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Introduccidn

Existen levaduras que pueden fermentar alto con-
tenido de azucar, y lo podemos encontrar en estado
natural, tal es el caso de las uvas que se cultiva en el
valle de Chorunga de la provincia de Arequipa, estas
cepas se encuentran en Vitis vinifera var. negra crio-
lla; al igual que otros frutos posee una diversidad de
microorganismos esencialmente levaduras, de impor-
tancia industrial como es el caso de Zygosaccharomy-
ces bailii, debido a su alta produccion de ésteres, sien-
do un iniciador mixto en el proceso de fermentacion
en los vinos, que le confiere mejor cuerpo y sabor al

producto final, Existen estudios donde se indica que
los 4cidos débiles como el dcido sorbico, el acético, se
utilizan en muchos alimentos de pH bajo para evitar
que los hongos los echen a perder. La levadura de des-
composicion Zygosaccharomyces bailii es notoria por
su extrema resistencia a los conservantes y su capaci-
dad para crecer por encima de las concentraciones de
conservantes legalmente permitidas.

En el presente trabajo se pudo aislar, realizar su
identificacion molecular y evaluar su capacidad fer-
mentativa.
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Metodologia

Aislamiento

Las muestras recolectadas (uva) fueron llevadas al
laboratorio para ser estrujadas con la finalidad de ex-
traer el mosto, a alli se evalu6 los grados Brix, poste-
riormente se llevo a incubar a 22°C por 5 dias con la
finalidad que se multipliquen las levaduras.

Obtencion de biomasa
Considerar las colonias caracteristicas; suspender una
colonia en 20 mL. de DG18 liquido, incubar a 25°C
por 24 horas, luego esta suspension colocar en 500
mL. de medio liquido, dejar incubar por 3 dias.

La biomasa obtenida se centrifuga a 3500 rpm. Por
5 minutos en tubos Eppendorf® de 2 mL. con la fina-
lidad de obtener los pellet, congelar a -20°C, hasta en
dia de la extraccion de ADN.

Aislamiento de ADN y amplificacion del gen
RNAr 18S
El ADN de las cepas nativas se realiza de la siguiente
manera: con un asa de kholle tomar una colonia de la
placa Petri, luego re suspender en 600 ulL. de buffer
de lisis 1X en un Eppendorf®, incubar en hot block
por 45 minutos a 65 °C, luego anadir 100 uL. de mi-
croperlas y agitar a 3 000 rpm por 3 minutos, después
agregar 300 uL. de Fenol-Cloroformo, agitar y llevar
a centrifugacion con refrigeracion por 10 minutos a
maxima velocidad (24 000 rpm). El sobrenadante se
recolecta y se coloca en un nuevo Eppendorf®, lue-
go anadir 500 uL. de isopropanol, centrifugar por 10
minutos a maxima velocidad, después eliminar el so-
brenadante, luego afiadir 600 uL. de etanol absoluto,
se lleva a centrifugacion por 2 minutos y se descarta
el sobrenadante; el pellet que contiene el ADN se re
suspende con 100 uL. de agua destilada estéril.
Posteriormente la amplificacion del ADN se reali-
za mediante la técnica del pcr. Para realizar la pCRr, a
cada tubo de pcr se afiade 2 uL. de ADN de cada mues-
tra, luego medir 2 uL. de 1a solucion de primers para la
amplificacion del gen del RNAr 18S (cada uno con una
concentracion final de 200 uM), y 30 uL. de Platinum
Blue PCR Supermix® High Fidelity. Los tubos, fueron
colocados en un termociclador BioRad (MyCycler™
ThermalCyclerSystem WithGradientOption) y se
programo de la siguiente manera: 95 °C por 5 minu-

tos, 25 ciclos de 94 °C por 70 segundos (desnatura-
lizacion), 55 °C por 70 segundos (hibridacion) y 72
°C por 70 segundos (extension). Finalmente 1 ciclo
a 72 °C por 7 minutos. Luego de la amplificacién las
muestras seran mantienen en el termociclador a 4°C
(post incubacién).

Electroforesis y purificacién de productos de
PCR

El producto de la PCR se separa en un gel de agaro-
sa al 1,5% y la banda del gel correspondiente al gen
RNAr 18S se corta para su purificacion utilizando el
kit QIAquick PCR Purification Kit donde se utiliza
columnas de QIAGEN® vy se sigue las instrucciones
de la compania.

Secuenciacion de productos de PCR y Filogenia
molecular

A 20 ul.. de DNA purificado se le afiade 1 uL. de Pri-
mer para secuenciar (el gen RNAr 18S para levaduras)
los tubos se etiquetan y se envian al DNA Sequencing
Functional Biosciences, Inc®. Las secuencias del gen
RNAr 18S de las cepas nativas, que fueron obtenidas
por secuenciacion, fueron analizadas individualmen-
te y comparadas con las secuencias depositadas en la
base de datos GenBank utilizando el algoritmo BLAST
(blast) (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), y luego se
construye arboles filogenéticos para determinar las
distancias genéticas, porcentaje de similitud con otras
especies.

Capacidad osmética de las levaduras

Se suspendi6 200 uL de pellet en 1 mL de DG18 li-
quido, sin glucosa. Seguidamente, se prepararon solu-
ciones de glucosa al 10, 20, 30, 40 y 50°Bx estériles y
filtradas; se colocaron 5 mL de cada solucion en tubos
con tapa rosca, se inoculd 95 uL a 12 tubos

Determinacidon de azucares reductores (Miller,
1959)

La determinacion de aztcares reductores se realizé
por el método del pNs (Miller, 1959), el cual se basa
en el acido 3,5 dinitrosalicilico en medio alcalino re-
acciona con el grupo reductor de la glucosa, forman-
do un compuesto de color marrén cuya intensidad es
proporcional a la cantidad de azdcares presentes.
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REACTIVOS

Solucion pns: Disolver 11 g. de hidroxido de sodio, 10
g. de DNs, 2 g de fenol y 0,5 g. de bisulfito de sodio y
llevar a un litro; conservar en frasco oscuro en refri-
geracion.

Sal de Rochelle: Preparan una solucion al 40% (p/v)
de tartrato de sodio y potasio. Guardar en frasco os-
curo en refrigeracion.

Solucién estindar de glucosa o fructosa: Preparar 6
soluciones entre 2 y 20 mM de glucosa o fructosa, ha-
ciendo las diluciones con agua bidestilada esteril.
PREPARACION

Tomar 0.5 mL de solucion de glucosa o fructosa, adi-
cionar 3mL. de la solucion de DNs; calentar a ebulli-
cion por 5 minutos, luego adicionar 1mL de solucion
de sal de rochelle y agregar luego 15 mL. de agua
destilada, mezclar bien y se. lee para obtener el 0.D.
a 550 nm. Para construir la curva estandar, se deter-
min6 por duplicado a absorbancia de cada solucion
(de 2-20 mM de glucosa o fructosa) sometida al tra-
tamiento descrito anteriormente. Los resultados pre-
sentados a continuaciéon se sometieron a regresion
lineal.

ANALISIS DE LA MUESTRA

La muestra a analizar en caso fuera necesario se de-
bera diluir a una concentraciéon tal que se permita
obtener una lectura de p.0 a 550 nm que se encuen-

tre dentro de la curva estandar. Los resultados seran
expresados como porcentaje de azucares reductores
expresados en glucosa o fructosa

Resultados y discusion

Aislamiento, caracterizacion macroscdépica y
microscépica

El aislamiento de las levaduras osmofilas se realizd
mediante la observacion de sus caracteristicas ma-
croscopica de las colonias (forma, color, borde, tex-
tura, elevacion, consistencia y tamafo). Las colonias
de Zygosaccharomyces bailii mostraron forma redon-
da, bordes enteros, superficie lisa, cremosa, elevacion
convexa, consistencia cremosa y tamano de 2.5 mm,
en cuanto a su color Z. bailii mostro un color naran-
ja intenso. A nivel microscopio fueron pequefas en
comparacion a la citadas en bibliografia (Figura 1).

Zygosaccharomyces bailii.

La secuencia microbiana de la cepa mostré un 99% de
similaridad con Zygosaccharomyces bailii strain ATCC
42476 18S ribosomal RNA gene. Se muestra una esca-
la de 0,0007 que sugeriria una variacién genética del
0,02% en relacion a la longitud de las ramas obser-
vadas entre el microorganismo de interés y los otros
diferentes microrganismos mostrados en el dendro-
grama (Figura 2).

Observacion en placa (A), a microscopio x 40 (B) de Zygosaccharomyces bailii.

parabailii stram ATCC 60483 chromosome 11, complete sequence

IcliQuery,_42095

[ Zygosaccharomyvces bailii strain ATCC 42476 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal

spacer 1, 585 RNA gene, and intemal transcribed spacer 2, complete sequence; and 265 ribosomal RNA gene, -

Zygosaccharomyces bailii strain ATCC 38924 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and intemal transcribed spacer 2, complete sequence; and 265 ribosomal RNA gene. ..

Dendrograma construido con el método de evolucién minima rapida usando el arbol filogenético en el programa
BLAST, para inferir las relaciones de la secuencia de la cepa Zygosaccharomyces bailii. con los registros de GenBank.



Capacidad Osmdtica

Para el caso de la cepa identificada, esta mostro una
capacidad osmotica capaz de fermentar la glucosa a
diferentes concentraciones, observando que la Zygo-
saccharomyces bailii, fermenta la glucosa hasta 50 %
con una capacidad del 64 %, como se muestra en la
Tabla 1 y Figura 3.

Se han propuesto diferentes clasificaciones de le-
vaduras de acuerdo con la tolerancia a distintas con-
centraciones de azucar. Por ejemplo, establecen las
siguientes categorias: levaduras osmotolerantes, si
crecen en 2 6 40% (p/v) de glucosa; no osmotoleran-
tes si crecen sélo en 2% (p/v) de glucosa; y osmofili-
cas si crecen en 60% (p/v) de aztcar [8].

Las levaduras osmotolerantes, sin embargo, son
capaces de sintetizar y retener glicerol, incluso algu-
nas poseen bombas para la captacion activa de glice-
rol del medio). Esta concentracion intracelular de gli-
cerol parece estar regulada por la 34 externa mediante
una ATPasa de membrana. (Deak y Beuchat, 1996).

Las levaduras del género Zygosaccharomyces, son
importantes por su capacidad para crecer en medios
con elevadas concentraciones de aztcar (de aqui que
se les conozca con el calificativo de osmofilas), inter-
viniendo en la alteracion de la miel, jarabes, melaza
y también en la fermentacion de la salsa de soja y de
algunos vinos Z. nusshaumeri es una especie que crece
en la miel [2].

Tabla 1. Consumo de glucosa después de 48 horas por la Zygosaccharomyces baillii

Concentracion

Zygosaccharomyces bailii

glucosa Abs. inicial (A) final
0 0 0
10 0.375 0.1125
20 0.3157 0.1105
30 0.156 0.0780
40 0.166 0.0745
50 0.183 0.0660

Absorbancia. vs % de Glucosa a 48 hrs.

0.14

0.12
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Figura 3. Evaluacién del consumo de glucosa por Zygosaccharomyces bailii a las 48 h.
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Zygosaccharomyces bailii es una levadura conocida
como uno de los microorganismos mds agresivos para
el deterioro de los alimentos, a menudo aislada como
contaminante durante la fermentacion del vino, asi
como de muchos alimentos 4cidos, con alto contenido
de aztcar y enlatados. La capacidad de deterioro de-
pende de la tolerancia a los conservantes mas comu-
nes, como el sulfito, el dimetil dicarbonato, el 4dcido
acético y el acido sorbico, muchos estudios han re-
velado la resistencia de la levadura, que comprenden
la desintoxicacion de conservantes, la adaptaciéon del
pH citoplasmico y la modulacion de la composicion
de la pared celular/membrana. Al mismo tiempo, Los
rasgos descritos revelaron a Z. bailii como un nuevo
potencial para los bioprocesos industriales.

Comprender las propiedades metabolicas y los
mecanismos genéticos de Z. bailii es importante para
sus aplicaciones industriales. Xu et al., (2017) estu-
diaron las caracteristicas de fermentacion de Z. bailii
MT15 de la fermentacion de licor con sabor a Maotai
chino. Z. bailii MT15 produjo varios compuestos de
sabor, incluidos 19 alcoholes, seis acidos, tres ésteres,
tres cetonas y dos aldehidos. Ademads, la produccion
de 4cidos y aldehidos se increment6 en 110 y 41%,
respectivamente, a 37°C y 30°C, lo que indica su ex-

celente productividad de sabor. Z. bailii MT15 es un
diploide con un tamafio de genoma de 20.19 Mb. Su
trabajo reveld la contribucion potencial de Z. bailii a
varios compuestos de sabor en la fermentacion de ali-
mentos, y produjo informacion sobre los mecanismos
metabolicos de Z. bailii en la produccion de sabor.

Se evalu6 a Zygosaccharomyces bailii BCV 08 como
co-iniciador en fermentaciones con Saccharomyces
cerevisiae, encontrando asi claramente el potencial de
Z. bailii BCV 08 como iniciador mixto con S. cerevisiae
para aumentar la complejidad aromatica del vino [3].

Conclusién

Se identific6 mediante la amplificaciéon y secuencia-
cion del gen 18S rapN. a las levaduras Zygosaccha-
romyces bailii. Es conocido el interés actual de las le-
vaduras osmofilas en la conservacion de diferentes
alimentos como salsas, aderezos, jarabes, etc. tal es el
caso de Z. bailii.

Zygosaccharomyces bailii, con respecto al consumo
de sacarosa en la solucion a 50°Brix; ésta caracteris-
tica hace que éstas levaduras puedan aprovecharse de
manera mas eficiente en la industria vitivinicola en
el Perd.
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