, fibra 0.30g, calcio 4mg, fosforo 20mg, hierro 0.40mg y vitaminas
como &cido ascorbico 70mg, vitamina A y B especialmente B1 (niacina 2.5 mg) y B2
(rivoflavina 0.03mg). Ademas, los extractos acuosos de taxo son ricos en polifenoles,

especialmente en taninos, flavonoides y acidos fendlicos (p.8).

Segun Rojano & Zapata (2012), los compuestos polifendlicos son capaces de atrapar
radicales libres causantes del estrés oxidativo por su capacidad antioxidante, y con ello
reducir la probabilidad de padecer enfermedades crénicas. De igual manera, estos

compuestos influyen en las caracteristicas organolépticas del vino (p.1).

Memenza (2009), menciona que la uva (Vitis vinifera), crece en climas tropicales y
sub-tropicales con temperaturas que varian entre los 7° y 24°C y una humedad relativa
de 70% a 80%.Su composicién por cada 100g de fruta comestible esta formada por
azucares, principalmente glucosa y fructosa; vitaminas como acido félico, vitamina A
y B especialmente B1 (niacina 0.02 mg) y B2 (rivoflavina 0.3mg) y minerales (potasio,
magnesio y calcio). También contiene sustancias como antocianos, flavonoides y

taninos responsables del color, aroma y textura del vino (p.23).

A pesar de que estas dos frutas no presentan las mismas condiciones de crecimiento

en cuanto a temperatura y humedad relativa, el taxo produce las mismas sustancias que

1



la uva, las cuales, confieren las caracteristicas organolépticas del vino. Ademas Fanzy
(2003), menciona que ciertos compuestos como las vitaminas del grupo B, presentes
tanto en la uva como en el taxo son fuentes de alimento para las levaduras con
capacidad fermentativa, ya que consumen entre el 75% y 90% de dichas vitaminas y

de esta manera juegan un papel incuestionable en los procesos fermentativos (p.13).

De acuerdo a Boulton, Singleton, Bisson, & Kunkee (2002), el microorganismo
responsables de la fermentacion alcoholica en la produccion del vino es
Saccharomyces cerevisiae, el cual desarrolla metabolismo aérobico y anaerdbico, pero
solo produce etanol en condiciones de crecimiento anaerobio. Sin embargo, este
microorganismo no es el unico responsable de la accidén fermentativa, ya que, a medida
que avanza el proceso de fermentacion intervienen una sucesion de cepas diferentes
como Hanseniaspora, Hansenula, Metschinikowia, Pichia, Rodotorula, las cuales,
después de 2 o 3 dias reducen su nimero, dando paso a otras especies mas tolerantes
al etanol como Candida stellata, Candida colliculosa y Kloeckera apiculata, las cuales
al estar en altas concentraciones contribuyen de forma significativa a la fermentacion

e influyen en la composicion organoléptica del vino (p.15).

Se escoge el fruto del taxo por lo antes mencionado, del cual se aislaran levaduras que
presenten caracteristicas fermentativas. Para comprobar la presencia de las especies
mencionadas se utilizaran pruebas morfoldgicas y bioquimicas para su identificacion.

Ademas el taxo es un fruto de interés econémico para el Ecuador.

De acuerdo a Barreno (2013), algunos procesos de elaboracion de alimentos se
fundamentan en la fermentacion, mediante la adicion de microorganismos

(levaduras), la cual es una técnica muy empleada en la industria vinicola y cervecera
(p.10).

La produccion de vino en Ecuador es baja, de acuerdo con Villacrés, Martinez, & Pozo
(2006), debido a que las industrias nacionales no cuentan con iniciadores (inoculos),
por lo que se ven obligadas a importar dichos starters para la elaboracion del vino (p.1)
Como resultado de esto, la investigacion esta enfocada a proporcionar informacion

sobre las levaduras con capacidad fermentativa presentes en taxo (Passiflora



mollissima), que pueden ser utilizadas para la produccion de indculos y asi fomentar
el uso de ésta fruta endémica y la produccion nacional de vino. Esto conlleva a la
apertura de mas industrias vinicolas y por ende a la creacion de nuevas fuentes de

empleo, por lo que contribuye con el plan del buen vivir.

Objetivos:
Objetivo General:

Caracterizar levaduras presentes en el fruto de Taxo (Passiflora mollissima), con
caracteristicas fermentativas y resistencia alcoh6lica, muestreadas en dos localidades
distintas.

Obijetivos especificos:

Aislar levaduras nativas presentes en el fruto maduro de Taxo (Passiflora mollissima)
muestreados en la Parroquias de Calderén y Juan Montalvo.

Seleccionar levaduras que presenten caracteristicas fermentativas y resistencia

alcohdlica mediante parametros fisicos-quimicos.

Identificar morfoldgica y bioquimicamente a nivel de género, las taxa de levaduras

seleccionadas con mejores caracteristicas fermentativas.

Evaluar la cinética de crecimiento de la levadura de interés mediante

espectrofotometria.



Hipotesis
Hipdtesis Alternativa: Se pueden aislar levaduras con capacidad fermentativa y

resistencia alcohdlica de los frutos de taxo (Passiflora mollissima), ubicados en la

Parroquias de Calderon y Juan Montalvo de la provincia de Pichincha.

Hipdtesis Nula: No se pueden aislar levaduras con capacidad fermentativa y
resistencia alcoholica del fruto del taxo (Passiflora mollissima), ubicados en la

Parroquias de Calderon y Juan Montalvo.
Variables e indicadores
Variables independientes

e  Fruto de taxo.

e Composicion del medio de cultivo.
e Condiciones: Temperatura, pH.

e Método de siembra.

e Tiempo de incubacién.

e Método de evaluacion.

Variables dependientes

e Crecimiento de Levaduras fermentativas.

e Produccion de iniciadores nacionales (in6culos).



CAPITULO 1

MARCO TEORICO

1.1. Industria vinicola

1.1.1.Biotecnologia en la industria vinicola

En la industria vinicola, la innovacion en fermentacion ha estado
tradicionalmente determinada por la tecnologia incorporada en equipos, y
recientemente se observa la adopcion de enzimas y levaduras en el proceso de

fermentacion.

La biotecnologia abre nuevas oportunidades en la innovacion en fermentacion,
a partir de la identificacion, seleccion y modificacion de las levaduras y bacterias
que aportan en los procesos de produccion a gran escala 'y en el mantenimiento
de la calidad de los vinos (Lavarello, Gutman, & Filipett, 2011,p.178)

En la produccidn industrial de vinos a gran escala, es necesario el sostenimiento
de calidades homogéneas en vinos, la reduccion de tiempos de fermentacion y
el control de desarrollos microbianos no deseados. Para lo cual las innovaciones
en levaduras, bacterias y enzimas posibilitan controlar la accion de procesos de
fermentacion espontanea, mejorar la calidad sostenida en el tiempo y responder
a las crecientes exigencias a las que encuentran sometidas este tipo de industrias
(Lavarello, Gutman, & Filipett, 2011,p.179).

En las Gltimas décadas, coincidiendo con el avance de la Biotecnologia, se han

desarrollado nuevas técnicas de vinificacion, que incluyen:

Seleccidn de levaduras fermentativas

Segun Ponce (2001), la levadura responsable de la mayor parte de la
transformacion del azicar del mosto en etanol es la Saccharomyces cerevisiae
durante la primera fermentacién (alcohdlica). Sin embargo existen otras especies
de levaduras que estan presentes, ademas de hongos filamentosos y bacterias en
mayor cantidad que S. cerevisiae. Las cambiantes condiciones ambientales
provocan una gran variabilidad de la calidad y cantidad de la microbiota
levaduriforme presente en la uva (p.1).

La seleccion de un cultivo iniciador de levadura afiadido al mosto, puede

normalizar la microbiota inicial y de esta forma dar lugar a una fermentacion
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b)

homogeénea. En 1930, se empez6 a utilizar cultivos liquidos de levadura vinica,
y a mediados de los afios 50 se extendio el uso de levaduras vinicas secas activas.
Desde entonces, en varias zonas de Europa, Estados Unidos, Canada, Sudéafrica
y Australia se llevan a cabo fermentaciones utilizando estas levaduras como

iniciadores de la fermentacion.

Las levaduras seleccionadas deben poseer caracteristicas como producir
fermentaciones vigorosas, reproducibles, predecibles y con baja concentracion
de azucar residual; poseer una buena tolerancia al etanol, a la temperatura y al
anhidrido sulfuroso; producir un buen perfil aroméatico exento de aromas no
deseados y, sobre todo en la elaboracién de vinos espumosos, que flocule y
sedimente espontdneamente para que sea facil de eliminar una vez acabada su
funcion (Ponce, 2001).

De acuerdo a Manzanares & Orejas (2004), el uso de levaduras seleccionadas,
capaces de conducir la fermentacion alcoholica e imponerse al resto de levaduras
presentes, abre la posibilidad de aplicar técnicas de ingenieria genética a las
levaduras vinicas para obtener nuevas cepas capaces de producir enzimas de

interés en enologia, a lo largo de la fermentacion (p.7).

Seleccion de bacterias lacticas

Durante la elaboracion del vino, se realiza una segunda fermentacion
(malolactica) a partir de bacterias lacticas, las cuales  permiten su
desacidificacion mediante la transformacion de acido malico en acido lactico.
Durante la fase final de la fermentacion malolactica, las rutas metabdlicas de las
bacterias son mas numerosas, lo que contribuye al perfil organoléptico del vino
(Lavarello et al., 2011, p.179).

De acuerdo a Pardo (2003), de todas las actividades metabdlicas que las bacterias

lacticas pueden llevar a cabo en el vino, la Unica deseada es la fermentacion

malolactica, que es beneficiosa para disminuir la excesiva acidez de los vinos

(p.1). El resto de las actividades conducen generalmente a alteraciones del vino

tales como excesiva produccién de acido lactico y o acético por fermentacion de

los azucares, produccién de manitol a partir de la fructosa por las bacterias
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lacticas heterofermentativas, formacion de polisacaridos en el vino que le dan
aspecto oleoso o viscoso, olor a mantequilla ocasionada por un exceso de
diacetilo producido a partir del acido citrico o del piruvato y formacion de

aminas biogenas.

Modificacion genética de levaduras vinicas

El uso de levaduras seleccionadas que se inoculan en los mostos para iniciar y
conducir la fermentacion alcohdlica, junto con el mayor conocimiento molecular
de algunas rutas bioquimicas de interés biotecnologico, ha permitido hacer
ingenieria genética de las levaduras vinicas, para conseguir que las levaduras
tengan una mayor capacidad fermentativa y que permitan obtener vino de mayor
calidad (Ponce, 2001, p.3).

La introduccion de uno o varios genes exdgenos en la levadura implica la
produccion de una o varias nuevas caracteristicas de interés industrial. Su
posterior inoculacién e imposicion asegura la expresion de dichas caracteristicas

a lo largo del proceso fermentativo y, por tanto, su efecto en el producto final.

Se han obtenido diversas levaduras vinicas transgénicas, como por ejemplo en
vinos que presentan problemas de baja acidez se han construido levaduras que
contienen un gen, aislado de Lactobacillus casei, necesario para la produccién
de &cido lactico. Asi ésta levadura transgénica es capaz de llevar a cabo la
fermentacion lactica y la alcohdlica. Para el caso contrario, en vinos con excesiva
acidez, se han obtenido levaduras que contienen dos genes provenientes de
Lactococcus lactis y Schizosaccharomyces pombe; las cuales son capaces de
llevar de llevar a cabo la fermentacion malolactica, es decir, la conversion del
acido malico en &cido lactico, la cual se traduce en una disminucion de la acidez

y una mayor estabilidad microbiolégica del vino (Ponce, 2001, p.4).

Empleo de enzimas

Las enzimas juegan un papel fundamental en el proceso de obtencidon de vino, es
por tanto fundamental entender la naturaleza y el comportamiento de las distintas
enzimas que intervienen durante la vinificacion, para poder potenciar la
actuacion de las enzimas beneficiosas e inhibir aquellas cuya actuacion pueda ir
en detrimento de la calidad del vino.
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La mayoria de las enzimas que provienen de la uva y de su microbiota, asi como
del resto de microorganismos presentes durante la vinificacion, se conocen como
enzimas endogenas, que por lo general son poco abundantes y poco efectivas en
las condiciones de vinificacion. Por lo cual en la actualidad se ha ampliado la
utilizacion de enzimas, llamadas exdgenas, adicionadas en forma de preparados
enzimaticos, principalmente de origen fangico, que tratan de suplir las carencias

y reforzar la accién de las primeras (Manzanares & Orejas, 2004, p.2)

Se han utilizado enzimas como pectinasas, glucanasas, xilanasas y proteasas,
para obtener un incremento del rendimiento en mosto y a la vez mejorar la
clarificacién y procesado del vino, ya que éstas sirven tanto para degradar los
polisacéridos estructurales de las paredes celulares de las uvas que dificultan el
procesado del mosto y del vino, y mejorar la extraccién de compuestos fendlicos
y de precursores aromaticos; y las glicosidasas para incrementar la fraccion

aromatica (Manzanares & Orejas, 2004, p.3).

1.1.2. Elaboracién del vino

En la elaboracion del vino se realizan los siguientes procedimientos que se
detallan en la Figura 1. Aunque estos, pueden ser modificados o adaptados por
cada endlogo, segun la materia prima, el tipo de vino o los usos culturales de la

Zona.

1.1.3.Paises productores de vino

El sector vinicola se caracteriza por la existencia de un grupo de paises
dominantes que concentran gran parte de la industria mundial del vino, entre los
cuales se encuentran Espafia, Chile, Francia e Italia; estos paises lideran la
superficie cultivada de vifiedos, la produccién de uva, asi como la elaboracién
de vinos. Pero desde hace unas décadas, paises como Estados Unidos, China,
Australia y Argentina poco a poco se han ido consolidando en el sector vinicola
(Fernandez, 2013, p.173).



Elaboracion del vino tinto
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Figura 1. Proceso de elaboracion del vino tinto

Fuente: (Garcia, 2013, p.1)

Segun Moreno (2007), en Ecuador la produccion de vino es minima, esto se debe
a que las industrias nacionales no cuentan con starters propios, por lo que se ven
obligadas a importar dichos starters para la elaboracién del vino. Sin embargo
en el 2004 dos vifiedos ecuatorianos empezaron a producir sus propios vinos, el
Estancia Chaupi Wine y el Vino Davalos, cambiando por completo el paradigma
de la produccion de vinos en el Ecuador; y esto se debié a una amplia
investigacién de todos los factores que influyen en la calidad del vino como son
la composicidn de la frutas que se utilicen como materia prima y los procesos de

fermentacion, los cuales estan regulados por levaduras (p.4).

Segun Franco (2013), la calidad analitica del vino se la puede la definir con
parametros como el grado alcohdlico, las fracciones é&cida, aromatica y
polifendlica y que dependen basicamente del medio fisico en el que esta
implantado el vifiedo, de la maduracion de las uvas, de la rotura de las bayas y
la maceracion en el caso particular de los vinos tintos (p.1). La calidad sensorial
se define por el aroma, la estructura, el color y el equilibrio del vino, que estan
relacionados con el medio fisico, con la edad, maduracion y temperatura del

vifiedo; asi como de los procesos enoldgicos comentados anteriormente.



1.1.4.Clasificacion de los vinos

De acuerdo a Idigoras (2011), existen diferentes clasificaciones de vinos

tomando en cuenta criterios como la forma de elaboracion, la edad y la cantidad

de azucar (p.6-7).

1.14.1.

a)

b)

1.1.4.2.

b)

1.1.4.3.

Segun la forma de elaboracion

Vinos tranquilos: generalmente son vinos secos, su contenido alcoholico
fluctta entre 9° y 14.5°GL. Dentro de estos vinos se encuentran el vino blanco
obtenido a partir de uvas blancas; el vino tinto a partir de uvas tintas a las que
no se les ha separado los hollejos y los vinos rosados a partir de uvas tintas a
las que se les ha separado parcialmente los hollejos (Idigoras, 2011, p.5).

Vinos especiales: suelen ser dulces o semidulces, frecuentemente con un
elevado contenido alcohdlico que en muchos casos es adicionado. Dentro de
ésta clasificacion se encuentran los vinos generosos, dulces naturales,
espumosos nhaturales, gasificados y derivados vinicos como Vinos

aromatizados, vermuts y aperitivos vinicos (Idigoras, 2011, p.6).

Segun la edad

Vinos Jovenes: se caracterizan por no tener ningun tipo de crianza en madera
0 esta crianza es minima. Son vinos que conservan las caracteristicas
varietales de las uvas de las que proceden (ldigoras, 2011, p.6).

Vinos de Crianza: son vinos que han pasado un minimo de crianza entre
madera y botella. Ademas de poseer las caracteristicas varietales, desarrollan
otras caracteristicas organolépticas debidas a este periodo de envejecimiento
(Idigoras, 2011, p.6).

Segun el grado de dulce
De acuerdo a Idigoras (2011), los vinos se clasifican segun la cantidad de

azucar no fermentada que contengan (p.7).

Vinos secos: menos de 5 g/L
Vinos semisecos:  5-15 g/L.
Vinos abocados:  15-30 g/L.
Vinos semidulces: 30-50 g/L.
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e) Vinos dulces: maés de 50 g/L

1.2. Familia Passifloracea

De acuerdo con Deginani (1999), la Passifloraceae, es una familia conformada
de 18 géneros y 630 especies aproximadamente, distribuidas en zonas tropicales
y subtropicales. Uno de los géneros méas importantes de ésta familia es la
Passiflora que comprende cerca de 500 especies, entre las cuales se encuentra la

Passiflora mollissima (p.1).

1.2.1. Taxo (Passiflora mollissima)
1.2.1.1. Origen

Segun Ponce (2009), “el taxo conocido también como curuba o tumbo, es una
fruta originaria del norte de Suramérica, que se distribuye sobre las zonas frias

de los Andes desde Venezuela hasta Bolivia” (p.9).

Los datos sobre su origen no son muy precisos, pero se presume que es
originario de Colombia de acuerdo a algunos vestigios encontrados en los
Andes Colombianos, y desde este lugar se propagd la planta de taxo hacia las

demas regiones andinas a causa de los antiguos indigenas.

1.2.1.2. Clasificacion taxonémica

Tabla 1.

Clasificacion taxondmica del taxo

Orden: Parietales
Familia: Pasifloraceae
Género: Passiflora
Subgénero: Tacsonia
Especie: Mollissima

Nota: Clasificacion taxondmica del taxo (Passiflora mollissima)
Fuente: (Reina, 1995)
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1.2.1.3. Descripcion botanica

El taxo es una planta lefiosa y trepadora de varios metros de altura, provista
de zarcillos. El tallo es cilindrico y pubescente, de color amarillo verdoso
hasta café oscuro. Su raiz es muy superficial poco profunda y fibrosa. Las
hojas son estipuladas, tri, tetra o penta lobuladas; elipticas u oblongo elipticas,
sus bordes, son aserrados, dentados u ondulados entre 7 y 10 cm de largo y 3
a6 cm de ancho. Su tallo es cilindrico y pubescente, de color amarillo verdoso

hasta café oscuro cuando esta maduro (Landa, 2006, p.20).

Las flores, son de color rosado fuerte, muy vistosas y con aroma. Estan
compuestas por cinco pétalos, cinco sépalos, cinco estambres, tres estigmas
de color rojizo en la base y mas claro hacia arriba, el ovario es supero, las

anteras son dorsifijas, oblongas y de color amarillo (Landa, 2006, p.21)

El fruto, es una baya de forma eliptica de 7 a 10 cm de largo, de color verde
claro cuando se esta desarrollando, y completamente amarillo al madurar. La
pulpa es firme, carnosa, jugosa y con pequefias semillas punteadas de color
negro (Landa, 2006, p.22).

Fruto de taxo o curuba

Figura 2. Fruto de taxo o curuba (Passiflora mollissima)
Fuente: Infojardin, 2015
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1.2.1.4. Composicion quimica

La composicion quimica del taxo, por cada 100g de fruta comestible se
observaen la Tabla 2. De acuerdo a Flanzy (2003), el fruto de taxo al contener
glucosa y fructuosa, una gran cantidad de minerales (calcio y fésforo) y
vitaminas (Tiamina B1 y Niacina B3), son una fuente importante para la
obtencion de levaduras, puesto estas utilizan estos requerimientos

nutricionales para su crecimiento (p.76).

Segun Rojano & Zapata (2012), el taxo contiene compuestos polifendlicos
como taninos, flavonoides y &cidos fendlicos que influyen en la calidad
organoléptica del vino, por lo cual seria muy importante utilizarlo en la

produccidn de vinos de calidad (p.1).

Tabla 2.

Composicién quimica del taxo

Componentes Cantidad
Agua 92%
Calorias 25¢g
Carbohidratos 6.30g
Fibra 0.30g
Grasa total 0.10g
Proteina 0.60g
Calcio 4mg
Fosforo 20mg
Hierro 0.40mg
Vitamina A 1700 UI
Vitamina B3 (Niacina) 2.5mg
Vitamina B2 (Riboflavina) 0.03mg
Vitamina C (Acido ascorbico) 70mg

Nota: Composicion quimica y nutriconal del taxo (Passiflora mollissima)
Fuente: (Barreno, 2013)

1.2.1.5. Propiedades y usos

Gomez (2012), menciona que, el taxo o curuba es utilizado para curar
problemas de estrés, angustia o nervios ya que la piel del taxo contiene ciertas
sustancias con propiedades sedantes. También es rica en pectina, sustancia

que ayuda a aliviar ciertos trastornos del intestino. Es muy buena contra las
13



1.2.1.6.

1.2.1.7.

b)

Ulceras de boca, Ulceras estomacales y problemas de estomago en general. En
general se utiliza como antiespasmadico, hipotensor, diurético y febrifugo

(p.1).

Entre los usos de la curuba se encuentran los helados, postres, mermeladas,
jaleas, vinos, rellenos para pastel y ademas puedes consumir los frutos de la

curuba frescos o en jugo.

Zonas de cultivo

De acuerdo a Landa (2012), el taxo se cultiva en Ecuador, Per(, Bolivia,
Colombia y Venezuela. En Ecuador es muy frecuente encontrar plantas de
taxo entre los matorrales del bosque frio y templado, aunque existen areas
cultivadas en las provincias de Azuay, Chimborazo, Imbabura, Pichincha y
Tungurahua, ocupando un total de 55 hectareas, 25 de las cuales son
cultivadas en la provincia de Tungurahua principalmente en el valle de Patate,
Pillaro y Pelileo (p.87).

En Tungurahua el rendimiento de este cultivo es de 76590 frutos por hectarea
al afio, alrededor de 320 a 400 frutos/planta/afio con una densidad de 667
plantas por hectarea (INIAP, 1996, p.56).

Requerimientos del cultivo

Clima

Landa (2012), manifiesta que, el requerimiento del cultivo del Taxo es tipico
del clima frio, prevalece entre los 1800 y 3000 m.s.n.m. con temperaturas
que van desde los 12 a 20°C (p.23).

Suelo

El INIAP (1996), manifiestan que, el taxo es una planta que no es muy
exigente en cuanto a la calidad del suelo, tolerando asi diversos tipos, pero se
desarrolla mejor en suelos francos y francos- arenosos profundos, fértiles y

bien drenados; con un pH 6ptimo de 5.5 a 7.0 (p.24).
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c) Ciclo del cultivo

El taxo es un cultivo de una longevidad que sobrepasa los diez afios, por lo
tanto al ser un cultivo de larga duracion es de vital importancia mantener las
plantas en buen estado para garantizar altos rendimientos durante los afios de
cultivo. Generalmente la primera cosecha del taxo se realiza en los meses de
Diciembre, Enero y Febrero; y luego en los meses de Julio, Agosto y
Septiembre, pero hay que resaltar que la planta de Taxo produce frutos
continuamente durante todo el afio y la cosecha se la realiza cuando el fruto
esta adquiriendo una coloraciéon verde amarillenta es decir, cuando esta

empezando a madurar (Landa, 2012, p.25).

1.3. Levaduras

1.3.1. Generalidades de las levaduras

Segiun Caceres & Reyna (2002), las levaduras son microorganismos

unicelulares, eucariotas, pertenecientes al reino fungi, los cuales dependen de

fuentes de carbono para producir sus elementos estructurales, (heterétrofos) y

por lo tanto no son capaces de realizar la fotosintesis ni la quimiosintesis. La

mayoria viven sobre la materia organica muerta (sapréfitos) y otros son parasitos

de vegetales y animales (p.13).

1.3.1.1.

1.3.1.2.

Clasificacion

De acuerdo con Uribe, (2007), las levaduras pertenecen a dos grupos de
hongos, los ascomicetos y basidiomicetos. Las levaduras ascomicetas forman
ascas libres, con 1 a 8 ascosporas, y en las especies hifales las ascas estan
desnudas. En cambio las levaduras basidiomicetas se caracterizan porque
especies como Filobasidium, presentas hifas con fibulas, otras especies como
Sporobolomyces produce esporas exogenas en la punta de una protuberancia

de la célula, y otras forma un pigmento carotenoide rojo como la Rhodotorula
(p.34).

Morfologia

Las levaduras son hongos que forman colonias pastosas sobre los medios de
cultivo, estas colonias suelen ser esféricas, ovoides, elipsoides o alargadas.

Sus dimensiones oscilan de 1 a9 ym de ancho y 2 a méas de 20 pm de longitud
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estas varian segln especie, nutricion, edad y otros factores. Presentan

unidades estructurales llamadas hifas, sus dimensiones oscilan de 3 a 12 um

(Buitrago & Escobar, 2009, p. 32).

De acuerdo con Uribe (2007), el conjunto de estas hifas forman un micelio,
el cual consta de dos partes, la vegetativa que se encarga de la nutricion y la
reproductiva que contiene esporas. Las levaduras también presentan pseudo
hifas, estas se diferencian de las hifas verdaderas, debido a que son una

prolongacion de la blastoconidia (p. 35).

1.3.1.3. Fisiologia

a) Componentes principales de una célula de levadura
Entre los componentes principales de una célula de levadura estan; la pared

celular, la membrana y el nucleo.

La pared de las levaduras estd compuesta en su mayoria por glucanos, se
caracteriza por ser una barrera permeable, la cual regula la entrada y salida de
agua y solutos a la célula. Por otro lado, la membrana celular esta compuesta
por lipidos y una pequefia cantidad de carbohidratos, su funcién principal es

separa al citoplasma del exterior de la célula (Salcedo, 2008, p. 22).

- PARED CELULAR
NUCLEO
- - MEMBRANA CELULARK

- VACUOLA
- CITOPLASMA

) S
S &

MEFRODUGCION OE LA
LEVADURA FOR GEMACION

{4

MITO -
CONDRIAS

CELULA DE LEVADURA

Figura 3. Célula de una levadura

Fuente: TP Quimica, 2015

16



b) Composicion quimica de una célula de levadura

1.3.14.

Una célula de levadura contiene un 75% de agua y un 25% de

macromoléculas, estas se detallan en la tabla 3.

Tabla 3.

Composicion quimica de una célula de levadura

Compuesto Cantidad en (%)
Carbohidratos 18-44

Proteinas 36-60

Acido Nucleico 4-8

Lipidos 4-7

Inorganicos Totales 6-10

Fosforo 1-3

Potasio 1-3

Sulfato 0.4

Vitaminas Trazas

Nota: (Salcedo, 2008, p. 23).

Reproduccion

De acuerdo con Caceres & Reyna (2002), “las levaduras son células
eucariotas pertenecientes al reino fungi, los mismos que presentan dos tipos
de reproduccion; la asexual por gemacion y fision binaria, y la sexual por

esporulacion” (p. 34). Como se detalla en la figura 3.

Asexual

De acuerdo con Salcedo (2008), las levaduras se reproducen por gemacion,
y fisién binaria. La gemacion comienza cuando una célula madre desarrolla
una pequefia ampolla, aumentando de volumen hasta convertirse en una
célula hija. Una célula puede producir hasta 25 celulas hijas. En cambio la
fision binaria, es un proceso semejante al de las bacterias, donde la célula
aumenta de tamafio, el nicleo se alarga y se divide hasta tener dos células

hijas semejantes (p.25).
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b) Sexual
De acuerdo con Céceres & Reyna (2002), la reproduccion sexual se realiza
mediante la esporulacion, el cual se da mediante un ciclo. Este ciclo comienza
cuando una célula diploide normal (una célula con dos conjuntos de
cromosomas) da lugar a dos ascas o células esporogéneas, que contienen
cuatro ascosporas haploides (células con una sola dotacién cromosémicay de
genes). Las ascosporas son de dos tipos sexuales: a y alpha. Cada tipo puede
desarrollar células haploides por gemacién. La union de una célula haploide
“a” con otra “alpha” da lugar a una célula normal diploide a/alpha. Las células
haploides del mismo sexo pueden también unirse ocasionalmente, formando
células diploides anormales (a/a o alpha/alpha) que sélo pueden reproducirse

asexualmente por gemacién (p. 34). Como se observa en la figura 4.

Tipos de Reproduccion de las levaduras

Figura 4. Reproduccion sexual y asexual de las levaduras

Fuente: (Reyna, 2005; p.34).

1.3.2. Requerimientos esenciales

Las levaduras necesitan de requerimientos especificos, de acuerdo con Uribe
(2007), estos afectan de manera directa a los procesos de fermentacion (p.33-
34), y son los siguientes.

a) Temperatura
Para el crecimiento optimo de las levaduras es necesaria una temperatura de

28°C, debido a que estos microorganismos son termofilicos y su destruccion
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b)

1.3.3.

empieza sobre los 28°C. Sin embargo esto varia segun su especie y habitat, ya
que existen levaduras que pueden crecer a temperaturas maximas de 40°C a
55°C durante el dia y temperaturas minimas de 5°C a 10°C en la noche. Estas
levaduras por lo general se encuentran en las superficies de hojas expuestas a
dichas temperaturas (Uribe, 2007, p.33).

Oxigeno

Las levaduras son microorganismos aerobios, su requerimiento de oxigeno es
esencial para la produccion de biomasa y CO> a partir de carbohidratos
presentes en su medio de crecimiento. Para la supervivencia, estos
microorganismos requieren 0.0015mg de oxigeno por gramo de biomasa.
Cuando el oxigeno disminuye el proceso metabdlico de las levaduras cambia
produciendo en menor cantidad biomasa, para producir mas etanol. Es por ello
que la cantidad de oxigeno asi como los nutrientes en el medio es esencial para
realizar los procesos de hidrdlisis en la fermentacion (Uribe, 2007, p.33).

pH

Puede variar entre 4.5 a 6.5 (6ptimo), aunque existen especies que resisten pH
mas &cidos de 2.0 y 3.0 més alcalinos hasta 8.0. El autor menciona que los
acidos orgénicos infieren en la sensibilidad de la levadura, y su capacidad para
metabolizarlos depende mucho del pH, ya que deben ser metabolizados hasta

llegar a su eliminacion (Uribe, 2007, p.34).

Requerimientos Nutricionales

De acuerdo con Uribe (2007), las levaduras necesitan fuentes de carbono
organico (18-44%), nitrégeno (4-8%), potasio (1-3%), fosforo (1-3%), zinc
(0.4%) y vitaminas en trazas (tiamina, biotina, inositol, &cido pantoténico,

riboflavina), todos ellos esenciales para su crecimiento (p.35-36).

Carbono

Siendo el elemento mayoritario de la célula de levadura su requerimiento es
esencial, sus fuentes son la glucosa, fructosa y manosa, la utilizacion de dichas
fuentes puede variar segun la especie y el medio en el que se desarrolle este

microorganismo (Uribe, 2007, p.35).

19



b)

d)
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1.3.4.

Nitrégeno

Las levaduras en su mayoria son capaces de asimilar el nitrégeno en forma de
i6n amonio, estos pueden ser adicionados al medio por el cloruro amonico, el
nitrato amanico, fosfato aménico y el sulfato amonico, todos estos esenciales
para la sintesis de aminoéacidos y enzimas (Uribe, 2007, p.35).

Fosforo

El fosforo es otro elemento necesario, sin embargo este es consumido por las
levaduras en forma de fosfato, el cual juega un papel importante en la
produccion de etanol a partir de aztcares (Uribe, 2007, p.36).

Potasio

Uno de los elementos méas importante, debido a que actia como cation
regulador ya que estimula la respiracién y la fermentacion (Uribe, 2007, p.36).
Magnesio

Necesario para la activacion de enzimas presentes en lo proceso de
fermentacion y regulador de las ATPasas (Uribe, 2007, p.36).

Calcio

Para el crecimiento de las levaduras no es esencial, sin embargo, este actla en
forma protectora, ya que se incorpora en las paredes celulares de la célula en la
fase de crecimiento, favoreciendo el mantenimiento e integridad de la célula
(Uribe, 2007, p.36).

Identificacion

Segun Linares & Solis (2007), laidentificacion de las levaduras se puede llevar
a cabo atendiendo a cuatro criterios diferentes: morfoldgicos, bioquimicos,

inmunoldgicos o genéticos (p. 3-11).

1.3.4.1.Criterios Morfoldgicos

Estos criterios de identificacion se basan en la morfologia de la colonia a

identificar, pueden ser macroscopicos y microscopicos.
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b)

Criterios macroscopicos

Los criterios macroscopicos se basan en el color, olor, consistencia, elevacion,
formay formacidon de micelio, de las levaduras al crecer en un medio de cultivo
(Linares & Solis 2007, p.1).

Rhodotorula rubra

N

Figura 5. identificacién macroscopica de Rhodotorula rubra en SDA
(Sabouroad Dextrose Agar)

Fuente: (Linares & Solis, 2007, p. 2)

Existen diversos medios de cultivo para levaduras, tales como agar sangre,
agar chocolate, agar Cled (Cysteine lactose electrolyte deficient), agar YPD
(YYeast peptone dextrose) etc. Sin embargo, el agar SDA (glucosado de
Sabouraud), con o sin antibiéticos afiadidos, es el medio de aislamiento por
excelencia para la identificacion de las colonias de levaduras, un ejemplo de
ello es el crecimiento del género Saccharomyces, el cual tras las 36 horas de
incubacion, presenta colonias de color blanco grisaceo, de contextura pastosa

y con bordes enteros.

Criterios microscopicos

Existen varias metodologias para la identificacion microscopica de levaduras,
sin embargo las mas utilizadas se detallan a continuacion (Linares & Solis
2007, p.1-3).
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Prueba del tubo germinal o precoz

El turbo germinal es una extension filamentosa de la levadura, sin
estrechamiento en su origen, cuyo ancho suele ser la mitad de la célula
progenitora y su longitud tres o cuatro veces mayor que la célula madre, como

se observa en la figura 5.

Solo la especie Candida albicans, es capaz de presentar esta caracteristica, no
obstante otras especies como C. tropicalis, presentan pseudos hifas que pueden
ser confundidas con los tubos germinales, pero con una zona de constriccién
caracteristica adyacente a la célula madre, por lo tanto esta prueba es especifica

para diferenciar entre las especies de Candida (Linares & Solis 2007, p.1).

Formacién de hifas, blastoconidias, clamidosporas y artrosporas.

Segun Linares & Solis (2007), estas caracteristicas morfologicas son de gran
importancia para la identificacion de algunas especies de levaduras. Cuando se
presentan estructuras con aspecto de hifas, hay que determinar si esta es
verdadera (se fragmentan en artroconidias) o falsa (formadas a partir de

blastoconidia) (p.2).

Existen medios de cultivo especiales que revelan la presencia de pseudohifas
(blastoconidias), caracteristico del género Candida y verdaderas hifas
(artroconidias), presentes en especies como; Geotrichum, Galactomyces,
Trichosporon y  Blastoschizomyces. Estas dos Ultimas producen tanto
artroconidias como blastoconidias, (nace de las artoconidias, formando un
estructura denominada “oreja de conejo”), como se observa en la figura 6

(Linares & Solis 2007, p.3).
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Candida albicans

Figura 6. Produccion de tubo germinal por Candida albicans

Fuente: (Linares & Solis, 2007, p. 4).
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Figura 7. Aspecto microscopico de Trichosporon beigeli (x1.000)

Fuente: (Linares & Solis, 2007, p. 5

Las especies Galactomyces geotrichum y Blastoschizomyces capitatus también
producen blastoconidias a partir del angulo de la artroconidia, pero, en este
caso, forman una estructura denominada “palo de hockey” como se observa en

la figura 7 (Linares & Solis, 2007, p. 4).
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Geotrichum candidum
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Figura 8. Aspecto microscépico de Geotrichum candidum (x1.000)

Fuente: (Linares & Solis, 2007, p. 5)

Por otra parte la formacion de clamidiosporas es caracteristica de C. albicans,
donde se evidencia estructuras redondas u ovales, de 6 — 12 um de diametro y
pared gruesa con aspecto de esporas laterales o terminales como se observa en
la figura 8 (Linares & Solis, 2007, p. 5).

Candida albicans

-
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Figura 9. Aspecto microscépico de la formacion de pseudomicelio y
clamidosporas por Candida albicans (x400).

Fuente: (Linares & Solis, 2007, p. 5)

e Medio de cultivos (Linares & Solis, 2007, p. 5-6).

Agar harina de maiz: Medio comercial, al cual se debe agregar tween 80
(polisorbato) a una concentraciéon final de 0.02% para reducir la tension
superficial y aumentar la formaciéon de hifas y blastoconidias.
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TOC: Medio selectivo para la determinacion del tubo germinal vy
calmidosporase agar. Se evidencia estas estructuras a las 2h de incubacion, a
35°C y en atmosfera de O, si no se observa crecimiento se puede volver a

incubar durante 24-48 h para visualizar el desarrollo de clamidosporas.

Leche diluida: Los investigadores Pacheco y Feo en 1976, estudiaron por
separado los componentes del medio lactrimel (leche + harina de trigo + miel)
en la formacion de clamidosporas y comprobaron que la leche entera
(pasteurizada y homogeneizada) favorecia la produccion de estas, lo que llevo
a la produccion de un nuevo medio de deteccion: el medio de leche diluida

(leche natural 170 ml, agua destilada 1.000 ml, cloranfenicol 0.25 g).

Lisina: Walters y Thiselton en 1953, examinaron 180 especies de levaduras en
un medio que contiene lisina sintética liquida como la unica fuente de
nitrégeno. Encontraron que no hay cepas cerevisiae o carlsbergensis normales
utilizando medio lisina, mientras que muchas otras levaduras, incluyendo

levaduras silvestres crecieron en este medio.

YPD Broth y Agar (Yeast Extract-Peptone-Dextrose): Los métodos
generales de la genética de la levadura especifican que un buen medio de
crecimiento para cultivar Saccharomyces cerevisiae y otras levaduras es el
YPD broth y agar. Las levaduras crecen bien en un medio minimo que contiene
sOlo dextrosa y sales, pero la adicién de proteinas y extracto de células de
levadura hidrolizados, permite un crecimiento mas rapido de manera que
durante el crecimiento exponencial o fase logaritmica las células se dividen
cada 90 minutos. YPD broth y agar contiene peptona como fuente de carbono,
nitrégeno, vitaminas y minerales. Suministros de extracto de levadura y

vitaminas como complejo B estimulan el crecimiento de levaduras.

Tinciones: El estudio e identificacion de los microorganismos levaduriformes,
se lo puede realizar mediante tinciones, ya que las levaduras suelen

comportarse como Gram positiva. Estas tinciones permiten identificar
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blastosporas, hifas y ascosporas. Uno de los métodos méas utilizados es usar
lactofenol, ya que actia como liquido de soporte, agente fijador y tifie el

micelio las esporas de color azul; para una mejor observacion.

Saccharomyces cerevisiae

Figura 10. Aspecto microscopico Saccharomyces cerevisiae

Fuente: (Linares & Solis, 2007, p. 5).

1.3.4.2.Criterios Bioguimicos enzimaéticos (Linares & Solis, 2007, p. 7-8).

Los criterios bioquimico enziméticos ayudan a la identificacion de las
levaduras a nivel de género y en ocasiones de especies, entre los cuales se

tiene.

Medios cromogénicos: Medios disefiados para el aislamiento e identificacion
de algunas especies del género Candida tras su incubacion a 30-37 °C durante
24 a 48 h. Se basa en la deteccidn de actividades enzimaéticas por parte de las
levaduras mediante la hidrdlisis especifica de un sustrato cromogénico en
presencia de un indicador de la enzima. Una de sus ventajas es diferenciar
facilmente los cultivos mixtos.

CHROMagar Candida: Permite diferenciar entre especies, C. albicans (color
verde), C. tropicalis (azul), C. krusei (centro rosado y borde blanco), y C.
glabrata (violeta, morado) en funcion de los colores que desarrollan en este

medio.
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e COLOREX Candida: En este medio, C. albicans desarrolla colonias verdes, C.
tropicalis azules-grisaceas y C. krusei colonias rosas rizadas.
e Cromogen Albicans: Especifico para C. albicans, se muestran colonias de color

azul verdoso.

b) Sistemas enzimaticos comercializados para la identificacion rapida de C.
albicans:
Existen varios sistemas enziméaticos comercializados para la identificacion
rapida de C. albicans a partir de una colonia aislada en cualquiera de los medios
convencionales. En todos ellos se detecta una o dos enzimas (B-

galactosaminidasa y L-prolina aminopeptidasa), s6lo presentes en C. albicans.

1.3.4.2.1. Identificacion basada en la asimilacion de nutrientes (Linares & Solis,
2007 p. 7-8).
Se basa en la aplicacion de diferentes nutrientes, hidrocarbonados o
nitrogenados, sobre un medio sintético base para apreciar el crecimiento
selectivo de una levadura en la cercania de los nutrientes necesarios para su
desarrollo. Se puede realizar en medio sélidos o liquidos, estos Gltimos mas

faciles de preparar.

Medios de cultivo base: Medios sin nitrégeno y medios sin carbono.

e Auxacolor: Es un sistema de identificacion basado en la asimilacion de 13
azlcares que permite identificar 26 especies diferentes de levaduras. El
crecimiento de la levadura se visualiza por el cambio de un indicador de pH.
La galeria incorpora, ademas, una prueba de resistencia a la actidiona y otra
para la deteccion de la actividad fenol-oxidasa de Cryptococcus
neoformans.

e API 20C AUX: La galeria AP1 20 C AUX (bioMérieux) se compone de 20
cUpulas con sustratos deshidratados que permiten realizar 19 pruebas de
asimilacion. Las cupulas se inoculan con un medio minimo semisdlido y las
levaduras s6lo se reproducen si son capaces de utilizar el sustrato
correspondiente. Permite identificar un total de 34 especies diferentes.
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1.3.4.3.1dentificacion rapida de levaduras mediante pruebas bioquimicas y

enzimaticas (Linares & Solis, 2007, p. 9-10).

El RaplD Yeast Plus System (Remel): Es un sistema compuesto por un panel
de 18 pocillos; cada uno contiene un sustrato convencional o cromogénico que
detecta la asimilacion de carbohidratos, &cidos organicos o aminoacidos, asi
como la hidrdlisis de la urea y de &cidos grasos. Permite identificar hasta 43
especies de levaduras.

Fongiscreen 4H (Bio-Rad): Es un sistema basado en el estudio del perfil
enzimatico de algunas levaduras, permitiendo identificar en 4h C. albicans, C.
glabrata, C. tropicalis y C. neoformans. La utilizacion de sustratos
deshidratados por las enzimas fungicas se manifiesta por un cambio de color,

ya sea espontaneamente o después de afadir un reactivo revelador.

1.3.4.4.Criterios genéticos

a) Criterios Genéticos

1.3.5.

En la actualidad se ha desarrollado métodos génicos muy avanzados para la
identificacion de especies de levaduras, siendo estos méas especificos para
conocer el género y la especie del microorganismo a identificar.

De acuerdo con Oberan (2004), existen algunos métodos moleculares para la
identificacion de levaduras basados en el estudio de las moléculas de ADN Y
RNA (p, 35).

Anélisis de microsatélites.

Polimorfismo del ADN mitocondrial.

Polimorfismo de longitud de los cromosomas.

Uso de los RNA bajo el peso molecular.

Cinética de Crecimiento

De acuerdo con Ramirez y Molina (2005), El crecimiento microbiano fue

estudiado y modelado por Monod para un sistema discontinuo. La ecuacion de
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1.3.6.

Monod, relaciona la velocidad maxima de crecimiento con la concentracion del

sustrato limitante, la que se expresa en la ecuacion 1(p.7):

Ecuacion de la cinética de crecimeinto

H= umax(s/](s +S )
Ecuacion 1: Ecuacién de Monod

Fuente: Ramirez y Molina (2005).

Donde:

u : velocidad especifica de crecimiento, (h-1)

umax : velocidad especifica maxima de crecimiento, (h-1)
S: concentracion de sustrato limitante, (g/L)

Ks: constante de saturacion, (g/L).

El valor umax se obtiene a partir de la pendiente maxima de la curva de
crecimiento del microorganismo y la constante de saturacion Ks (g/L), es
aproximadamente igual a la concentracion de azUcares totales en el medio de

cultivo para la fase estacionaria de crecimiento del microorganismo.

Curva de crecimiento

De acuerdo con Prescott (2009), el crecimiento poblacional es estudiado
mediante el analisis de la curva de crecimiento de un cultivo microbiano.
Cuando se cultiva microorganismo en un medio liquido suele hacerse en un
cultivo discontinuo o sistema cerrado. Por lo tanto, las concentraciones de
nutrientes disminuyes progresivamente mientras que las concentraciones de
residuos aumentan (p.123-125). Las curvas de crecimiento constan de cuatro

fases:

Fase de latencia

Es aquella que al introducir un microorganismo en un medio de cultivo fresco,
generalmente no se produce un aumento inmediato del nimero de células.
Aunque no hay division celular inmediatamente ni existen un incremento de

masa, la célula esta sintetizando nuevos componentes (Prescott, 2009, p.123),
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b)

Esta fase previa al comienzo de la division celular puede ser debida a varias
causas:

Células envejecidas que carecen de una provision suficiente de ATP, cofactores
esenciales y ribosoma.

El medio de cultivo es diferente de aquel en el que el microorganismo estaba
creciendo, por ésta razon necesita de nuevas enzimas para asimilar sus
nutrientes.

Microorganismos dafiados que requieren de cierto tiempo para recuperarse.

La duracion de la fase de latencia varia dependiendo del estado de los

microorganismos y de la naturaleza del medio.

Fase exponencial

Durante esta fase los microorganismos crecen y se dividen a velocidad maxima
posible, dependiendo del potencial genético, la naturaleza del medio y las
condiciones de cultivo. La velocidad de crecimiento es constante, es decir, los
microorganismo se dividen y su numero se duplica a intervalos regulares,
siendo uniforme en cuanto a sus propiedades quimicas y fisioldgicas.

El crecimiento exponencial es equilibrado, es decir todos los componentes
celulares estan siendo fabricados a tasas constantes, si los niveles de nutrientes
u otras condiciones ambientales cambian se produce un crecimiento
desequilibrado.

La forma de la curva parece reflejar la velocidad de captacion de nutrientes por
las proteinas transportadoras microbianas, a unos niveles suficientemente altos
de nutrientes, los sistemas de transporte estan saturados, y la velocidad de
crecimiento no aumenta aungue se sigue incrementando la concentracion de
nutrientes (Prescott, 2009, p.123).

Fase estacionaria

De acuerdo con (Prescott, 2009).En un sistema cerrado llega un momento en
el que el crecimiento de la poblacién se detiene y la curva de crecimiento se
hace horizontal (p.124). Los cultivos bacterianos puede alcanzar esta fase

cuando la poblacion asciende a unos 10° células por ml, sin embargo otros
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d)

1.4.

microorganismos suelen tener concentraciones maximas de unas 10° células
por ml. Los factores que inducen a la fase estacionaria pueden ser:

La limitacion de nutrientes, puesto que si la concentracién de un nutriente
esencial disminuye, el crecimiento de la poblacion disminuiré.

En organismos aerobios un limitante puede ser la disponibilidad de oxigeno;
debido a que sus niveles se reducen rapidamente que solo las células que se
encuentran en la superficie tendran una concentracion de oxigeno adecuada
para el crecimiento.

Acumulacion de productos residuales toxicos, este factor limita el crecimiento
de muchos microorganismos anaerobios, durante la fermentacion de azucares
los estreptococos pueden producir grandes cantidades de acido lactico y otros
acidos organicos, con lo que la acidificacion del medio da lugar a una
inhibicion del crecimiento.

El crecimiento puede detenerse cuando se alcanza una densidad poblacional

critica.

Senescencia y muerte

Existen dos hipotesis con respecto a ésta fase, la primera menciona que la
disminucion exponencial de densidad en la fase de muerte, no significa que las
células hayan perdido irreversiblemente su capacidad de reproducirse, sino que
los microorganismos son temporalmente incapaces de crecer al menos en las
condiciones de laboratorio empleadas.

La segunda alternativa menciona que las células estan genéticamente
programadas para sobrevivir a la muerte celular, una pequefia fraccion de la
poblacién microbiana esta genéticamente programada para suicidarse. Segun
ésta hipotesis las células no cultivables estan muertas y no simplemente
inactivas y los nutrientes que estas células dejan escapar hacen posible el
crecimiento de aquellas células de la poblacién que no han iniciado el suicido
(Prescott, 2009, p.125).

Levaduras involucradas en la vinificacion

Segun Regodon (2007), actualmente se reconoce la existencia de unas 500
especies de levaduras, de las cuales solamente de 15 a 20 especies de 8 géneros,

tienen interés en la enologia, estos generos son: Candida, Pichia, Hansenula,
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1.4.1.

Brettanomyces, Kloeckera, = Zygosaccharomyces,  Torulaspora vy
Saccharomyces, siendo este ultimo el mas importante. A continuacion se

detalla cada género y su importancia en la enologia (p. 15-19).

Candida: Por lo general las especies de este género tienen capacidad
fermentativa baja, ademas crecen en la superficie del vino produciendo &cido
acetico, acetato de etilo entre otros productos que afectan la calidad del vino.

Dichas especies son: C. vini, C. pulcherrimia y C. stellata.

Pichia. Algunas de las especies de este género crecen sobre el vino
confiriéndole el sabor amargo. Sin embargo al tener una resistencia baja al
etanol 10% (v/v), suelen desaparecer. Entre las especies mas representativas se

encuentra: P. vini, P membranaefaciens y P. Farinosa.

Hansenula. La especie representativa en la enologia es H. anémala, la misma
que confiere el olor caracteristico del vino, dicha especie se encuentra de forma
natural en la uva. No obstante su baja resistencia a etanol la hace estar presente

solo en la primera fase de fermentacion.

Brettanomyces. Son levaduras parecidas microscopicamente a Saccharomyces
cerevisiae, su diferencia varia en el tamafo. La especie mas representativa de
este género es B. intermedius por lo general la capacidad fermentativa de esta
especie es lenta llegando a producir hasta un 11-12% (v/v) de etanol. Produce

turbidez y gran cantidad de acidez volatil en los vinos.

Kloeckera. Son muy abundantes en la primera etapa de fermentacion de los
mostos, sensibles al SO entre sus especie mas representativa es K. apiculata.
La misma que puede producir toxinas que retardan el crecimiento de la S.

cerevisiae.

Saccharomyces

La levadura més importante y por excelencia fermentativa es la Saccharomyces

cervisiae, la cual de acuerdo con Regoddn (2002), es la responsables de la
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fermentacién de los mostos, con una resistencia alcohélica de 18% (v/v), esta
crece mediante un metabolismo oxidativo sobre la superficie del vino, dando
lugar a la produccion de compuestos tales como el acetaldehido, importante en

la elaboracion de vinos finos de Jerez.

Clasificacion (Caceres & Reyna, 2002, p. 43)

La levadura S. cerevisiae, tiene la siguiente clasificacion.
Reino:  Fungi

Divisién: Eucomycota

Clase:  Hemiascomycetes

Familia Saccharomycetaceae

Especie: cervisiae

Requerimientos nutricionales

Al igual que la mayoria de levaduras la S. cerevisiae, necesita de macro y
micro nutrientes esenciales para su desarrollo. De acuerdo a Caceres & Reyna
(2002), la levadura Saccharomyces cerevisiae requiere de 200 ug de Zn, 75
pg de Fe y 12-15 pg de Cu por litro de medio. Y los macronutriente son los

que se detallan a continuacion (p. 45).

Carbono: proviene de los azlcares, Gtil para la fermentacion de maltosa,
sacarosa, galactosa.

Nitrogeno: Constituye el 10% de la materia seca, se asimila en forma de
amonio, y es Util como precursor de aminoacidos.

Fosforo: En forma de fosfato, el dihidrogeno de potésico de fosfato suministra
la cantidad necesaria para su crecimiento.

Azufre: El sulfato de amonio y el tiosulfito son esenciales para suplir los

requerimientos de azufre.

Inhibidores de crecimiento

De acuerdo con Caceres & Reyna (2002), los inhibidores de crecimiento son
elementos como la plata, arsénico, bario, litio, niquel, osmio, plomo, selenio y
telurio (p, 46).
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d) Factores de crecimiento (Céceres & Reyna 2002, p.47)
Los factores de crecimiento son de gran importancia entre los cuales se tienen.
e Vitaminas: Biotina, pantotenato, tiamina, piridoxina, acido p-aminobenzoico,
niacina, acio folico, riboflavina.
e Inositol: Esencial para la division celular.
e pH:Interno 5.8y 6.3, externo 3.0y 7.0
e Temperatura: Entre 0°C y 40°C, con un valor 6ptimo entre los 28°C y 35°C.

e Actividad de agua: Debe ser mayor a 0.6

1.4.2. Papel de las levaduras sobre el vino
1.4.2.1. Papel de las levaduras sobre los polifenoles

Las levaduras emiten un efecto esponja sobre los polifenoles del vino; el cual
es la diferencia en la capacidad de absorcion de la pared celular de la levadura

sobre algunos compuestos polifendlicos.

De acuerdo con Laurent & Palacios (2010), “este efecto influye en el indice
de color, indice de polifenoles totales y el contenido de antocianos presentes
en el vino, debido a la diferencia de hidrofobicidad de la pared entre cepas de

levadura” (p.5).

1.4.2.2. Papel de las levaduras sobre los aroma

Los aromas de los vinos estan influenciados directamente por tres factores, el
tipo de levadura utilizada, la concentracion de nitrogeno facilmente

asimilable del mosto y la temperatura de fermentacion.

Al ser las levaduras un factor que influye en el aroma del vino es importante
conocer la causa de dicho efecto, el cual se da porque las levaduras pueden
producir cetoécidos a través de la transaminacion de aminoéacidos y azUcares,
estos cetoacidos pasan por descarboxilacién y reduccion transformandose en

alcoholes superiores, gracias a la actividad enzimatica de las esterasas las
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levaduras pueden convertir estos alcoholes en esteres de acidos grasos que
influyen sobre el perfil aromatico de los vinos (Dulau & Palacios , 2010, p.7).

1.5. Fermentacion

Segun Carretero (2010), la fermentacién es un proceso fundamental para la
elaboracion de bebidas alcohdlicas, la misma que sucede de manera espontanea
debido a la accion de las levaduras sobre cualquier tipo de liquido azucarado.
Estos microorganismos tienen la capacidad de destruir la glucosa y otros azlcares

en ausencia de aire, convirtiéndolos en didxido de carbono y etanol
(p. 34).

Las fermentaciones pueden ser: naturales, cuando las condiciones ambientales
permiten la interaccion de los microorganismos y los sustratos organicos
necesarios o pueden ser artificiales, cuando el hombre favorece estas las

condiciones.

El proceso de fermentacién es importante en la industria para convertir granos a
bebidas alcoholicas (el mosto en vino y la cebada en cerveza). Ademas, convierte

carbohidratos en CO»>, esto es para hacer pan.

1.5.1. Tipos de fermentacion

De acuerdo con Acosta (2008), existen varios tipos de fermentacion, tales
como, la fermentacion alcoholica, fermentacion malolactica y la fermentacion
mixta (p.34). A continuacion se detalla la fermentacion alcohdlica que es la

mas importante en la produccion de etanol.

1.5.1.1. Fermentacion alcoholica

De acuerdo con Nielsen (2003), la fermentacion alcohdlica es un proceso
anaerobico realizado por microorganismos entre ellos las levaduras, donde el
sustrato celular; mono y di sacaridos en su mayoria, son transformados

principalmente en alcohol etilico y dioxido de carbono.
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La fermentacion alcoholica de acuerdo con Nielsen (2003), tiene etapas
fundamentales, las cuales se muestran en las Figuras 11y 12 que se detallan
a continuacion (p.44).

Formacion de hexosas fosfato.

Formacion de triosas fosfato.

Oxidacion del gliceraldehido-3.

Formacion del piruvato.

Descarboxilacion del piruvato

Reduccion del acetaldehido

De acuerdo con Nielsen (2003), en la fermentacion alcohélica que ocurre en
el interior de las levaduras, la via de la glucdlisis es idéntica a la producida en
el eritrocito (con la excepcion del piruvato que se convierte finalmente en
etanol) (p.43). En primer lugar el piruvato se descarboxila mediante la accion
de la piruvato descarboxilasa para dar como producto final acetaldehido
liberando por ello dioxido de carbono (CO3) a partir de iones del hidrogeno
(H+) y electrones del NADH. Tras esta operacion el NADH sintetizado en la
reaccion bioquimica catalizada por el GADHP se vuelve a oxidar por el
alcohol deshidrogenasa, regenerando NAD+ para la continuacion de la

glucdlisis y sintetizando al mismo tiempo etanol.

Conversién de Piruvato en metnol

0 NADH
- HY €O, + H NAD*
N 0 ! H 0 - H OH
o Y
Firuvato Alcohol
CH; descarboxilasa CHs deshidrogenasa CHs
Piruvato Acetaldehide Etanol

Figura 11. Proceso de elaboracion del etanol

Fuente: Acosta (2012, p 35)
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Metabolismo mixto fermentativo.

NADH NAD+
Piruvato W&M Acido lactico
deshidrogenasa
. _— P NAD+ ~
Acido formico g RO STvare CO2
formato-liasa deshidrogenasa
Acetil-CoA N
fosfato acetildehido
acetil-transferas NADH deshidrogenasa
Acetil-P NAD+  Acetaldehido
ADP cetato alcoholl =NADH
ATP uinasa deshidrogenas. NAD+
Acido acético Etanol

Figura 12. Produccidn de etanol y acido acético
Nota: (Acosta 2012, p.34)

Acosta (2012), menciona que, la produccion de etanol y su concentracion
aumenta segun avanza el proceso de fermentacién y debido a que es un
compuesto toxico, cuando su concentracion alcanza aproximadamente un
12% de volumen las levaduras tienden a morir. Esta es una de las razones
fundamentales por las que las bebidas alcohdlicas (no destiladas) no alcanzan

valores superiores a los 20% de concentracion de etanol (p.27).

1.6. Lasenzimas

De acuerdo con Acosta (2012), las enzimas intervienen en los procesos
fermentativos catalizando las reacciones bioquimicas. En la Fermentacion
Alcoholica (FA) interviene un nimero importante de enzimas, se las clasificd

en cuatro grupos (p. 34).

o Fosforilantes, enzimas capaces d transferir un grupo fosfato de un donador de
alta energia a un aceptor. Ej: Hexoquinasa y piruvato gquinasa.

e Oxidorreductoras, enzima que cataliza la transferencia de electrones desde una
molécula donante (agente reductor) a otra aceptora (agente oxidante). Ej:

oxidasas, y deshidrogenasas.
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e Carboxilasas, que catalizan reacciones de descarboxilacion, con liberacion de
COo, y de carboxilacion. Ej: Piruvato carboxilasa.
e El cuarto grupo, integrado por las enzimas que catalizan otras reacciones tales

como mutacion, isomerizacion, enolizacion, etc.
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CAPITULO 2
METODOLOGIA

2.1. Fase de campo
2.1.1.Ubicacién

El muestreo de los frutos de taxo se realiz6 en el canton Cayambe y parroquia
Calderon de la provincia de Pichincha. Ecuador.

El canton Cayambe presenta una altitud de 2830m.s.n.m, una temperatura
promedio de 12°C y una humedad relativa cercana al 80%. En este canton las

muestras fueron tomadas en la parroquia Juan Montalvo.

Ubicacion de la parroquia Juan Montalvo (Canton Cayambe)

Figura 13. Lugar de muestreo de los frutos de taxo en la parroquia Juan Montalvo
(Cantén Cayambe)

Fuente: Google maps 2015

La parroquia de Calderdn presenta una altitud de 2.696 m.s.n.m, una temperatura
de 12°C y una humedad relativa cercana al 94%. En esta parroquia las muestras
fueron tomadas en un cultivo ubicado en la direccion Quitus y Capitan Giovanni
calles cuyas cordenadas son 0°05'42.33”S y 78°26'19.28”0.
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Ubicacion de la parroquia de Calderon

Figura 14. Lugar de muestreo de los frutos de taxo en la parroquia Calderén

Fuente: Google maps 2015

2.1.2.Preparacion y dispensacion de medios para muestreo de frutos

b)

Materiales y reactivos
Fundas ziploc, medio de cultivo YPD Broth (Yeast Extract Peptone Dextrose),

alcohol 70%, sablon.

Equipos

Autoclave, camara de flujo laminar vertical, microondas.

Procedimiento

Preparar el medio YPD Broth (Yeast Extract Peptone Dextrose), para lo cual, se
debe afadir 50g del medio en 1 litro de agua destilada, calentar y agitar hasta
que haya una disolucién total y autoclavar a 110°C y 760mmHg durante 45
minutos.

Limpiar y desinfectar la camara de flujo laminar con alcohol y sabl6n, para
proceder a dispensar el medio en las fundas ziploc.

Colocar 15ml del medio YPD Broth (Yeast Extract Peptone Dextrose) en cada

funda ziploc, previo a la recoleccion de los frutos.
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2.1.3. Muestreo de frutos

b)

2.2.

Materiales y reactivos

Fundas ziploc, frascos de vidrio, guantes de latex, tijeras de podar.

Procedimiento

Para la recoleccion de frutos se utilizd el muestreo probabilistico aleatorio
simple, el cual se basan en el principio de equiprobabilidad, es decir, aquellos en
los que todos los individuos tienen la misma probabilidad de ser elegidos para
formar parte de una muestra. El procedimiento que se realizé fue el siguiente:
Colocar un fruto seleccionado al azar en cada funda ziploc y 20 frutos en cada
frasco de vidrio.

Colocar las muestras en un cooler durante 72 horas, hasta evidenciar el

crecimiento de microorganismos.

Fase de laboratorio

2.2.1.Preparacion y dispensacion de medios (ver Anexo 1)

Materiales y Reactivos

Cajas Petri, mecheros de alcohol, parafilm, agitadores magnéticos, frascos
bohecos, alcohol 70% y 96%, sabldn, cloranfenicol, lactato de potasio, &cido
lactico, medios de cultivo YPD agar (Yeast Extract Peptone Dextrose), SDA

(Sabouroad Dextrose Agar) V lisina.
Equipos
Autoclave, Camara de flujo laminar vertical, microondas, refrigeradora, balanza

analitica, plancha térmica.

Procedimiento

2.2.1.1. Medio YPD agar para el aislamiento de levaduras

a) Anfadir 65g del medio YPD agar (Yeast Extract Peptone Dextrose) en 1 litro

de agua destilada, calentar y agitar hasta que haya una disolucion total y

autoclavar a 110°C y 760mmHg durante 45 minutos.
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b)

d)

2.2.1.2.

b)

2.2.1.3.

b)

c)

Limpiar y desinfectar la camara de flujo laminar con alcohol y sablon, para
proceder a dispensar el medio en las cajas Petri.

Encender los mecheros de alcohol o Bunsen para obtener esterilidad.
Colocar 15ml del medio YPD agar (Yeast Extract Peptone Dextrose) en cada

caja Petri, previo a la siembra.

Medio lisina

Afadir 6.6g del medio lisina mas 1ml de lactato de potasio (50%) en 100ml
de agua destilada, agitar hasta que haya una disolucion total y calentar hasta
el punto de ebullicion. Se debe dejar enfriar a 50°C y regular el pH a 4.8+0.2
con &cido lactico al 10%.

Limpiar y desinfectar la camara de flujo laminar con alcohol y sablén, para
proceder a dispensar el medio en las cajas Petri.

Colocar 10ml del medio lisina en cada caja Petri, previo a la siembra.

Medio YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose) con concentraciones de
etanol al 6%, 8% y 10%

A continuacién se detalla el procedimiento para la preparacion del medio
YPD agar (Yeast Extract Peptone Dextrose) con una concentracion del 6%.
Calcular la cantidad de agua y alcohol para la preparacion de 1L de medio

mediante la formula C1.V1= C2.V2.

_ 6%.1000ml

96% = 62.5ml alcohol

1000m!l — 62.5 = 937.5ml agua
Afadir 65g del medio YPD agar (Yeast Extract Peptone Dextrose) en 937.5ml
de agua destilada, agitar hasta una disolucién total y autoclavar a 110°C y

760mmHg durante 45 minutos.

Limpiar y desinfectar la cAmara de flujo laminar con alcohol y sablén.
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d)

2.2.14.

b)

d)

2.2.15.

b)

d)

Colocar 62.5ml de alcohol al 96% en el medio preparado. Este procedimiento
se lo realiza dentro de la cémara de flujo para evitar una posible
contaminacion.

Colocar 15ml del medio YPD agar (Yeast Extract Peptone Dextrose), con

concentraciones de etanol al 6% en cada caja Petri, previo a la siembra.

Para la preparacion del medio YPD agar (Yeast Extract Peptone Dextrose)
con concentraciones del 8% y 10% de etanol. Se debe realizar de la misma
forma descrita anteriormente, pero variando el porcentaje de concentracion

en los célculos.

Medio SDA (Sabouroad Dextrose Agar)

Afadir 65g del medio SDA (Sabouroad Dextrose Agar) en 1 litro de agua
destilada, calentar y agitar hasta que haya una disolucién total y autoclavar a
110°C y 760mmHg durante 45 minutos.

Limpiar y desinfectar la camara de flujo laminar con alcohol y sablon, para
proceder a dispensar el medio en las cajas Petri.

Encender los mecheros de alcohol o Bunsen para obtener esterilidad.
Colocar 15ml del medio SDA (Sabouroad Dextrose Agar) en cada caja Petri,

previo a la siembra.

Medio YPD agar (Yeast Extract Peptone Dextrose) con diferentes pH

Afadir 90g del medio YPD agar (Yeast Extract Peptone Dextrose) en 1.800ml
de agua destilada, calentar y agitar hasta que haya una disolucion total y
autoclavar a 110°C y 760mmHg durante 45 minutos.

Dispensar 100ml del medio en cada uno de los matraces Erlenmeyer
Colocar acido clorhidrico al 10% (HCI) en los matraces Erlenmeyer hasta
regular el pH a5.08, 5.8 y 6.2.

Colocar bicarbonato de sodio al 10% (NaHCO3) en el matraz Erlenmeyer

hasta regular el pHa 7.0
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2.2.2. Aislamiento de levaduras

d)

f)
9)

Materiales, reactivos y equipos

Cajas Petri con medio YPD agar (Yeast Extract Peptone Dextrose), asas de
microbiologia, mecheros de alcohol, micropipetas, puntas estériles, parafilm,
coolers, alcohol 70% y 90%, cdmara de flujo laminar vertical

Procedimiento
Para el aislamiento de levaduras se utilizaron las técnicas; la técnica de

agotamiento por estria y de difusion en placa.

Siembra por la técnica de agotamiento por estrias

Limpiar y desinfectar la camara de flujo laminar con alcohol y sablon.
Esterilizar el asa en el mechero o en el esterilizador de asa.

Tomar con el asa estéril la muestra contenida en la fundas y realizar un rayado
en la caja Petri que contienen YPD agar (Yeast Extract Peptone Dextrose).
Expandir el inoculo por toda la caja.

Cerrar la caja Petri cerca del mechero y sellar con parafilm en todo su contorno.
Colocar las cajas selladas en un cooler a temperatura ambiente.

Controlar el crecimiento de las colonias a las 24, 48 y 72 horas.

Siembra por difusion en placa

Limpiar y desinfectar la cdmara de flujo laminar con alcohol y sablon.

Abrir el frasco de vidrio en presencia del mechero.

Tomar 1ml de in6culo del frasco de fermentacion con la micropipeta y colocar
en el centro de la caja Petri con YPD agar (Yeast Extract Peptone Dextrose)
Extender el inoculo sobre la superficie del medio en forma circular utilizando un
un asa de Winograski estéril.

Cerrar la caja Petri cerca del mechero y sellar con parafilm en todo su contorno.
Colocar las cajas selladas en un cooler a temperatura ambiente.

Controlar el crecimiento de las colonias a las 24, 48 y 72 horas.
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2.2.3.Codificacion de levaduras aisladas

A las colonias aisladas se les asignd una codificacion consecutiva, de acuerdo al

lugar donde fueron muestreados los frutos.

Las cepas aisladas de los frutos muestreados en las parroquias de Cayambe y
Calderodn tienen la siguiente codificacion.

El nimero de la funda de donde se aislé la cepa.

La letra del lugar donde se recolectd los frutos.

Las siglas TX, abreviatura del nombre del fruto.

El nimero de la colonia de donde se aislé el cultivo puro.

Ejemplo: 10 OTX-2 (Cepa de Cayambe- Oyacachi)
11 CTX-1 (Cepa de Calderdn)

2.2.4.Seleccién de levaduras con resistencia alcohdlica

Materiales, reactivos y equipos

Cajas Petri con medio YPD agar (Yeast Extract Peptone Dextrose) con
concentraciones de etanol al 6%, 8% y 10%., asas de microbiologia, mecheros
de alcohol, parafilm, coolers, alcohol 70%, sablén, camara de flujo laminar

vertical.

Procedimiento

Para la seleccion de levaduras resistentes al alcohol, se sembraron las levaduras
en medio YPD agar (Yeast Extract Peptone Dextrose) con concentraciones de
etanol al 6%, 8% y 10%. EIl procedimiento que se realizo fue el siguiente:
Limpiar y desinfectar la camara de flujo laminar con alcohol y sablon.
Esterilizar el asa y tomar una pequeiia colonia de cada cultivo y realizar un
rayado en las cajas Petri que contienen YPD agar (Yeast Extract Peptone
Dextrose) con concentraciones de etanol al 6%, 8% y 10%.

Cerrar la caja Petri cerca del mechero y sellar con parafilm en todo su contorno.
Colocar las cajas selladas en un cooler a temperatura ambiente.

Controlar el crecimiento de las colonias durante 24, 48 y 72 horas.
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2.2.5.

2.2.6.

Seleccion de levaduras con caracteristicas fermentativa

Materiales, reactivos y equipos
Cajas Petri, asas de microbiologia, mecheros de alcohol, parafilm, agitadores
magnéticos, frascos bohecos, coolers, alcohol 96%, sablén, medio de cultivo

lisina, lactato de potasio, &cido lactico, camara de flujo laminar vertical.

Procedimiento

Se seleccionaron aquellas cepas que presentaron resistencia a 6°GL y 8°GL, de
etanol, las cuales se sembraron en medio lisina. El procedimiento fue el
siguiente:

Limpiar y desinfectar la camara de flujo laminar con alcohol y sablon.
Esterilizar el asa en el mechero o en el esterilizador de asa.

Tomar con el asa estéril una muestra de las cajas sembradas en el medio YPD
agar (Yeast Extract Peptone Dextrose).

Sembrar mediante la técnica de agotamiento por estria, en las cajas Petri que
contienen el medio lisina.

Cerrar las cajas Petri cerca del mechero y sellar con parafilm en todo su contorno.
Colocar las cajas selladas en un cooler a temperatura ambiente.

Controlar el crecimiento de las colonias durante 24, 48 y 72 horas.

Seleccionar las cajas en las cuales no se evidencie crecimiento.

Identificacién de levaduras con capacidad fermentativa y resistencia
alcohdlica

2.2.6.1. ldentificacion macroscopica

Materiales, reactivos y equipos
Cajas Petri con cultivo puro, mecheros bunsen, parafilm, alcohol 70%,

lampara con lupa.

Procedimiento

Para realizar la identificacion macroscopica de levaduras se seleccionaron
aquellas levaduras que presentaron caracteristicas fermentativas y resistencia
alcohdlica, es decir aquellas que no crecieron en el medio lisina y si en medios

con concentraciones de alcohol. Las levaduras a observar se resembraron
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b)

2.2.6.2.

previamente en medio SDA (Sabouroad Dextrose Agar). El procedimiento
que se realizo fue el siguiente:

Analizar las caracteristicas de las colonias presentes en placas Petri con una
lupa cuenta colonias, luego de 48 horas de crecimiento a temperatura
ambiente.

Observar caracteristicas morfolégicas como color (crema, marron,
anaranjado o tomate y amarillo), olor (fermentacion), tamafio (1 a 9 um de
ancho y de 2 a mas de 20 um de longitud), forma (redonda, ovalada, alargada),
aspecto (rugoso Yy liso) y caracteristicas de contorno (Regular o irregular).
Comparar las caracteristicas macroscopicas con la bibliografia consultada,

para determinar el género de las levaduras.

Identificacién microscopica

Materiales, reactivos y equipos
Mechero de Bunsen, asas de microbiologia, porta y cubre objetos, pizetas,

azul de lactofenol, aceite de inmersion, microscopio con cdmara.

Procedimiento

Limpiar los portaobjetos con alcohol y agua.

Colocar una gota de agua destilada sobre el portaobjetos.

Tomar una pequefia muestra de la cepa de levadura con el asa estéril y diluir
en el portaobjetos con agua destilada.

Fijar la muestra al calor, flameandola en el mechero. Procurar no quemar la
muestra.

Colocar una gota de azul de lactofenol sobre la muestra.

Fijar la muestra al calor, procurando no quemar la muestra.

Observar al microscopio con el lente de 4x, cuando se enfoque bien imagen
en el lente de 4x, observar en los d 10x y 40x.

Colocar una gota de aceite de inmersion y observar en el microscopio a 100x.
Tomar fotografias de las levaduras observadas y comparar con la bibliografia

consultada.
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2.2.6.3. ldentificacion Bioquimica

f)

9)

b)

Materiales, reactivos y equipos
Asas de microbiologia, micropipeta, mechero de alcohol, puntas estériles,

pruebas RAPID (Remel), camara de flujo laminar, incubadoras.

Procedimiento

Preparacion del inéculo

Sembrar en el medio SDA (Sabouraud dextrosa agar), mediante la técnica de
agotamiento por estria.

Incubar las cajas sembradas a 30°C durante 48 horas.

Tomar con el asa estéril una muestra de cultivo y suspender en el liquido de
inoculacion RapID (2ml) para conseguir una turbidez visual con la ayuda de
la tarjeta de inoculacion RaplD.

Seleccionar colonias bien aisladas y afiadir incrementalmente al fluido de
inoculacion RaplD, para evitar la formacion de coagulos.

Afadir el microorganismo hasta que la turbidez de la suspensién oculte
completamente las lineas negras de la tarjeta de inoculacién. Cuando las
lineas negras de la tarjeta de inoculacion no estan visibles, se ha completado
la preparacion del inéculo.

Mezclar las suspensiones con vortex si es preciso. Las suspensiones se deben
usar 15 minutos siguientes a su preparacion.

Inocular otra placa de agar para comprobar la pureza y cualquier otro estudio
adicional que pueda ser necesario, usando un asa llena de la suspensién de
prueba del tubo del liquido de inoculacion. Incubar la placa durante un
periodo de 24 - 72h a una temperatura de 30°C.

Inoculacion de los paneles RaplID

Abrir una tapa del panel sobre el acceso de inoculacion, tirando de la pestafia
marcada “Peel to inoculte” hacia arriba y hacia la izquierda.

Transferir con una pipeta suavemente el contenido de todo el tubo del liquido

de inoculacién a la esquina superior derecha del panel.
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f)

9)

h)

)

Volver a sellar el acceso de inoculacion del panel, presionando la pestafia de
apertura para que vuelva a su posicion original.

Inclinar el panel hacia el lado contrario de los pocillos de reaccion,
aproximadamente a un angulo de 45°, después de afadir a suspension a
prueba.

Mover suavemente el panel de lado a lado para distribuir homogéneamente el
inoculo a lo largo de las depresiones posteriores.

Inclinar el panel lentamente hacia adelante, hacia los pocillos de reaccion. De
esta manera todo el indculo de la parte del panel sera evacuado.

Procurar no inclinar demasiado, ya que puede quedar aire atrapado en la unién
de los pocillos y limitar el movimiento de los liquidos.

Devolver e panel a su posicién nivelada. SI es necesario dar unos golpes
suaves con el panel contra la mesa para eliminar el aire atrapado entre los
pocillos.

Examinar los pocillos de prueba. No deben presentar burbujas y deben estar
uniformes y llenos. Se aceptan pequefias irregularidades en el llenado de los
pocillos de prueba. No afectaran a su comportamiento. Si el panel esta
claramente mal lleno, se debe inocular el nuevo panel y desecharse el erréneo.
Completar la inoculacion de cada panel que reciba el liquido de inoculacion

antes de inocular nuevos paneles.

Incubacion de los paneles RaplD
Incubar los paneles de inoculados a una temperatura de 30°C en una
incubadora sin CO», durante 4 horas. Para facilitar la manipulacion, los

paneles se pueden incubar en las bandejas de incubacion de carton.

Puntuacion de los paneles RaplID
Los paneles RapID contienen 18 pocillos de reaccion que proporcionan 18
puntuaciones de prueba. Las pruebas que requieren un reactivo (pocillos del

7 al 14 y del 16 al 18) aparecen asignados mediante un recuadro que los rodea.
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f)

Sujetar firmemente el panel RaplID sobre la mesa y retirar la tapa que cubre
los pocillos de reaccion. Para ello tirar de la pestafia inferior derecha hacia
arriba y hacia la izquierda.

Afadir una gota de reactivo RapID Yeast plus A, a los pocillos 7 (NAGA) al
14 (PCHO).

Afadir una gota de reactivo RapID Yeast Plus B, a los pocillos del 16 (PRO)
al 18 (LGY), esperar al menos 30 segundos pero no mas de 1 minuto para que
se desarrolle el color.

Mezclar mediante una varilla aplicadora antes de la lectura, los pocillos que
muestran capas de color.

Leer los pocillos de prueba de izquierda a derecha usando la guia de
interpretacion. Anotar las puntuaciones en los recuadros correspondientes del
formulario de resultados.

Consultar el microcodigo obtenido en el formulario de resultados del
Compendio de Cddigo RapID Yeast Plus 0 ERIC® (Compendio electrénico

RapID) para la identificacion.

2.2.7. Curva de crecimiento

La curva de crecimiento se realiz6 tomando en cuenta dos parametros que son
pH y temperatura. El crecimiento se evalué con pH de 5.08, 5.8, 6.2y 7; y
temperaturas de 15, 25, 35y 40°C.

Materiales y reactivos
Tubos con tapa rosca, gradilla, micropipeta, matraz erlenmeyer, puntas

estériles, tubos eppendorf, celdas para espectrofotometro.

Equipos

Balanza analitica, espectrofotometro, microscopio 6ptico

Procedimiento
Previo a la curva de crecimiento se realiza la siembra del in6culo para lo cual

se realiza el siguiente procedimiento.

Limpiar y desinfectar la cAmara de flujo laminar con alcohol y sablon.
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b)

d)

b)

b)

d)

Tomar con un asa estéril una muestra de la levadura de interés (Saccharomyces)
e inocular en cada uno de los matraces.

Incubar los matraces con diferentes pH a temperatura ambiente.

Incubar los deméas matraces de acuerdo a las temperaturas asignadas, durante

una semana.

Toma de muestras

Limpiar y desinfectar la camara de flujo laminar con alcohol y sablon, para
proceder a dispensar el medio en los tubos.

Colocar 2ml de muestra de cada uno de los matraces en diferentes tubos con

tapa rosca, previo a la lectura en el espectrofotdmetro.

Lectura de las muestras

Calibrar el espectrofotometro, para ello colocar la absorbancia de 620 nm,
colocar en la celda el blanco (Yeast Extract Peptone Dextrose Broth) y dar
lectura.

Realizar la lectura de las muestras incubadas a diferentes temperaturas y pH.
Realizar la lectura cada 4 o 5 horas durante una semana.

Anotar los resultados.
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CAPITULO 3
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Aislamiento y seleccién de levaduras

Tabla 4.

Aislamiento de levaduras del cantén Cayambe, Pichincha.

Técnica de agotamiento por estrias

Crecimiento

Sedlice 24h 48h

10TX-1

20TX-1
2 0TX-2

+ + |+

30TX-1

40TX-1
4 0OTX-2

50TX-1
50TX-2

+ + |

6 OTX-1
6 OTX-2
6 OTX-3

70TX-1
70TX-2
70TX-3

++ + + |+ +

8 OTX-1

90TX-1

100TX-1
100TX-2
10 OTX-3

11 0TX-1
11 0TX-2

12 0TX-1
12 OTX-2

130TX-1-1
13 0TX-1-2

14 OTX-1-1
14 OTX-1-2
14 OTX-2

I R A ke B

150TX-1 =
15 0TX-2

.
B B o I o B B ko I B E | S S (SN Ay ) AR P

Técnica de difusién por placa

1F OTX-1
1F OTX-2
1F OTX-3
1F OTX-4
1F OTX-5
1F OTX-6

+ + +

2F OTX-1
2F OTX-2
2F OTX-3 -
2F OTX-4 +

o+ +
+ o+ |+ o+

+

% de crecimiento 67.5% 100%

+ Crecimiento microbiano - Ausencia de Crecimiento microbiano

Nota: Aislamiento de levaduras a partir del taxo muestreados en Cayambe.

Fuente: Heredia Katherine y Kwok Estefania.
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Tabla 5.

Aislamiento de levaduras de la parroquia Calderon, Pichincha.

Técnica de agotamiento por estrias
Crecimiento
Codigo 24h 48n
1CTX-1 + +
1CTX-2 + +
2CTX-1 + +
2CTX-2 + +
3CTX-1 ¥ e
3CTX-2 + +
3 CTX-3 + +
4 CTX-1 + +
5CTX-1 + +
6 CTX-1 ¥ +
6 CTX-2 + +
6 CTX-3 + +
7CTX-1 - +
7 CTX-2 + +
7CTX-3 + +
8 CTX-1 ¥ +
8 CTX-2 + +
8 CTX-3 + +
9CTX-1 + +
9 CTX-2 - +
10 CTX-1-1 + +
10 CTX-2 + +
11 CTX-1 - +
11 CTX-2 - +
12 CTX-1 + +
12 CTX-2 + +
12 CTX-3 + +
13 CTX-1 + +
14 CTX-1-1 + +
14 CTX-1-2 - +
15 CTX-1 + +
15 CTX-2 + +
Técnica de difusiéon por placa
1F CTX-1 - +
1F CTX-2 + +
1F CTX-3 + +
2F CTX-1 - +
2F CTX-2 + +
2F CTX-3 + +
2F CTX-4 + +
2F CTX-5 - +
% de crecimiento 80% 100%
+ Crecimiento microbiano
- Ausencia de Crecimiento microbiano

Nota: Aislamiento de levaduras a partir del taxo muestreados en Calderdn.

Fuente: Heredia Katherine y Kwok Estefania
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En las tabla 4 y 5, se presentan los resultados del aislamiento de levaduras a partir
de los frutos de taxo (Passiflora mollissima) recolectados tanto en la parroquia de
Cayambe y Calderdn. Se puede observar que de 40 cepas aisladas en Cayambe el
67.5% presentaron crecimiento a las 24 horas por ambas técnicas. Mientras que
de 40 cepas aisladas en Calderén el 80% crecieron a las 24 horas. EI mejor
crecimiento de las levaduras aisladas de ambas localidades se presentd a las 48
horas puesto que se completo el crecimiento de todas las cepas. Esto posiblemente
se deba a las diferentes temperaturas a las que fueron sometidas las levaduras en

el laboratorio, ya que ésta puede oscilar entre 16-25°C.

Los resultados obtenidos concuerdan con Feoli, GOmez, & Mufioz (1997), quienes
indican que, el crecimiento de las levaduras a temperatura ambiente se da a partir
de las 24 y 48 horas, en medio YPD agar con antibi6ticos. Resultados similares
fueron obtenidos por Briones et al. (2010), quienes en su investigacion aislaron
levaduras en medio YPD agar y su crecimiento se presento a partir de las 24 y 48

horas tras la incubacion de las placas a 28°C.

Regoddn (2007), menciona que las temperaturas idéneas para el crecimiento de
cepas vinicas esta comprendida entre los 20-25°C, ya que temperaturas inferiores
a 15°C retrasan el crecimiento de las mismas y temperaturas superiores a 35°C
provocan destruccion de las levaduras. Adicionalmente temperaturas entre 10-
20°C favorecen el crecimiento de levaduras débilmente fermentativas como
Kloeckera apiculata y Candida stellata u otras indeseables como Brettanomyces
sp. Pero segun Uribe (2007), la temperatura de crecimiento de la mayoria de las
levaduras esta entre 5-37°C, y el valor 6ptimo se sitla hasta los 28°C. En la
presente investigacion se manejo temperaturas entre 16-25°C, lo que contribuye a
que los resultados obtenidos estan dentro de los parametros citados por los autores

dandole un grado de confiabilidad al estudio.

Se obtuvieron mayor nimero de cultivos puros con la técnica de agotamiento por
estria, puesto que a partir de éste método se puede obtener un nimero reducido de
microorganismos distribuidos individualmente sobre la superficie de la placa, lo

gue concuerda con Godoy (2013), quien en un estudio utiliz6 el método de
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aislamiento en placa por estrias, con el objetivo de obtener cultivos puros,
corroborando que el método de agotamiento por estria es mas eficaz para obtener

cultivos puros en comparacién con la técnica de difusion en placa.
Como resultado de una identificacion macroscopica posterior al aislamiento, se

obtuvo 49 cepas puras con diferente morfologia, como el color, tamafio, forma,

aspecto y caracteristicas de contorno (ver anexo 4).
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3.2. Seleccion de levaduras con resistencia alcohélica

Tabla 6.

Levaduras con resistencia alcohélica. Cayambe

) Crecimiento
Codigo 6% 8% 10%
1 10TX-1 - - -
2 20TX-1 - - -
3 20TX-2-1 + - -
4 3 0TX-1 - - -
5 30TX-2 - - -
6 4 OTX-1 + - -
7 4 OTX-2-2 - - -
8 4 OTX-3-1 + - -
9 50TX-1 - - -
10 50TX-2 + - =
11 6 OTX-1 - - -
12 6 OTX-2 - - -
13 70TX-1 - - -
14 7 0TX-2 + - -
15 8 OTX-1 - - -
16 8 OTX-2 - - -
17 90TX-1 - - -
18 10 OTX-2 + + =
19 11 OTX-1 + + -
20 11 OTX-2 + + =
21 11 OTX-3 - - -
22 12 OTX-1-1 + - -
23 12 OTX-2 + - -
24 14 OTX-1-1 + + -
25 14 OTX-1-2 + + -
26 15 OTX-1 - - -
% de crecimiento 46.1% 19.23% 0%
+ Crecimiento microbiano
- Ausencia de Crecimiento microbiano

Nota: Seleccion de las levaduras con resistencia alcohdlica. Cayambe

Fuente: Heredia Katherine y Kwok Estefania.
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Tabla 7.

Levaduras con resistencia alcohélica. Calderén

o Crecimiento
Codigo 6% 8% 10%

1 1CTX-1 + - -
2 1CTX-2 - - -
3 2CTX-2 + - -
4 3CTX-3 + = o
5 4 CTX-1 - - -
6 5CTX-1 - - -
7 6 CTX-3 - - -
8 7CTX-1 - - -
9 7CTX-2 + + -
10 7 CTX-3 + + -
11 8 CTX-2 + + -
12 8 CTX-3 - - -
13 9CTX-1 + - -
14 9 CTX-2 + - -
15 10 CTX-2 + + -
16 10 CTX-3 + - -
17 11 CTX-1 + + -
18 11 CTX-2 + - -
19 12 CTX-1 - - -
20 12 CTX-2 - - -
21 13 CTX-3 + - -
22 15 CTX-1 + = =
23 15 CTX-3-1 - - -

% de crecimiento 60.86%0 21.74% 0%

+ Crecimiento microbiano

- Ausencia de Crecimiento microbiano

Nota: Seleccion de las levaduras con resistencia alcohdlica. Calderon.

Fuente: Heredia Katherine y Kwok Estefania.

Se realizd la resistencia alcoholica de 49 cepas que presentaron caracteristicas

morfoldgicas diferentes, de acuerdo a su identificacion macroscopica.

Al evaluar el efecto de diferentes concentraciones de etanol (6%, 8%, 10%) en el
medio de cultivo YPD agar (Yeast Extract Peptone Dextrose), se encontrd que
éstas afectaron el crecimiento de las levaduras, siendo su desarrollo menor
comparado con el crecimiento obtenido en el medio convencional SDA

(Sabouroad Dextrose Agar).
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En la tabla 6, se puede observar que el 46.1% de las cepas resistieron a 6°GL y
solo el 19.23% a 8°GL, de un total de 26 cepas aisladas de la parroquia de
Cayambe (Ver Anexo 2). La tabla 7 muestra los resultados obtenidos de la
resistencia alcoholica de cepas aisladas de la parroquia de Calderon, en donde se
obtuvo que 60.86% de levaduras resistieron a 6°GL y solo el 21.74% a 8°GL de
un total de 23 cepas (ver Anexo 3).

Estos resultados concuerdan con Garzén & Hernandez (2009) quienes sefialan que
las levaduras presentan cierta resistencia a concentraciones de alcohol, debido a
que el etanol inhibe el transporte de algunos aminoacidos y afecta la funcion y

estabilidad de algunas enzimas citoplasmaticas.

De acuerdo a Villar (1992), cuando el etanol alcanza una concentracion del 5%,
tiene lugar una pérdida del 50% de la actividad metabdlica. Por lo cual a una
mayor concentracion de etanol se ve afectado el crecimiento de las levaduras; ya
que el etanol incide sobre multiples dianas celulares por lo cual se ven afectados

varios procesos fisioldgicos (pag.3).

Algunas cepas que crecieron a concentraciones del 8% posiblemente pertenecen
al género Saccharomyces, ya que, segun Villar (1992), Saccharomyces cerevisiae
suele ser resistente a altas concentraciones de etanol al poseer un gran nimero de
proteinas implicadas en la tolerancia a etanol (pag.9). De igual forma Ortiz (2013),
menciona que ciertas levaduras del género Kloeckera y Candida tienen una
elevada sensibilidad al etanol (5 a 6%) por lo cual su crecimiento declina
rapidamente y mueren al verse afectada la integridad de su membrana
citoplasmatica y pérdida de la actividad de ciertas enzimas de la glucdlisis de las
levaduras, mientras que levaduras como Saccharomyces son mas resistentes al
etanol.

Los resultados obtenidos corroboran con lo mencionado por los autores, puesto
que al aumentar la concentracion de etanol en el medio, el crecimiento de las

levaduras fue disminuyendo hasta inhibirse por completo.
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3.3. Seleccion de levaduras con caracteristicas fermentativas

Tabla 8.

Levaduras con caracteristicas fermentativas. Cayambe

) Crecimiento
Codigo 24h 48h 72h
1 2 0TX2-1 - - +
2 4 0TX-1 - + +
3 4 0OTX3-1 - + +
4 50TX-2 + + +
5 6 OTX-1 + + +
6 7 OTX-2 T T 4
7 8 OTX-1 + + +
8 8 OTX-2 + + +
9 10 OTX-2 - - -
10 11 OTX-2 - - -
11 12 OTX-1-1 + + +
12 12 OTX-2 T T 4
13 14 OTX-1-1 + + +
14 14 OTX-1-2 - - +
% de crecimiento 73.08% 80.7% 92.31%
+ Crecimiento microbiano
- Ausencia de Crecimiento microbiano

Nota: Seleccion de las levaduras con caracteristicas fermentativas. Cayambe

Fuente: Heredia Katherine y Kwok Estefania.
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Tabla 9.

Levaduras con caracteristicas fermentativas. Calderén

Crecimiento
Codigo 24h 48h 72h
1 1CTX-1 - - +
2 2 CTX-2 - + +
3 3CTX-3 + + +
4 5CTX-1 + + +
5 7 CTX-2 - + +
6 7CTX-3 + + +
7 8 CTX-2 + + +
8 9 CTX-1 + + +
9 9 CTX-2 - + +
10 10 CTX-2 + + +
11 10 CTX-3 + + +
12 11 CTX-1 + + +
13 11 CTX-2 + + +
14 13 CTX-3 + + +
15 15 CTX-1 + + +
% de crecimiento 71.42% 85.71% 100%
+ Crecimiento microbiano
- Ausencia de Crecimiento microbiano

Nota: Seleccion de las levaduras con caracteristicas fermentativas. Caderén.

Fuente: Heredia Katherine y Kwok Estefania.

En las tablas 8 y 9 se pueden observar los resultados obtenidos de la seleccion de
levaduras con caracteristicas fermentativa, que fueron aisladas de los frutos de
taxo (Passiflora mollissima) recolectados tanto en la parroquia de Cayambe y
Calderdn. Se observa que solo 2 cepas 10 OTX-2 y 11 OTX-2 no crecieron en
medio lisina, por lo cual se presume que son levaduras del género Saccharomyces.
Las cepas restantes crecieron durante las 24 y 48 horas de incubacion, debido a

que se tratan de cepas que no pertenecen al género Saccharomyces.

Estos resultados concuerdan con Godoy (2013), quien menciona que, el medio
lisina es un medio diferencial que permite la discriminacion entre especies de
Saccharomyces y especies que no pertenecen a éste género, debido a que el medio
contiene lisina como Unica fuente de nitrégeno y S. cerevisiae, no es capaz de
metabolizar la lisina, por lo cual, no crece en el medio (p.24). Al igual que en un

estudio realizado por Ortiz (2013), las levaduras fueron sembradas en medio lisina
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e incubadas a 25°C, con el fin de diferenciar a las cepas del género Saccharomyces
y No-Saccharomyces. Los resultados obtenidos, concuerdan con lo mencionado
por los autores, puesto que, se obtuvo dos cepas que no crecieron en el medio

lisina por lo que se puede asegurar que pertenecen al género Saccharomyces.

3.4. Identificacion de las levaduras con capacidad fermentativa y resistencia
alcoholica

3.4.1.ldentificacion macroscopica de las levaduras que presentan capacidad

fermentativa y resistencia alcohdlica.

La descripcion macroscopica de las cepas 10 OTX-2 y 11 OTX-2, se describen
en las tablas 10 y 11 respectivamente. Las mismas que se detalla a continuacion.
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Tabla 10.

Identificacion macroscopica de la cepa 10 OTX-2

Cddigo/foto Imagen/ Autor

Figura 15. Vista macroscépica de la cepa 10 OTX-2 Figura 16. Vista macroscopica de Saccharomyces sp.
Nota: (Cyril J, 2009; p.8).

Nota: (Elaborado por Heredia y Kwok; 2014)

Descripcion Macroscopica Descripcion Macroscépica

Color: Crema con un centro de color amarillento Son planas, lisas, suaves, humedas, brillante o mate, y de color
Tamafo: Pequefia crema blanca o amarillo. La imposibilidad de utilizar el nitrato y la
Forma: Esférica capacidad de fermentar varios carbohidratos son caracteristicas
Aspecto: Lisoy plana tipicas de Saccharomyces. (Cyril J, 2009; p.8)

Caracteristicas del contorno: Bordes regulares

Nota: Resultado de la identificacion macroscépica de la cepa 10 OTX-2.
Fuente: Heredia Katherine y Kwok Estefania.
Tabla 11.
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Tabla 11.

Identificacion macroscopica de la cepa 11 OTX-2

Cédigo/foto

Imagen/ Autor

Cepa 11 OTX-2

Figura 17. Vista macroscopica de la cepa 11 OTX-2
Elaborado por (Heredia y Kwok; 2014).

Saccharomyces sp.

Figura 18. Vista macroscOpica de Saccharomyces sp.
Nota: (Cyril J, 2009; p.8)

Descripcion Macroscopica

Descripcion Macroscopica

Color: Mate con centro de color medio amarillento.
Tamafio: Mediana

Forma: Esférica

Aspecto:  Lisoy plana

Caracteristicas del contorno: Bordes regulares

La forma de las Saccharomyces cerevisiae puede ser esférica, elipsoidal,
cilindrica o suavemente alagada. En cuanto a su apariencia es muy diversa, ya
que, pueden ser de color crema a ligeramente café, de lisas a rugosas, en
ocasiones brillantes u opacas. (Garcia, Quintero, & L6pez, 2004; p. 267).

Nota: Resultado de la identificacion macroscépica de la cepa 11 OTX-2.

Fuente: Heredia Katherine y Kwok Estefania.
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La identificacion macroscépica de las levaduras que presentaron resistencia alcohdlica y
capacidad fermentativa mostr6 como resultado las caracteristicas que se detallan en la
tabla 10 y 11. Por lo que, se presume que las cepas 10 OTX-2 y la 11 OTX-2, pertenecen
al género Saccharomyces, ya que presentan caracteristicas morfoldgicas similares a las
descritas por los autores Garcia, Quintero, & Lopez (2004), quienes describen a las
colonias de dicho género como: esférica, elipsoidal, cilindrica o suavemente alagada de
apariencia muy diversa, entre lisas a rugosas y de color crema a ligeramente café, en

ocasiones brillantes u opacas (p. 267).

La identificacion macroscdscopica, nos permite diferenciar entre las caracteriticas
morfolégicas de las colonias aisladas, lo cual es necesario obtener cepas puras. Por esta
razon, es importamte tener en cuenta los factores que influyen en el crecimiento de las
levaduras. De acuerdo con Céceres & Reina (2002), el crecimeinto de levaduras esta
influnciado por varios factores, tales como ; el medio de cultivo, la temperatura de

incubacidn, entre otros.

El medio de cultivo es importante cuando se trata del identificacion macroscdpica; segun
Narrea & Malpartida (2006), el mas utilizado para la descripcion macroscopica es el
YPD agar debido a que su composicion es rica en glucosa, fuente principal de alimento
para las levaduras (p.145). Sin embargo, segun Linares & Solis (2011), el medio méas
apropiado para la identificacion macroscépica es el medio SDA, ya que su bajo pH (5.6
* 0.2), favorece el crecimiento de levaduras e inhibe el crecimientos de algunas bacterias.
En caso de requerirse un incremento en la inhibicion del crecimiento de bacterias, se
recomienda afiadir agentes antimicrobianos, como la gentamicina que inhibe el
crecimiento de los microorganismos gram negativos o el cloramfenicol que tiene un
amplio espectro de accion. Asi se corroboran los resultados de la presente investigacion,
ya que al usar el medio SDA, se observO de mejor manera las caracteristicas

macrsocopicas de las cepas obtenidas.

De acuerdo con Caceres & Reyna (2002), para que exista un crecimiento diferenciado

uno de los factores que influyen es la temperatura, la cudl oscila entre entre los 15°C a
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25°C. Los resultados obtenidos en la presente investigacién son corroborado por los

autores, ya que la temperatura de crecimiento es la misma segun la bibliografia.
3.4.2. 1dentificacion microscopica de las cepas 10 OTX-2y 11 OTX-2

La descripcion microscopica de las cepas 10 OTX-2 y 11 OTX-2, se describen en las

tablas 12 y 13 respectivamente. Las mismas que se detalla a continuacion.
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Tabla 12.
Identificacion microscdpica de la cepa 10 OTX-2

Cédigo/foto

Imagen/ Autor

Cepa 10 0OTX-2

Figura 17. Vista microscdpica de la cepa 10 OTX-2
Elaborado por: (Heredia y Kwok; 2014)

Saccharomyces

Figura 18. Vista microscopica de Saccharomyces
Fuente: (Cyril J, 2009; p.9)

Descripcion Microscopica

Descripcion Microscopica

Célula redonda, con un nucleo diferenciado en el centro, de

tamafio 72.72 um de anchoy 48.37um de longitud.

De acuerdo con Carrascosa, (s.a.), Saccharomyces cerevisiae es un
organismo unicelular, de forma mas o menos redondeada, su célula
presenta un ndcleo diferenciado y su tamafio oscila entre 2 a mas de

200 pm; siendo por lo tanto un organismo eucariota (p.2).

Nota: Resultado de la identificacion microscopica de la cepa 10 OTX-2.

Fuente: Heredia Katherine y Kwok Estefania.
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Tabla 13.
Identificacion microscdpica de la cepa 11 OTX-2

Caddigo/foto

Imagen/ Autor

Cepa 11 OTX-2

Saccharomyces sp.

Figura 19. Vista microscopica de la cepa 11 OTX-2
Elaborado por : (Heredia y Kwok, 2014).

Figura 20. Vista microscdpica de Saccharomyces sp.
Fuente: (Cyril J, 2009, p.10)

Descripcion Microscopica

Descripcion Microscopica

Célula redonda, con un nucleo diferenciado en el centro, de tamafio
109.52 pm de ancho y 96.51um de longitud.

De acuerdo con Carrascosa, (s.a.), Saccharomyces cerevisiae es
un organismo unicelular, de forma mas o menos redondeada, su
célula presenta un ndcleo diferenciado y su tamafio oscila entre 2
amas de 200 um (Figura 20); siendo por lo tanto un organismo

eucariota (p.2).

Nota: Resultado de la identificacion microscopica de la cepa 10 OTX-2.

Fuente: Heredia Katherine y Kwok Estefania.
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3.4.3.

Los resultados obtenidos en la identificacion macroscopica, muestran que las cepas 10
OTX-2 y la 11 OTX-2, pertenecen al género Saccharomyces. Po lo que se presume su
autenticidad, sin embargo de acuerdo con Dulau & Palacios (2010), para conocer a que
género pertenece una levadura se deben realizar otras pruebas tales como las

microscopicas.

En las tablas 12 y 13 se observa los resultados obtenidos en la identificacién microscopica
de las levaduras que presentaron caracteristicas macroscopicas similares a
Saccharomyces. Estas cepas presentaron caracteristicas tales como; ceélula redonda,
nucleo diferenciado en el centro y tamafio 109.52 um de ancho y 96.51um de longitud.
Estos resultados son corroborados por Carrascosa (s.a), quien describe que la
caracteristica principal de la Saccharomyces es un ndcleo diferenciado asi como su

tamarnio, el cual oscila de 2 a mas de 200um.

La identificacion microscépica, esta influenciado por diversos factores, entre el cual esta
el método con el cual se identifica. De acuerdo con Linares & Solis (2011), para
identificar levaduras, existen varios métodos como la tincion, ya que las levaduras suelen
comportarse com Gram positivas, sin embargo este método solo sefiala si es levadura o
no (p.4). Por estd razon, el autor sefiala que el método més eficiente es tefiir a las
levaduras con lactofenol, ya que actia como liquido de soporte, agente fijador, tifie el
micelo y las esporas de color azul; para una mejor observacion. En las tablas de resultados

16 y 17 se puede observar al indentificacion microscopica con lactofenol.

Identificacién bioquimica de las levaduras que presentan capacidad fermentativa y

resistencia alcoholica

Como resultado de la identificacion bioquimica de las cepas 10 OTX-2 y la 11 OTX-2,
se confirm6 que las mismas pertenece al género Saccharomyces con una probabilidad
del 80.36% y del 97.41% respectivamente. Asi pues la identificacion bioquimica
corrobora los resultados obtenidos de la identificacion morfoldgica.
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Tabla 14.

Identificacion Biogquimica de las levaduras con capacidad fermentativa y resistencia alcohélica

Cddigo/foto

Imagen/ Autor

Cepa 10 OTX-2

Figura 21. Prueba Bioguimica de la cepa 10 OTX-2
Elaborado por: (Heredia y Kwok, 2014).

Resultados de la pruebas Remmel

Figura 22. Pruebas estdndar positivas para cada pocillos
Fuente: (Linares & Solis, 2011, p.15).

Como resultado de la identificacion bioquimica usando pruebas RapID Yeast
Plus Panel, se muestra la colorimetria de acuerdo a las reacciones de cada
pocillo. Al comparar con los colores pruebas se tienen los siguientes cédigos:
102102 (10 OTX-2) y 102100 (11 OTX-2).

Resultados mostrados por las pruebas RaplD Yeast Plus

Colorimetria.

Cepa 11 OTX-2

Figura 23. Prueba Bioquimica de la cepa 11 OTX-2
Elaborado por: (Heredia y Kwok, 2014).

Resultados de la pruebas Remmel
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Figura 24. Pruebas estandar positivas para cada pocillos
Fuente: (Linares & Solis, 2011, p.15).

L
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Nota: Resultado de la identificacion bioquimica de las cepas 10 OTX-2y 11 OTX-2.
Fuente: Heredia Katherine y Kwok Estefania.
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Tabla 15.

Resultados de la identificacion bioguimica de levaduras con el software ERIC®.

Reactivo Cadigos de las cepas a identificar

100TX-  110TX-2 8CTX-2 150TX-2 14 11
2 OTX-2 CTX-1

Glucosa - + + +
Maltosa

Sacarosa

+ o+ o+ o+

Trehalosa

+ + o+ o+ o+
1
1
1
1

Rafinosa -

Ester de 4cido - - - + - -
Graso

p-nitrofenil-N- - - - - - +
acetil-p, D-

galactosamide

p-nitrofenil-a,D- - - + - - -
glucosido

p-nitrofenil-B,D- + + + - + -
glucosido

O-nitrifenil-p, D- - - - - - +
galacésido

p-nitrofenil,a, D- - - + - - -
galactdsido

p-nitrofenil-B,D- - - + - - -
frucdsido

p-nitrofenil fosfato - - - - -

p-nitrofenil - - - - - -
fosforilcolina
Urea - - - - - +

Prolina-p- - - + - -

naftilamida

Histidina B- - + - + - +

naftilamida

Leucil-glicina  B- - - + - +

naftilamida

IDENTIFICACIO  Sacchar =~ Saccharo =~ Rhodotoru Candida Hasenul | Rhodot
N omyces myces la minuta glabrata a orula

SOFTWARE cerevisia = cerevisiae uvarum | rubrra
ERIC® e

Nota: Identificacion bioquimica con el software de las cepas 10 OTX-2y 11 OTX.2
Fuente: Heredia Katherine y Kwok Estefania.
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La tabla 15 muestra como resultado que la cepa 11 OTX-2 reacciona de manera
positiva para los pocillos de glucosa, maltosa, sucrosa, trehalosa y rafinosa
debido a, que al reacionar la levadura con el pocillo genera una tonalidad de
trasparente a amarillo (Ver Figura 22), por otra parte la levadura 10 OTX-2 no
reaciona de manera positiva en los pocillos de trehalosa y rafinosa ya que
muestra un color morado (Ver Figura 21), por lo que se presume que la cepa 11
OTX-2 tiene mayor posibilidad de pertenecer al género Saccharomyces, por su
excelente asimilacién azlcares. Los resultados son corroborados por Balows,
Hauster, & Herrmann (2011), quienes afirman que la asimilacion de azlcares
dada por un microorganismo genera &cidos, lo que hace que el pH del pocillo

descienda e induzca el cambio de color entre trasnparente y amarillo.

La tabla 15 se puede observar el resultado negativo para el pocillo que contiene
urea de las cepas 10 OTX-2 Y 11 OTX-2, por lo que se presume que las mismas
pertenecen al género Saccharomyces. Estos resultados son corroborados por
Céaceres & Reyna (2002), quienes detallan que una de las caracteristicas
distintivas del género Saccharomyces es el requerimiento de nitrégeno en forma
de amonio para la produccién de aminoacidos y la formacion de proteinas,
cualquier otra forma de nitrégeno no serd asimilado por la levadura. Asi pues, el
pocillo que contiene urea reaccionan de manera negativa, si se trata de levaduras
que pertenecen a dicho género, ya que no existe la hidrdlisis de este compuesto
por ende, formacién de productos alcalinos se ve inhibida, haciendo que el pH.,
no cambie y se produzca un color diferente al indicado como positivo en la

prueba.

De acuerdo con Linares & Solis (2011), la prueba bioquimica mas eficiente para
identificar organismos levaduliformes es la prueba RapID Yeast Plus System,
debido a que, contienenpanel 18 pocillos; cada uno un sustrato convencional o
cromogénico que detecta la asimilacion de carbohidratos, acidos organicos o

aminoéacidos, asi como la hidrdlisis de la urea y de acidos grasos.
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Permite identificar hasta 43 especies de levaduras (p. 16). Al compararlo con las
API, este método es méas eficiente ya que. las pruebas bioquimica API se
compone de 20 cupulas con sustratos deshidratados que permiten realizar 19
pruebas de asimilacion. Las cupulas se inoculan con un medio minimo
semisolido y las levaduras solo se reproducen si son capaces de utilizar el
sustrato correspondiente, lo que nos da una baja en los resultados esperado

(p.14).

Segun Beckett (2000), detalla que las caracteristicas de comportamiento del
sistema RapID Yeast Plus se han establecido mediante pruebas de laboratorio de
500 cultivos tipo, clinicos y de referencia en Remel, los cuales fueron
identificados correctamente 476 (95.2%) de los microorganismos estudiados.
Ademas se compar6 un total de 378 aislamientos con el sistema RaplD Yeast
Plus y con API 20C13, los cuales coincidieron 361 (95.5%) de los aislamientos

estudiados.

El sistema RapID Yeast Plus ha sido evaluado por un organismo independiente
utilizando 185 aislamientos clinicos de levaduras. Un total de 181 (97.8%)
fueron identificados correctamente por el sistema RapID Yeast Plus sin
necesidad de pruebas adicionales y 4 aislamientos (2.2%) fueron identificados
correctamente después de pruebas adicionales. No se detectd ningun error de
identificacion ( Beckett, 2000, p.6).
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3.5. Evaluacion de la cinética de crecimiento con los parametros de pH y
temperatura, de las cepas identificadas como Saccharomyces cerevisiae.

Tabla 16.

Resultados de la cinética de crecimiento a diferentes pH., de la cepa 10 OTX-2

pH 5.08 5.8 6.2 7.0
Tiempo Absorbancia Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia
1 0 0 0 0
2 0.0056 0.0173 0.0355 0.0032
3 0.0144 0.0569 0.0605 0.0114
4 0.0311 0.3359 0.2196 0.0301
5 0.0789 0.5881 0.5268 0.0638
6 0.1169 0.9794 0.8678 0.0936
7 0.2011 1.3803 1.1001 0.1772
8 0.3339 1.6854 1.3001 0.2123
9 0.4071 1.8012 1.5781 0.2678

Nota: Crecimiento de la cepa 10 OTX-2 a diferentes pH

Fuente: Heredia Katherine y Kwok Estefania.

Tabla 17.

Resultados de la cinética de crecimiento a diferentes pH., de la cepa 11 OTX-2

pH 5.08 5.8 6.2 7.0
Tiempo Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia Absorbancia

1 0 0 0 0

2 0.0046 0.0273 0.0275 0.0031
3 0.0094 0.0678 0.0519 0.0165
4 0.0141 0.4829 0.1696 0.0376
5 0.0489 0.8581 0.4278 0.0691
6 0.0899 1.0794 0.7978 0.0972
7 0.1005 1.3503 0.9061 0.1652
8 0.2339 1.5914 1.1901 0.2003
9 0.3071 1.8612 1.3781 0.2678

Nota: Crecimiento de la cepa 11 OTX-2 a diferentes pH

Fuente: Heredia Katherine y Kwok Estefania.
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Al evaluar la cinética de crecimiento de las cepas 10 OTX-2 y 11 OTX-2, se
obtuvo como resultado que el pH 6ptimo de crecimiento de las mismas es de 5.8
para ambas a comparacion de otros pH., debido a que se presentan mayor turbidez

conforme transcurre el tiempo; como se observan en las figura 25 y 26.

Crecimiento (nm) de la levadura 10 OTX-2 con relacién al pH.

Absorbancia vs Tiempo
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Figura 25. Resultados del crecimiento de la levadura 10 OTX-2 en relacion al pH

Elaborado por: Heredia Katherine y Kwok Estefania

Crecimiento (nm) de la levadura 11 OTX-2 en relacién al pH.

Absorbancia vs Tiempo
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Figura 26. Resultados del crecimiento de la levadura 11 OTX-2 en relacion a la
temperatura

Elaborado por: Heredia Katherine y Kwok Estefania.
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En la Figura 25 y 26, muestra el crecimiento microbiano de las cepas 10 OTX-2
y 110TX-2, a diferentes pH., donde se puede observar que existe mayor
crecimiento a un pH., de 5.8 ya que alcanza una absorbancia de 1.8012 (nm), y
1.8612, a las 96 horas (tiempo 9), después de este intervalo de tiempo la
absorbancia se mantiene, es decir entra a la fase estacionaria. Los resultados
corroboran con Céaceres & Reyna (2002), los cuales describen que los pH éptimos
para el crecimiento de Saccharomyces, esta entre los 5.8 y 6.3, y que después de
cierto intervalo de tiempo, este crecimiento se mantiene, lo que algunos autores le

denominan fase estacionaria.

Tabla 18.

Valores maximos de crecimiento alcanzados por las cepas 10 OTX-2y 11 OTX-2 en
relacion al pH.

pH
Cepa 5.08 5.8 6.2 7
10 OTX-2 0.4 1.8 1.5 0.26
11 OTX-2 0.3 1.86 1.38 0.26

Nota: Crecimiento de la cepas 10 OTX-2y 11 OTX.2 a maximos y minimos pH
Fuente: Heredia Katherine y Kwok Estefania.

Crecimiento de las levaduras 10 OTX-2y 11 OTX-2, en relacion al pH

Crecimeinto (Absorbancia nm) vs el pH
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Figura 27. Resultados del crecimiento de las levaduras 10 OTX-2y 11 OTX-2, en
relacion al pH

Elaborado por: Heredia Katherine y Kwok Estefania.
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Como se puede observar en la figura 27, ambas cepas presentan el mismo
comportamiento en funcion del pH. Es decir presentan un mayor crecimiento a
pH 5.8. Mientras que a pH bajos de este valor su crecimiento se ve inhibido o

retardado.

Significa que estas dos cepas son muy sensibles a cambios pequefios de pH,

debido aque apH 5.08 y a pH 6.2 y 7.0, baja drasticamente su crecimiento.

Tabla 19.

Resultados de la cinética de crecimiento a diferentes temperaturas de la cepa 10 OTX-2.

Temperatura 15°C 25°C 35°C 40°C
Tiempo Absorbancia | Absorbancia Absorbancia Absorbancia

1 0 0 0 0

2 0.0481 0.0608 0.0336 0.0242
8 0.0966 0.1006 0.0490 0.0367
4 0.1599 0.3803 0.0807 0.0571
5 0.4280 0.6014 0.0859 0.0682
6 0.7441 0.9003 0.0928 0.0932
7 0.9943 1.1201 0.1835 0.1718
8 1.1993 1.3231 0.3714 0.2978
9 1.2501 1.4619 0.5546 0.3678

Nota: Crecimiento de la cepa 10 OTX-2 a diferentes temperaturas.

Fuente: Heredia Katherine y Kwok Estefania.

Tabla 20.

Resultados de la cinética de crecimiento a diferentes temperaturas de la cepa 11 OTX-2

Temperatura 15°C 25°C 35°C 40°C
Tiempo Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia

1 0 0 0 0

2 0.0382 0.0708 0.0236 0.0242
3 0.0666 0.1106 0.0339 0.0367
4 0.0939 0.4803 0.0707 0.0571
5 0.3281 0.7014 0.0959 0.0682
6 0.8041 1.1003 0.1128 0.0932
7 1.2943 1.5201 0.1835 0.1718
8 1.4993 1.8231 0.3714 0.2978
9 1.5501 2.0619 0.5546 0.3678

Nota: Crecimiento de la cepa 11 OTX-2 a diferentes temperaturas.

Fuente: Heredia Katherine y Kwok Estefania.
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En las figuras 28 y 29, muestra el crecimiento microbiano de las cepas 10 OTX-2
y 110TX-2, a diferentes temperaturas, donde se puede observar que existe mayor
crecimiento a una temperatura de 25°C, ya que alcanza una absorbancia de 1.4619.,
y 2,0619 (nm.), a las 96 horas (tiempo 9), después de este intervalo de tiempo la
absorbancia se mantiene, es decir entra a la fase estacionaria. Los resultados son
corroborados por Céceres & Reyna (2002), los cuales describen que la
temperatura Optima para el crecimiento de Saccharomyces, es 25°C, y que

después de cierto intervalo de tiempo, este crecimiento se mantiene.

Crecimiento (nm) de la levadura 10 OTX-2, en relacion a la temperatura

Absorbancia vs tiempo
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Figura 28. Resultados del crecimiento de la levadura 10 OTX-2, en relacién a la

temperatura.
Elaborado por: Heredia Katherine y Kwok Estefania

Crecimiento (nm) de la cepa 11 OTX-2, en relacion a la temperatura
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Figura 29. Resultados del crecimiento de la cepa 11 OTX-2, en relacién a la temperatura.

Elaborado por: Heredia Katherine y Kwok Estefania.
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Tabla 21.

Valores maximos de crecimiento (nm) alcanzados por las cepas 10 OTX-2y 11 OTX-2, en
relacion a la temperatura.

Cepa Temperatura

15 25 35 40
10 OTX-2 1,25 1,46 0,55 0,36
11 OTX-2 15 2,06 0,55 0,36

Nota: Crecimiento de las cepas 10 OTX-2y 11 OTX-2 a temperaturas maximas y minimas.
Fuente: Heredia Katherine y Kwok Estefania.

Crecimiento de las levaduras 10 OTX-2y 11 OTX-2 en relacién a la temperatura

Crecimiento (Abs nm) vs Temperatura
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Figura 30. Resultados del crecimiento de la cepa 11 OTX-2, en relacién a la
temperatura.

Elaborado por: Heredia Katherine y Kwok Estefania.

Ambas cepas presentan mejor crecimiento a 25°C, en un descenso con el
incremento de la temperatura hasta los 38°C. No obstante, la cepa 11 OTX-2
alcanzé el mayor crecimiento a todas las temperaturas y siendo el valor mas

elevado el obtenido a 25°C con una absorbancia de 2.05 nm.

Cuando las bacterias estan en fase logaritmica de crecimiento o de declinacién
la representacion de la absorbancia frente al tiempo forma una linea casi recta.
Si las lecturas de la absorbancia son compatibles con el recuento en la placa
del mismo cultivo esta correlacion se puede utilizar en estimaciones futuras del

namero de bacterias obtenidas directamente por turbidimetria.
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De acuerdo con Ocofia (2007), para que puedan visualizarse las primeras trazas
de turbidez debe haber méas de un millén de células por mililitro y se precisan
de 10 a 100 millones por mililitro para que la suspension se vuelva lo bastante
turbia como para ser medida en un espectrofotometro. Por lo tanto la
turbidimetria no es un método til para medir la contaminacion de liquidos por

un numero relativamente pequefio de bacterias (p.2).
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CONCLUSIONES

A partir de los frutos de taxo (Passiflora mollissima) muestreados en las
parroquias de Calderdn y Juan Montalvo (Cayambe), fue posible aislar un total de
23 y 26 cepas puras respectivamente, con caracteristicas morfologicas diferentes

mediante la técnica de aislamiento por estrias.

En cuanto a la obtencion de cultivos puros de levaduras, el método de asilamiento
mas eficiente de acuerdo a los resultados obtenidos en la presente investigacion

es la técnica por estrias a comparacion de la técnica por difusion en placa.

El taxo (Passiflora mollissima), constituye un buen hospedero de
microorganismos tales como levaduras de los géneros Candida, Rhodotorula,
Kloekera. No obstante, el género Saccharomyces, el principal responsable de la
fermentacion alcoholica crece en menor proporcién, por lo que se concluye que

no es factible obtener iniciadores de esta fruta.

Al realizar las pruebas de resistencia alcohdlica, se obtuvo que solo el 29.41% de
un total de 49 cepas son resistentes a concentraciones de etanol del 8% (v/v), de
las cuales solo dos cepas 10 OTX-2 y 11 OTX-2, pertenecen al género
Saccharomyces. Por lo cual se concluye que el taxo no posee alta diversidad de

levaduras de este género.

En la seleccion de las levaduras con caracteristicas fermentativas el medio lisina
permite diferenciar entre especie del género Saccharomyces y otros como
Candida y Rhodotorula, por su contenido de nitrogeno en su forma no asimilable
para las levaduras del género Saccharomyces, lo que impide su desarrollo.

Al comparar los medios de crecimiento YPD agar y SDA, se concluye que el
medio éptimo para la identificacibn macroscdpica en cuanto a caracteristicas
como la elevacion, la forma, el contorno y aspecto, es el medio SDA. Ya que,
permite una mejor visualizacion de las cepas, debido a que posee un pH optimo

(6.0) para un desarrollo completo de las cepas.
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Al evaluar diferentes factores en la cinética de crecimiento, se establecio que la
temperatura y pH optimo de crecimiento son de 25°C y 5.8 respectivamente, ya
que las levaduras presentaron un buen crecimiento en las condiciones

establecidas.

La espectrofotometria es un método répido para medir el crecimiento microbiano,
sin embargo este permite distinguir entre células viables (vivas) y células no
viables (muertas), por lo que es menos confiable, para la determinacién de la

viabilidad de las levaduras.
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RECOMENDACIONES

En la identificacion bioquimica se recomienda utilizar cultivos jévenes y puros
de levaduras, con el fin de obtener resultados confiables en cuanto a la

identificacion de la especie.

En busca de mas investigaciones a nivel microbiolégico y enoldgico se
recomienda utilizar las levaduras aisladas a partir del fruto de taxo en la
produccion de vino a nivel de laboratorio, con el fin de probar su efectividad

para posteriores procesos industriales.

Al evaluar la cinética del crecimiento microbiano mediante espectrofotometria
es recomendable utilizar el blanco y la absorbancia apropiados para cada

microorganismo.

Utilizar el método por conteo de levadura mediante la cAmara de Neubawer
con el fin de determinar la viabilidad de las levaduras asiladas.

Realizar investigaciones sobre levaduras con caracteristicas fermentativas y

resistencia alcohdlica, capaces de producir vino a nivel industrial, a partir de

otras frutas endémicas que presenten caracteristicas similares a la uva.
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GLOSARIO

Aminas bidgenas: Son compuestos formados por la transformacion de los
aminoacidos que se encuentran en los alimentos por la accion de enzimas

generadas por microorganismos

Artroconidias: Conidias talicas, que resultan de la fragmentacion o lisis de una
hifa vegetativa, se separa por tabicamiento

Ascas: Célula sexual productora de esporas de los hongos ascomicetos.
Blastoconidia: Conidio que se produce por gemacién, como en las levaduras.

Clamidospora: Es un tipo de espora de paredes gruesas de varias clases de los
hongos. Son el resultado de la reproduccion asexual mediante los conidios

Ilamados clamidoconidios.

Descarboxilacion: Reaccidn quimica en la cual un grupo carboxilo es eliminado

de un compuesto en forma de didxido de carbono (COy).

Fermentacion malolactica: Es el proceso por el cual el &cido mélico (presente
en la pulpa de muchas frutas) se transforma quimicamente en acido lactico; por
medio de bacterias de origen lactico existentes de forma natural en el entorno, o

en el interior de la fruta misma.

Hifas: Son elementos filamentosos cilindricos caracteristicos de la mayoria de
los hongos que conforman su estructura vegetativa. Estan constituidos por una
fila de células alargadas envueltas por la pared celular que, reunidas, forman el

micelio.

Metabolismo heterofermentativo: Se lleva a cabo mediante la via del 6-
fosfogluconato y origina por cada mol de hexosa consumida, un mol de CO2, un
mol de etanol (o acido acetico) y un mol de acido lactico.

Micelio: Es la masa de hifas que constituye el cuerpo vegetativo de un hongo.

Transaminacion: Reaccion entre un aminoacido y un alfa-cetoacido.
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Tubo germinal: Es una extension filamentosa de la levadura, sin estrechamiento
en su origen, cuyo ancho suele ser la mitad de la célula progenitora y su longitud

tres 0 cuatro veces mayor que la célula madre.
YPD: Yeast Extract Peptone Dextrose.

SDA: Sabouroad Dextrose Agar.
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ANEXOS

Anexo 1. Preparacion y dispensacion de medios de cultivo.

Elaborado por: Heredia Katherine y Kwok Estefania.
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Anexo 2. Resistencia alcoholica de cepas aisladas de frutos del cantén Cayambe

Cédigo Concentracion de etanol
6% 8% 10%

10 OTX-2
Saccharo
myces

11 OTX-2
Saccharo
myces

11 0TX-1

14 OTX1-1

140TX1-2

Elaborado por: Heredia Katherine y Kwok Estefania.
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Anexo 3. Resistencia alcohdlica de cepas aisladas de frutos de la parroquia Calderon.

Cddigo

Concentracion de etanol

6%

8%

10%

2CTX-2

3CTX-3

7CTX-3

8 CTX-2

10 CTX-2

Elaborado por: Heredia Katherine y Kwok Estefania.
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Anexo 4. Identificacidon macroscépica de cepas aisladas de frutos del cantén Cayambe.

Cédigo Color Tamafio | Forma Aspecto | Caracteristicas Foto
del contorno

2 OTX1-1 | Blanco Pequefia | Alargada | Lisa y | Borde Irregular
2 OTX1-2 plana

4 0TX3-1 | Amarillo | Pequefia | Ovoide Lisa vy | Borde Regular y
4 OTX3-2 plana transparente

6 OTX-1 Blanco Pequefia | Alargada | Lisa y | Borde Regular
6 OTX-4 plana

80TX-1 Amarillo | Mediano | Alargado | Rugosa y | Centro oscuro y
fuerte con borde irregular

volumen

8 OTX-2 Amarillo | Mediano | Alargado | Lisa y | Centro oscuro y
13 0TX-3 con borde irregular

volumen
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10 0TX-1 | Crema Pequefia | Esférica | Lisa y | Borde Regular
100TX-2 | con un plana
10 OTX-3 | centro de

color

amarillo
11 0TX-1 | Crema Mediana | Esférica | Lisa y | Borde Regular
110TX-2 |con un plana

centro de

color

amarillo
120TX1-1 | Blanco Pequefia | Ovoide Liso vy | Borde Regular
120TX1-2 plana
130TX1-2
150TX-2
130TX1-1 | Blanco Pequefia | Ovoide Liso vy | Borde Regular
140T7X1-1 con
140TX1-2 volumen

Elaborado por: Heredia Katherine y Kwok Estefania.
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