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Colonias de levaduras.

Los microorganismos son el grupo
de seres vivos menos conocido y con
mas potencialidad. Desde tiempos remo-
tos han sido empleados como materiales
esenciales de trabajo en la obtencién de
antibiéticos, vitaminas y aminoacidos, en
la fabricacién de solventes y reactivos y
en la elaboracién de alimentos (pan, que-
so, leche y bebidas), entre otras aplica-
ciones.

La importancia de conocer y conser-
var la biodiversidad microbiana, y el cre-
ciente uso de microorganismos en la bio-
tecnologia, han contribuido a reconocer
el valor que tienen las Colecciones de
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Cultivos Microbianos en la preservacion
ex-situ de los recursos genéticos.

Origen de la Coleccion

El Area de Tecnologia de Alimentos
del SERIDA inicié la conservacién ex situ
de recursos microbianos de origen sidre-
ro en la década de los 80. El trabajo co-
menzd con una prospeccion de microor-
ganismos en ocho lagares asturianos.
Dada la importancia que tiene la elabora-
cion de sidra en Asturias se priorizd la
conservacion de microorganismos autéc-
tonos responsables de las principales
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transformaciones que se producen duran-
te la elaboracién de sidra: la fermentacion
alcohdlica (levaduras) y la transformacion
malolactica (bacterias lacticas). También,
se puso énfasis en que los aislados fueran
representativos de las zonas geograficas
con mayor produccion de sidra en Astu-
rias. Fruto de este trabajo fue el inicio de
la Coleccion de Cultivos Autdctonos del
SERIDA, constituida por 23 cepas de le-
vaduras y 22 de bacterias lacticas.

El nimero de microorganismos con-
servados se ha incrementado a lo largo
de estos anos, bien con entradas prove-
nientes de nuevas prospecciones en la-
gares del concejo de Villaviciosa y/o de
aislamientos realizados en muestras del
Servicio de Analisis externo ofertado por
el SERIDA. Actualmente, en la Coleccién
se conservan mas de 2.900 aislados au-
toctonos (Tabla 1).

Metodologia de trabajo

Conservacion

Para realizar una conservacién de mi-
croorganismos, en primer lugar hay que
disponer de cultivos puros microbianos y,
en segundo lugar, de herramientas que
aseguren su correcta preservacion.

Un cultivo puro es aquél en el que to-
dos los microorganismos provienen de
una célula. Para su obtencion el microor-
ganismo tiene que aislarse de su nicho
ecolégico en el que, generalmente, se
encuentra formando parte de poblacio-
nes mixtas. Durante este proceso, se de-
be proporcionar a los microorganismos
las condiciones fisicas y nutritivas ade-
cuadas que permitan la obtencion de co-
lonias aisladas en medios de cultivos soli-
dos. Por su parte, la conservacion de
cultivos se debe hacer asegurando su pu-
reza, viabilidad y estabilidad genética. Es
decir, hay que evitar que se produzcan
contaminaciones durante el proceso de
conservacion, la tasa de supervivencia de
las células debe ser alta y éstas tienen
que permanecer genéticamente estables.

En el laboratorio de microbiologia
del Area de Tecnologia de Alimentos, la
conservacion comienza con la siembra
de los microrganismos en medios de cul-
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Prospecciones Servicio de Analisis Total
Levaduras 900 324 1.224
Bacterias lacticas 480 1.201 1.681

tivos selectivos, que posibilitan el creci-
miento de forma individualizada de los
grupos microbianos: levaduras/hongos y
bacterias lacticas. La selectividad de los
medios utilizados esta aportada tanto
por el uso de antibiéticos como por las
diferentes condiciones de crecimiento.
Una vez que se dispone de colonias ais-
ladas, y antes de proceder a su conser-
vacién, se comprueba su pureza median-
te siembra por agotamiento en los
mismos medios de cultivo. Cuando se
observa una total homogeneidad de co-
lonias, se obtiene un cultivo puro a partir
de una colonia.

Las células se crecen hasta el final de
la fase logaritmica en los medios descri-
tos preparados como caldos, y posterior-
mente se separan del medio por centrifu-
gacion y se resuspenden en un agente
crioprotector. La conservacion se realiza
por congelacion de los cultivos, utilizando
una tasa de enfriamiento de unos 10°C
por minuto hasta alcanzar los -80°C. Los
crioprotectores tienen como funciéon mi-
nimizar los danos de las células durante
la congelacion, favoreciendo la vitrifica-
cion del agua y evitando la formacion de
cristales de hielo. De forma rutinaria, y
para minimizar la probabilidad de perder
aislados, se conservan dos copias de ca-
da microorganismo almacenadas a -80°C
(arcén congelador) y a -190°C (nitrégeno
liquido).
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Tabla 1.-Microorganismos
sidreros conservados

en la Coleccion.
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Vista macroscopica en
medios de cultivos
selectivos de
poblaciones mixtas de
levaduras (A) y bacterias
lacticas (B).
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Vista microscépica de
cultivos puros de
levaduras (A) y
bacterias lacticas (B).
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Tabla 2.-Especies de
levaduras y bacterias
lacticas identificadas en
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Cuando se necesita recuperar los mi-
croorganismos, se descongelan en condi-
ciones controladas (37°C/20 minutos) y
se inoculan en los medios de cultivo para
revitalizar o rejuvenecer las células. Pos-
teriormente y antes de su uso se realizan
controles de viabilidad, pureza y autenti-
cidad de los microorganismos mediante:
recuento de viables, observaciones mi-
croscopicas, siembras por agotamiento y
comprobacién de propiedades y caracte-
risticas con respecto al microorganismo
original.

Identificacion

El valor de las colecciones de cultivo
microbianas aumenta y se enriquece
conforme se realizan actividades de in-
vestigacién destinadas a la identificacién
y caracterizacion de los microorganis-

la Coleccién. mos que las constituyen. Desde el ano
2000, el Area de Tecnologia de los Ali-
Levaduras Bacterias lacticas

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

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

Pediococcus ethanolidurans
Pediococcus parvulus
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mentos viene realizando, de forma paula-
tina, la identificacion y caracterizacion de
aislados de origen sidrero que constitu-
yen la Coleccion de Cultivos Autoctonos
del SERIDA.

En la actualidad la identificacion de
microorganismos se realiza preferente-
mente mediante técnicas de biologia mo-
lecular. Estos métodos analizan el geno-
ma de los microorganismos de manera
independiente del estado fisiologico de
las células. Tienen como principal ventaja
producir menos ambigliedades e inco-
rrecciones que los métodos convencio-
nales de identificacién, en los que las
caracteristicas analizadas estan fuerte-
mente influenciadas por las condiciones
de cultivo.

Las dos técnicas utilizadas para iden-
tificar a nivel de género o especie los re-
cursos microbianos son: el andlisis de
restriccién de la regién ribosdomica 5,8S
para las levaduras (Esteve-Zarzoso y col.,
1999), y la secuenciacion de la region ri-
bosémica 16S en el caso de las bacterias
lacticas (Werning y col. 2006). Con estas
técnicas se han identificado en sidras as-
turianas 14 especies de levaduras y nue-
ve de bacterias lacticas (Tabla 2).

Caracterizacion molecular, fisiol6-
gica y tecnolégica

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 micro-
bianos. En este sentido, los recursos de
origen sidrero se han agrupado en leva-
duras Saccharomyces, levaduras no-Sac-
charomyces y bacterias lacticas.
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Levaduras Saccharomyces

Tolerancia al etanol Poder fermentativo

Poder fermentativo

Produccion de aromas

Produccion de dcido acético
Produccion de dioxido de azufre
Produccion de cido sulfhidrico
Determinacion del factor killer
Capacidad de floculacion
Caracteristicas espumantes
Determinacion de actividad glicosidasa

La diferenciacion de cepas se realiza
mediante métodos moleculares. Asi en el
caso de las levaduras Saccharomyces se
utiliza el andlisis de restriccion del ADN
mitocondrial (Querol y col.,, 1992). Dicha
molécula posee un alto grado de variabi-
lidad en las levaduras de este género y es
muy estable durante los procesos de mul-
tiplicacion. Las diferentes cepas se evi-
dencian, mediante electroforesis, por la
presencia de distintos perfiles de diges-
tion. Para las levaduras no-Saccharomy-
ces y bacterias lacticas el polimorfismo
entre individuos se evalla por la presen-
cia o ausencia de fragmentos de ADN
amplificado cuando se utilizan cebadores
0 iniciadores de secuencia arbitraria y
corta longitud (Zapparoli y col. 2000; Buj-
dosoé y col. 2001).

La caracterizacion fisioldgica y tec-
noldgica de cepas genera informacion
que puede ser utilizada para mejorar los
procesos de elaboracion y la calidad de
los productos. Para cada grupo microbia-
no se han analizado caracteristicas acor-
des a las actividades o funciones que po-
seen durante la transformacién del mosto
de manzana.

Para las levaduras Saccharomyces,
principales responsables de la fermenta-
cion de los azucares del mosto, se han
analizado caracteristicas consideradas
criterios discriminantes a la hora de rea-
lizar una seleccion de iniciadores o star-
ters (Tabla 3). Asi por ejemplo, en este
género se ha evaluado la capacidad de
las distintas cepas para producir y tolerar
etanol, producir ésteres, alcoholes supe-
riores y compuestos volatiles que influ-
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Levaduras no-Saccharomyces

Produccion de aromas

Determinacion de actividad pectolitica
Determinacion de actividad proteolitica
Determinacion de actividad glicosidasa
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Bacterias lacticas

Cardcter homo-heterofermentativo

Produccion de acido acético

Produccion de aminas bidgenas

Produccion de precursores de carbamato de etilo
Produccion de polisacéridos extracelulares
Determinacion de fenotipo ropy

Rendimiento transformacion malolactica

yen en el aroma de las sidras y otros as-
pectos como la produccion de toxina ki-
ller o las caracteristicas espumantes. En
el caso de las levaduras no-Saccharomy-
ces, Saccharomyces productoras de ba-
jas graduaciones alcohdlicas y altas con-
centraciones de sustancias volatiles que
influyen en el aroma de los fermentados,
se ha analizado su tolerancia al etanol y
la produccién de actividades enzimati-
cas. Mientras que, para las bacterias lac-
ticas responsables de la transformacion
malolactica y de importantes altera-
ciones en sidra (picado lactico, picado
alilico y filado) las caracteristicas deter-
minadas han sido: la producciéon de sus-
tancias alterantes y nocivas para la salud
y la capacidad de metabolizar el acido
malico en cepas Oenococcus oeniy Lac-
tobacillus plantarum/pentosus.

Utilizacion del material
conservado

El mantenimiento y la incorporacion
de nuevos recursos genéticos microbia-
nos en la Coleccién de Cultivos Autécto-
nos del SERIDA permite conservar la bio-
diversidad de los recursos microbianos
sidreros, conocer la ecologia microbiana
de las elaboraciones de sidra, y disponer
de material para realizar investigaciones
que permitan ahondar en el conocimien-
to de las caracteristicas de las diferentes
cepas. Asimismo, ha propiciado el uso de
recursos microbianos de origen sidrero,
en la mejora de procesos de elaboracion
de productos como: la sidra natural, la si-
dra con segunda fermentaciéon en botella
o el aguardiente de magaya.
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Tabla 3.-Caracteristicas

fisiologicas y
tecnoldgicas analizadas.
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Utilizacion de recursos
microbianos

en la elaboracién de
aguardientes de
magaya. 3A: Obtencién
de biomasa de levadura;
3B: Fermentaciones
inducidas con distintas
cepas autéctonas;

3C y 3D: Determinaciéon
del grado de
implantacion de los
inéculos.
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Proyectos financiados

La conservacion y caracterizaciéon de
microorganismos de origen sidrero se ha
realizado con ayuda de los proyectos
RM2006-00008, RM2009-00005 vy
RTA2009-00111 financiados por el Institu-
to Nacional de Investigacion y Tecnologia
Agraria y Alimentaria (INIA) con fondos
FEDER y PC04-24 financiado por la Fun-
dacioén para el Fomento en Asturias de la
Investigacion Cientifica Aplicada y la Tec-
nologia (FICYT).
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