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La mayoria de las propiedades tecno-
I6gicas que poseen los microorganismos
utilizados en la industria agroalimentaria
son cepa-dependiente. Este hecho eviden-
cia la importancia de preservar y mante-
ner las colecciones de cultivo, apoyando
la busqueda de nuevos aislados y los es-
tudios de conservaciéon de microorganis-
mos.

El valor de las Colecciones de Cultivo
Microbianas aumenta y se enriquece con-
forme se realizan actividades de investi-
gacion destinadas a la identificacion y ca-
racterizacién de los microorganismos que
las constituyen. En este sentido, desde
los afos 2000, el Area de Tecnologia de
los Alimentos viene realizando, de forma
paulating, la identificacion y caracteriza-
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cién de aislados de origen sidrero que
constituyen la Coleccion de Cultivos
Autéctonos del SERIDA.

Identificacion de recursos
microbianos

En la actualidad, la identificacion de
microorganismos se realiza mediante
técnicas de biologia molecular. Estos mé-
todos analizan el genoma de los microor-
ganismos de manera independiente al
estado fisioldgico de las células. Tienen
como principal ventaja producir menos
ambigliedades e incorrecciones que los
métodos convencionales de identifica-
cioén, en los que las caracteristicas anali-
zadas estdn fuertemente influenciadas
por las condiciones de cultivo.
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Figura 1.-Perfiles de
amplificacién y restriccion
de la regién ribosémica
5,8S-ITS de levaduras
visualizados mediante
electroforesis.

1A: Amplificados
obtenidos en la reaccion
de PCR.

1B: Fragmentos de
restriccion derivados de
la actividad del enzima
Cfo | sobre los
amplificados.
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Fragmentos de restriccion de 385 y 365 pb

Las dos técnicas utilizadas para identi-
ficar a nivel de género o especie los re-
cursos de origen sidrero son: el analisis de
restriccion de la regién ribosémica 5,8S
(levaduras) y la secuenciacion de la regién
ribosémica 16S (bacterias lacticas).

En el caso de las levaduras la metodo-
logia consiste en amplificar mediante PCR
la region 5,8S-ITS del ADN ribosomal y
luego digerir dicha regiéon con enzimas
de restriccién (Figura 1). Las diferencias
de tamano de las secuencias nucleotidi-
cas, visualizadas mediante electroforesis,
dan lugar a patrones especie-especificos
(Esteve-Zarzoso y col., 1999). Finalmente
la identificacion se obtiene comparando
los tamanos moleculares de los fragmen-
tos de ADN con cepas de referencia y
con la base de datos Yeast-id (http://
www.yeast-id.com). Con esta técnica se
han identificado en torno a 2000 levadu-
ras detectandose la presencia, en sidras
asturianas, de 14 especies (Tabla 1).

Por su parte, para la identificacion de
las bacterias lacticas se realiza en primer
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lugar una amplificacién de un fragmento
del ADN ribosémico 16S de aproximada-
mente 530 pares de bases (Werning y
col. 2006). Posteriormente este fragmen-
to se secuencia y la secuencia nucleotidi-
ca obtenida es alineada, empleando el
programa informatico BLAST y compara-
da con la base de datos NCBI (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov) para obtener la
asignacion de la bacteria a nivel de géne-
ro o de especie (Figura 2). Hasta el mo-
mento se ha realizado la identificacién de
aproximadamente 400 bacterias lacticas
que han sido clasificadas en nueve espe-
cies (Tabla 1).

Caracterizacion molecular,
fisiologica y tecnoldgica de
recursos microbianos

Las actividades orientadas a caracte-
rizar, es decir a diferenciar inequivoca-
mente los distintos individuos o cepas de
las Colecciones de Cultivo Microbianas y
a determinar sus propiedades o atributos
suelen abordarse por grupos microbia-
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nos. En este sentido, los recursos de ori-
gen sidrero se agrupan en levaduras Sac-
charomyces, levaduras no-Saccharomyces
y bacterias lacticas.

La diferenciacion de cepas se realiza
mediante métodos moleculares (Figura 3).
Asi, en el caso de las levaduras Saccha-
romyces se utiliza el andlisis de restric-
cion del ADN mitocondrial (Querol y col.,
1992). Dicha molécula posee un alto gra-
do de variabilidad en las levaduras de es-
te género y es muy estable durante los
procesos de multiplicacién. Las diferen-
tes cepas se evidencian, mediante elec-
troforesis, por la presencia de distintos
perfiles de digestién. Para las levaduras
no-Saccharomyces y bacterias lacticas, el
polimorfismo entre individuos se evalla
por la presencia 0 ausencia de fragmen-
tos de ADN amplificado cuando se utili-
zan cebadores o iniciadores de secuen-
Cia arbitraria y corta longitud (Zapparoli y
col. 2000; Bujdosé y col. 2001).

La caracterizacion fisioldgica y tecno-
I6gica de cepas genera informacion que
puede ser utilizada para mejorar los pro-
cesos de elaboracion y la calidad de los
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Levaduras

Candida glaebosa
Candida parapsilosis
Candida vini

Dekkera bruxellensis
Hanseniaspora osmophila
Hanseniaspora uvarum
Hanseniaspora valbyensis
Metschinikowia pulcherrima
Pichia guilliermondii

Pichia membranafaciens
Zygossaccharomyces bailii
Saccharomyces bayanus
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomycodes ludwigi

productos. En este sentido, para cada
grupo microbiano se han analizado ca-
racteristicas acordes a las actividades o
funciones que poseen durante la transfor-
macion del mosto de manzana (Figura 4).

Para las levaduras Saccharomyces,
principales responsables de la fermenta-
cién de los azlcares del mosto, se han
analizado caracteristicas consideradas
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Bacterias lacticas

Lactobacillus collinoides
Lactobacillus diolivorans
Lactobacillus hilgardii
Lactobacillus plantarum/pentosus
Lactobacillus rhamnosus
Leuconostoc mesenteroides
Oenococcus oeni

Pediococcus ethanolidurans
Pediococcus parvulus

i

Tabla 1.-Especies de
levaduras y bacterias
lacticas a las que
pertenecen los recursos
microbianos de origen
sidrero.
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Figura 2.-Perfiles de
amplificacion visualizados
mediante electroforesis y
electroferograma de la
region ribosémica 16S
de bacterias lacticas.

2A: Amplificados
obtenidos en la reaccion
de PCR.

2B: Electroferograma
derivado de la
secuenciacion del
fragmento de ADN
amplificado.
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Figura 3.-Caracterizacion

molecular de recursos

microbianos de origen

sidrero.

3A: Perfiles de restriccion M: Marcador molecular
del ADN mitocondrial de
levaduras del género
Saccharomyces.

3B: Perfiles de
amplificacion obtenidos
mediante RAPD con el
oligonucledtido RM13
de levaduras
no-Saccharomyces.

3C: Perfiles de
amplificacion obtenidos
mediante RAPD con el
oligonucleétido M13 de
bacterias lacticas.

1-14: Aislados de levaduras Saccharomyces

M: Marcador molecular.
B: Blanco de reaccion

1-23: Aislados de levaduras no Saccharomyces.

M: Marcador molecular.
B: Blanco de reaccion.

1-27: Aislados de bacterias lacticas.

criterios discriminantes a la hora de reali-
zar una seleccién de iniciadores o starters
(Tabla 2). Asi por ejemplo, en este géne-
ro se ha evaluado la capacidad de las
distintas cepas para producir y tolerar
etanol, producir ésteres, alcoholes supe-
riores y compuestos volatiles que influyen
en el aroma de las sidras y otros aspectos
como la produccién de toxina killer o las
caracteristicas espumantes. En el caso de
las levaduras no-Saccharomyces, produc-
toras de bajas graduaciones alcohélicas y
| altas concentraciones de sustancias vola-
Tabla 2.-Caracteristicas tiles que influyen en el aroma de los fer-
el 7 teenelgist mentados, se ha analizado su tolerancia
analizadas en recursos ., ..
microbianos de origen al etanol y la produccion de actividades
sidrero. enzimaticas. Finalmente, para las bacte-
rias lacticas, responsables de la transfor-

Levaduras Saccharomyces Levaduras no-Saccharomyces
Tolerancia al etanol Poder fermentativo

Poder fermentativo Produccion de aromas

Produccién de aromas Determinacion de actividad pectolitica
Produccion de 4cido acético Determinacién de actividad proteolitica
Produccioén de dioxido de azufre Determinacion de actividad glicosidasa

Produccién de acido sulfhidrico
Determinacion del factor killer
Capacidad de floculacién
Caracteristicas espumantes
Determinacion de actividad glicosidasa
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macioén malolactica y de importantes alte-
raciones en sidra (picado lactico, picado
alilico y filado), las caracteristicas deter-
minadas han sido la produccién de sus-
tancias alterantes y nocivas para la salud,
y la capacidad de metabolizar el acido
malico en cepas Oenococcus oeni 'y Lac-
tobacillus plantarum/pentosus.

Por altimo, cabe destacar que la infor-
macion asociada a las acciones de inves-
tigacion sobre la Coleccion de Cultivos
Autoctonos del SERIDA ha propiciado el
uso de recursos microbianos de origen
sidrero en la mejora de procesos de ela-
boracion de productos como la sidra na-
tural, la sidra de segunda fermentacion
en botella o el aguardiente de magaya.

Bacterias lacticas

Caracter homo-heterofermentativo

Produccion de acido acético

Produccion de aminas bidgenas

Produccién de precursores de carbamato de etilo
Produccién de polisacaridos extracelulares
Determinacion del fenotipo ropy

Rendimiento transformacion malolactica
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Caracteristicas evaluadas en aislados de bacterias lacticas
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Figura 4.-Caracterizacion
fisiolégica y tecnolégica
de recursos microbianos
de origen sidrero.

4A: Poder fermentativo;
4B: Produccion de acido
sulfhidrico;

4C: Caracteristicas
espumantes;

4D: Determinacion del
factor killer;

4E: Produccion de
aromas;

4F: Determinacion
actividad glicosidasa;
4G: Determinacion
actividad proteolitica;
4H: Caracter homo-
heterofermentativo;

41: Produccion de
precursores de
carbamato de etilo;

4J: Produccién de aminas

biégenas;
4K: Determinacion de
fenotipo “ropy”.



