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RESUMEN

Los microorganismos han logrado colon¡zar hasta los ambientes más extremos del

planeta grac¡as a sus característ¡cas y adaptac¡ones muy distintas a sus contrapartes

mesóf¡los. Estas adaptaciones biológ¡cas han sido un mot¡vo continuo de estud¡os y se

realizan esfuerzos para aislar m¡croorganismos desde regiones frías del planeta, ya que

poseen una gran importancia ecológica y posibles aplicac¡ones industriales. El

continente Antártico es un gran reservorio m¡crobiológ¡co, poco explorado, por lo cual

en los últ¡mos años han aumentado las investigaciones dest¡nadas a a¡slar nuevos

microorganismos y analizar sus características fisiológicas, metabólicas, entre otras.

El objetivo de la presente memoria de título fue el anál¡sis de act¡v¡dad enzimát¡ca de 27

cepas de levaduras a¡sladas desde la sub-antártica y que, previamente, se determ¡nó la

presencia de act¡v¡dades ureasa, gelatinasa, fosfatasa alcalina, ¡nvertasa y/o glucosa

oxidasa en colonias de estas. Los ensayos se realizaron usando extractos proteicos

extracelulares obtenidos desde cultivo de cada cepa de levadura. En los ensayos de

act¡v¡dad ureasa, las cepas Spofldioóolus salmonicolor, Glac¡ozyma antarctica,

Rhodotorula laryngis, Cryptococcus victoriae, Mrakia sp y Rhodotorula glac¡alis

mostraron act¡vidad a nivel extracelular. En los ensayos de activ¡dad invertasa solo las

cepas Wickerhamomyces anomalus, Candida sake y Cryptococcus gllvescers tuv¡eron

act¡vidad efracelular. Las cepas Leucospor¡d¡ella fragaria, Mrakia sp y Metschnikow¡a

bicuspidata mostraron actividad gelatinasa a n¡vel extracelular. En los ensayados de

actividad fosfatasa alcalina, las cepas Wickerhamomyces anomalus, Candida sake,

Cryptococcus grTvescens, Dioszeg¡a sp y Mrakia psychrophila mostraron actividad

extracelular. En el caso de la actividad glucosa oxidasa solo las cepas Ctyptococcus



gaslncus, Rhodotorula laryngis, Leucosporidiella creatinivora, Cryptococcus gllyescens

y Sporidlobo/us salmon¡color dieron positivo en estos análisis.

Por último, se concluyó que los extractos proteicos utilizados de las cepas estud¡adas

fueron obten¡dos con éxito y que todos los ensayados realizados mostraron al menos

una levadura con act¡v¡dad enzimática efracelular, siendo las cepas del género

Cryptocorcus las que tienen mayor vanedad de actividades enzimát¡cas.
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ABSTRACT

Microorganisms have successfully colon¡zed most extreme environments on the planet,

developing characteristics and adaptations very different to their mesophilic

counterparts. These biological adaptations have attracted an increasing interest and

efforts to isolate microorganisms from cold regions, to analyze their ecological

importance and potential ¡ndustrial applicat¡ons. The Antarctic continent is an unexplored

microb¡ological reservoir and excursions to th¡s region have increased in recent years,

to collect samples and to isolate new m¡croorganisms, and analyze their physiological

characteristics.

The aim objective of the present work was to analyze the extracellular enzyme activities

of 27 yeast strains isolated from sub-antarctic reg¡on. Previously, the presence of urease,

gelatinase, alkaline phosphatase, invertase and/or glucose oxidase activities was

observed in colonies of these yeasts. ln this study, the extracellular protein extracts were

obtained from cultures of each yeast strain, and the mentioned enzyme activities were

measured for each sample. For urease activ¡ty, the positive results were obta¡ned in

protein samples from Sporid¡obolus salmonicolor, Glaciozyma antarct¡ca, Rhodotorula

laryngis, Cryptococcus victor¡ae, Mrak¡a sp and Rhodotorula glac¡alis. ln the case of

invertase act¡vity, the yeasl W¡ckerhamomyces anomalus, Cand¡da sake and

Cryptococcus gllvescens showed positive results. The yeasts Leucospo r¡diella fragaria,

Mrakia sp and Metschnikow¡a b¡cuspidata strains showed extracellular gelatinase

activity. A alkal¡ne phosphatase activity was observed in prote¡n extracts from

Wickerhamomyces anomalus, Cand¡da sake, Cryptococcus gilyescens, D¡oszegia sp

and Mrakia psychrophila. Finally, for glucose oxidase activity a "screening" was

performed to know which of the 27 had extracellular act¡vity level, Cryptococcus
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gastrlcus, Rhodotorula laryngis, Leucosporidiella creatinivora, Cryptococcus gllvescens

and Sporid¡obolus sa/monlcolor strains tested positive in these analyzes.

It was concluded that the protein extracts were successfully stralns obtained from

cultured of yeasts and all samples showed at least one enzyme act¡vity, and the samples

from genus Cryptococcus were that showed higher variety of enzyme activities.
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1. INTRODUCCIÓN

Los microorganismos han colonizado, práct¡camente, todos los rincones de la Tierra,

desde geiseres hasta los lugares más fríos del planeta. A estos organ¡smos, capaces

de crecer a temperaturas cercas a ooC, se les denomina psicrófilos, térm¡no que con los

años ha variado producto de nuevos estudio de microorganismos desde reg¡ones frías.

Hoy en día, se utilizan los términos psicrófilos y psicotrópicos (originalmente usado en

bacterias) para describir a m¡croorganismos presentes en estas zonas extremas. Se

establece que un organismo psicrófilo es aquel que puede crecer a ooC, con una

temperatura óptima de crec¡m¡ento igual o menor a 1soc, mientras que un organismo

ps¡cotrópico puede crecer a ooc y su temperatura óptima de crecimiento es entre los

20oC y los 30"C. Este últ¡mo térm¡no ha sido reemplazado, en la actualidad, por el

término psicrotolerante y se ut¡l¡za, principalmente, en microorganismos aislados desde

el Ártico y la Antártica (Comerio y cols., 2OO7).

La Figura 1 muestra d¡ferentes ambientes con cond¡ciones extremas de temperatura,

salin¡dad, pH, radiación, etc. Los microorganismos que han sido capaces de soportar

estas condiciones extremas reciben diferentes nombres y han sobrev¡vido en estas

zonas gracias a varias adaptaciones fisiológicas que han logrado desarrollar.

La colonización de amb¡entes fríos como la Antárt¡ca, presenta varias dificultades para

los microorgan¡smos, tales como la formación de cr¡stales de h¡elo, la d¡sminución de la

permeabilidad de la membrana plasmát¡ca, el aumento de la v¡scos¡dad del medio y la

reducción de la tasa de reacciones bioquímicas (Cavicchiolo y cols., 2002). Para superar

estos factores los microorganismos han desarrollo una serie de adaptaciones, como por

ejemplo, la presencia de ácidos grasos insaturados en vez de ácidos grasos saturados

en la membrana plasmática incrementando su fluidez (Rothsch¡ld & Manc¡nelli, 2001).



Figura 1. Diferentes condiciones ambientales y grupos de organismos adaptados
a ellas. Adaptado desde (Comerio y cols., 2007).

Una de las adaptaciones más importantes para la sobrevida de los microorganismos en

amb¡entes fríos como la Antártica, es la producc¡ón de enzimas actlvas a bajas

temperaturas, ya que, varios estudios han demostrado que distintas reacciones

químicas decaen de forma exponencial acorde a la disminución de la temperatura

(D'Am¡co, 2003). A pesar de esto, los m¡croorganismos psicrotolerantes han podido

sobrevivir gracias a la producción de enzimas estables y altamente específ¡cas, incluso

mostrando niveles de activ¡dad mayores a lo observado en sus contrapartes mesÓfilos

(Russell,2000). La posible explicación a esta capacidad se sustenta en la hipótesis que

relaciona la actividad-estabilidad-flexibilidad, la cual sugiere que las enzimas

ps¡crotolerante aumenta la flexibilidad de sus estructuras para compensar el efecto de

congelamiento que producen las bajas temperaturas de los ambientes fríos (Johns &
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Somero, 2OO4). la Figura 2 muestra el comportamiento de la actividad enzimática al

variar la temperatura en microorganismos mesófilos y psicrotolerantes.

rfr;l ¡

40

Temperátur€ (oC)

Figura 2. Variac¡ón de la activ¡dad enzimática con la temperatura. Enz¡mas de
microorgan¡smos ps¡crotolerantes (curva azul) son hasta diez veces más act¡vas a
temperaturas bajas y moderadas (hasta 20'C y 30'C) en comparación con sus
homólogos mesófilos (curva roja). Adaptado desde (Feller & Gerday, 2003).

La necesidad de los microorganismos ps¡crotolerantes de adaptar todos sus

componentes celulares al frio, implica que se pueden encontrar en ellos productos con

alto potenc¡al en varias aplicacrones y procesos biotecnológ¡cos. Es más, estud¡os

actuales con enzimas activas a bajas temperaturas han provocado un ráp¡do aumento

en esta área de investigación, ya que estos microorganismos producen enzimas que

pueden funcionar en ambientes frlos, las cuales tienen una estructura más flexible que

les permitirÍa realizar cambios conformac¡onales necesarios para la catálisis de

compuestos con una baja demanda de energía (Arpigny & Lamotte, 1997), ofreciendo

potenciales beneficios económicos, como el ahorro de energía en procesos a gran

escala al no requer¡r incrementar la temperatura de los reactores.

3



En trabajos previos se han descrito enzimas extracelulares de interés industrial que son

producidas por levaduras obtenidas desde el territorio antártico, como lipasas (Fenice y

cols., 1997), proteasas (Carrasco y cols., 2012), amilasas y celulasas (Loperena y cols.,

2012). Sin embargo, no existen o hay muy pocos estudios que describan otras

activ¡dades enzimát¡cas como ureasa, gelatinasa, glucosa oxidasa, invertasa o fosfatasa

alcal¡na, las cuales poseen un alto interés comercial e industrial, por lo que este trabajo

se centrara en analizar estas cinco act¡v¡dades en levaduras aisladas desde la lsla Rey

Jorge del territor¡o antártico ch¡leno. Estas actividades son descritas a cont¡nuac¡ón.

1.'l. Ureasa.

La enzima ureasa (urea amidohidrolasa, EC 3.5.1.5) pertenece a un gran grupo de

enzimas ampliamente distribuidas en la naturaleza, cuya función catalítica consiste en

hidrolizar la urea en ácido carbónico y amoníaco. Una de las características principales

de esta reacción es el aumento en el pH del medio (Valdés y col., 1997). La reacción

generada por la ureasa tiene varios productos finales. En un princ¡pio, la ureasa h¡droliza

la urea en amoníaco y en ácido carbónico, el cual reacciona con el agua generando

bicarbonato, amonio e iones hidróxidos, el cual genera el aumento del pH del medio. La

reacción producida por esta enzima se muestra en Ia Figura 2, en donde se muestran

los productos mayoritarios generados por la ureasa.

La enzima ureasa tiene múltiples aplicaciones en d¡ferentes industrias. En el área

médica, se utiliza como un ind¡cador de urea en sangre, como un seguimiento del

tratamiento de hemodiálisis, y como indicador en la or¡na. En la industria alimentic¡a, se

ut¡liza en el análisis de alimentos, por ejemplo, en la leche de vaca y en bebidas

alcohólicas En el primer caso, se util¡za el análasis de los niveles de urea como un

indicador de la calidad de la leche y para detectar alteración en la producción de esta.

4



En el segundo caso, el control de los niveles de urea en beb¡das alcohólicas es

necesario para minimizar la reacción de urea con etanol, lo cual genera carbonato de

etilo, el cual es cancerígeno. Además, en las áreas ambiental e industrial, existe una

gran necesidad de cuantificar la concentracrón de urea en aguas residuales y naturales

producto del uso de fertilizantes y productos químicos en las industrias, ya que la urea

es utilizada en la fabricación de resinas, pegamentos, d¡solventes, medicamentos y

productos de l¡mp¡eza, como jabones y detergentes (Krajewska, 2009).

H.N

HN

Ureasa

C=O+ 2HO ------- C-O

HO

2NH,

AmoníacoUrea Ácido carbónic o

Figura 3. Reacción producida por la enzima ureasa y sus productos. Adaptado
desde (Valdéz y col., 1997).

Los métodos de cuantificación de urea pueden ser directos o indirectos. Si se

compararan los procedimientos de cuantificación de urea d¡recta, tales como el método

diacetíl monoxima, los métodos ¡ndirectos, como el uso de la enzima ureasa, son mucho

más beneficiosos, ya que no se producen reactivos quÍmicos tóxicos. En este caso, la

urea se detecta por los productos liberados en su hidrólisis (carbonato y amoniaco) o

por los efectos provocados en la reacción, como el aumento del pH del medio o la

conductividad de la soluc¡ón. La ureasa se ha ut¡l¡zado como un biosensor por muchos

años. El primer uso de ureasa como biosensor fue preparado por Guilbault en '1969 y

se han empleado dist¡ntas técnicas de medic¡ón, como espectromelría de masa,

potenc¡ometría usando electrodos sensibles al pH, electrodos selectivos de iones de
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amonio, métodos térmicos, entre otros (Krajewska, 2009). Los sistemas de biosensores

basados en ureasa tienen grandes expectativas, ya que ofrecen un enorme potencial

para hacer mediciones a niveles de trazas de contamlnantes en el med¡o ambiente,

detecciones y seguimiento, hacer controles en al¡mentos y análisis biomédicos.

Con todos estos antecedentes, el estud¡o y la búsqueda de nuevas cepas m¡crob¡anas

que posean esta actividad enzimática son de suma importancia para el área

biotecnológ¡co e industrial.

1.2. lnvertasa.

La ¡nvertasa (p-D-fructofuranosidasa, P-D-fructofuranós¡do fructohidrolasa, EC

3.2.1 .26), pertenece a un grupo de enzimas denom¡nadas p-fructofuranosidasas, las

cuales son capaces de hidrolizar sustratos con fructosil en la zona terminal. Este grupo

de enzimas se dividen dependiendo de su capacidad de degradar sacarosa (invertasa)

o inulina (inulinasa y B-fructosidasa) y algunas P-fructofuranosidasas poseen una

actividad fructosiltranferasa para la síntesis de fructo-ol¡gosacáridos de cadena corta

(Marini,2005). Esta reacción generada por la enzima ¡nvertasa está ilustrada en la

Figura 3, en donde se muestran los productos generados por la enzima a partir de una

molécula de sacarosa.

Esta enzima está ampliamente distribuida en los seres vivos, estando presente en

microorganismos, animales y plantas, siendo muy necesaria para aquellos organismos

que utilizan fructanos como fuente de carbono y energía. La invertasa fúngica ha sido

ampliamente estudiada en levaduras y hongos filamentosos y se ha clasificado dentro

de las 32 familias de glicosíl hidrolasas (GH32) en base a la homologia de sus

secuencias aminoacÍdicas (Aguiar y cols., 2014). En levadura, esta enzima se presenta

de dos formas en las células: una invertasa "pesada" que contiene 50o/o de manano y



3% de glucosam¡na; y una forma "liviana" que no contiene h¡dratos de carbono. La

concentrac¡ón de la invertasa es dependiente de las condiciones de crecimiento,

espec¡almente, de la concentración de glucosa en el medio, la cual reprime la síntesis

de invertasa. Cuando la concentrac¡ón de glucosa es baja, la mayor parte de la invertasa

sintetizada se encuentra fuera de la membrana citoplasmática y en su forma pesada.

Por otro lado, en los protoplastos hay pequeñas cantidades de ambas isoenzimas

pesadas y ligeras y se localizan en pequeñas vesículas o vacuolas (Moreno, 1974).

HO

+-H-,tá14 + l,/ H
ñ.oH

Figura 4. Reacción generada por enzima invertasa usando sacarosa como
sustrato y los productos generados. Adaptado desde (Marini, 2005).

Esta actividad enzimática es muy importante en una gran variedad de procesos

industriales. En la industr¡a alimentaria, se utiliza esta enzima para asegurar que los

productos de confitería permanecen frescos y suaves después de un largo período de

almacenamiento. Además, la fructosa es más dulce que la sacarosa y posee una

cristalinidad menor a concentrac¡ones altas, lo que se asemeja aljarabe de fructosa que

se obtiene del almidón, siendo una opción para sustituirla. Por otra parte, la invertasa

se utiliza mucho en los procesos de fermentación de la caña de melaza en Ia ¡ndustr¡a

del alcohol, además como agente plastificante en la industria cosmética, en la

fabricación de drogas, en la industria del papel y como electrodo enzimático en

aplicaciones bioelectrón¡cas. Este último uso es muy reciente, ya que hace poco tiempo

se han empezado a utilizar sensores de electrodos enzimáticos, en donde la hidrólisis

de la sacarosa por parte de la invertasa se utiliza como señal (Du y co|s.,2013).

'o\ .¡ n'verr¡sÉ."ltt*-,



Hasta la fecha, la invertasa me.jor estudiada y fácilmente disponible es la derivada de

Saccharomyces cerevisiae, la cual posee un ópt¡mo de actividad a pH 6.S y 50'C.

Estudios en otros seres vivos, como las plantas, muestran que la enzima lnvertasa t¡ene

una alta act¡vidad a pH neutro y usa la sacarosa como único sustrato (Du y cols., 20'13).

El estudio de esta actividad en cepas de levaduras antárticas podría entregar nuevos

datos de esta enzima para futuras apl¡caciones industriales y biotecnológicas.

1.3. Gelatinasa.

La enzima gelat¡nasa pertenece a una gran famil¡a de prote¡nasas denominadas

Metaloproteinasas de la Matriz Extracelular (MMP), las cuales son capaces de degradar

la mayoría de los componentes de la matriz extracelular, tales como colágenos,

proteogl¡canos, elastina, laminina, fibronectina y otras gl¡coproteínas, por Io que son

enzimas importantes, en los seres humanos, en la remodelación de tejidos fisiológicos

y patológicos, como enfermedades autoinmune, tumores y metástasis (Opdenakker &

Van Damme, 1992). Estas enzimas son parte de una familia que comprenden 25 genes

identificados sobre la base de su homología de secuencia y especificidad de sustrato, y

se clasifican en 5 grupos: colagenasas, estromelisinas, gelatinasas, metaloproteinasas

de membrana y otras MMPS. Además, estas enzimas en conjunto pueden degradar

varias proteínas de origen no extracelular, como mo¡éculas de adhes¡ón, c¡toqu¡nas,

¡nh¡bidores de la proteasa y entre otras (Berg, 2011).

Dentro de este grupo de metaloproteinasas, las más estudiadas y con mayor

importanc¡a comercial y biotecnológicas son las colagenasas y las gelatinasas. Las

enzimas colagenasas (denominadas MMP-1 y MMP-8), presentan un peso molecular

de alrededor de 54 kDa en su forma latente y su sustrato es el colágeno. Su acción

consiste en Ia catálisis de una ruptura única en las cadenas a del colágeno intersticial
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t¡pos l, ll y lll. También presentan c¡erta actividad gelatinasa. Son incapaces de actuar

sobre el colágeno tipo lV. La colagenasa de vertebrado es producida por fibroblastos,

células epiteliales y macrófagos. Las enzimas gelatinasas (denominadas MMP-2 y

MMP-9) tienen un peso molecular de 72 kDa (gelatinasa A o t¡sular, IMMP-21) y 92 kDa

(gelatinasa B o de neutrófilo, IMMP-9]) (Van den Steen,2002). La estructura de esta

enz¡ma se muestra en la Figura 4, en donde se muestran varias cadenas sabanas p y

o-hélices. Su acción consiste en hidrol¡zar los productos de la ruptura del colágeno por

las colagenasas, siempre que estén desnaturalizados. También presentan activ¡dad

colagenasa tipo lV. Además actúan sobre otras moléculas de la matriz del tej¡do

conectivo asociadas con el colágeno (García y cols., 1998).

Figura 5. Estructura cuaternaria de la gelatinasa B humana (MMP-9). Adaptado
desde (Van den Steen, 2002).

Estas enzimas t¡enen una gran importancia en med¡cina, ya que varios estudios han

demostrado que las metaloproteinasas participan en varias enfermedades

neurodegenerativas y autoinmunes. Por ejemplo, la gelatinasa B humana (MMP-9), está

involucrada en la invasión de células tumorales, artritis, periodontitis y osteoporosis (Nita

Roy & Padmanabhan, 1999). Es más, estudios recientes muestran que estas enzimas
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pueden ser ut¡l¡zadas como biomarcadores de varias enfermedades y síndromes

metabólicos (hiperglicemia, hipertensión, dislipidemia, etc.) donde se ve aumentada la

síntesis de MMPs (Berg, 201 1). Otras aplicaciones se relacionan con la industria

farmacéutica, donde se ut¡lizan estas enzimas junto con antibiótico para tratar heridas y

quemaduras. Por último, las gelatinasas se utilizan para rec¡clar plata y poliésteres que

se encuentran presente en derivados de películas fotográficas o placas de rayos X,

ayudando con el medio amb¡ente (Rao, 1998).

El estudio de este t¡po de enzimas va en aumento y el presente trabajo podría entregar

nuevas herramlentas para posibles aplicaciones con nuevos enfoques industr¡ales.

1,4. Fosfatasa alcalina.

La enzima fosfatasa alcalina (ALP; ortofosfórico monoéster fosfohidrolasa, EC 3.1.3.1,

óptimo alcalino) es una glicoproteína unida a membrana con ác¡do siál¡co como azúcar,

que cataliza la hidrólisis de monoésteres de ácido fosfórico a fosfato y alcohol (Rankin

y cols., 2010). La enzima ALP está presente de forma activa en una amplia var¡edad de

organismos, desde las bacterias hasta los mamíferos, por lo que se le denomina como

una enz¡ma "adaptable", una caracteristica que le pudo haber ayudado a su propagación

a lo largo de la evolución (Fernandes, 2008). Pero a pesar de que la ALP es unas de las

enzimas más estud¡adas, no se tiene un conocimienlo claro de su actividad fisiológ¡ca

especffica. Se han hecho estudios que muestran que la ALP partic¡pa, junto con otras

enzimas, en la homeostasis del fósforo, en el transporte a través de las membranas, en

la mineral¡zación de los huesos, en la sinapsis neuronal y en diversos procesos celulares

fundamentales (diferenciación, proliferación y celular la señalización,la meiosis, mitosis,

apoptosis, m¡gración celular, defensa inmunológica, y la sÍntesis de ADN regulación) en

varias especies de seres v¡vos. Esta gran variedad de activ¡dades fisiológicas se debe
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a que la enzima ALP tiene varias isoenzimas e isoformas. Los seres humanos codifican

4 isoenz¡mas ALP d¡ferentes: una isoenzima específica de tejido, que se expresa en

prácticamente todos los tejidos incluyendo el hígado, hueso y riñón: una isoenzima

intestinal, que se expresa en el borde del cepillo de la mucosa intestinal: una isoenzima

de la placenta, que se expresa en trofoblastos durante la gestación y en pequeñas

cantidades en el pulmón y el cuello uterino; y una isoenzima en células germinales, que

se expresa en pequeñas cantidades en los testículos y el t¡mo. Por otro lado, las

isoformas se forman producto de cambios post-traducc¡onales de las isoenzimas

sintetizadas (Fernández, 2007). La enz¡ma ALP ha sido descrita en pocas especies de

m¡croorganismos, por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae posee dos isoenzima de

ALP: PHOS y PHO13, ambas ubicados en el cromosoma lV. La ALP PHO8, es una

isoenzima dependiente de Mg'?. / Znz* , que tiene una estructura dimérica muy similar a

la ALP encontradas en Eschedchia coli y en células de mamffero. La estructura

cuaternaria de esta enzima se muestra en la F¡gura 5, en donde se distinguen las dos

estructuras que forman la isoenzima. Por otro lado, la ALP PHO13 es una proteína

monomérica, altamente especÍfica para p-nitrofenilfosfato (p-NPP) y h ist¡dinolfosfato y

también es una isoenzima depend¡ente de Mg'?- (Rankin y cols., 2010).

Gracias a las múltiples funciones biológicas donde part¡cipan la enzima ALP, sus

aplicaciones industriales son enormes. Por ejemplo, ha habido una creciente evidencia

de que las ALPS actúan como un agente terapéutico durante una infecc¡ón o una

inflamación del intestino delgado, disminuyendo la posibilidad de complicaciones

durante una enfermedad. Además, la suplementación de ALP junto con antibióticos, ha

demostrado ser eficaz contra enfermedades relacionadas con C/osfrldlu m difficile y

Salmonella typhimurium,lo cual es muy útil, ya que la administración de antibióticos
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puede producir un desequ¡librio m¡crobtano en el intestino, conocido como disbiosis, que

crea un ambiente favorable para patógenos.

F¡gura 6. Estructura cuaternaria de la isoenzima PHO8 de Saccharomyces
cerevisiae. Adaptado desde (Rankin y co|s.,2010).

Otra pos¡ble aplicación terapéutica de la ALP es en neonatos que sufren de enterocolitis

necrotizante (NEC), ya que en estudios en ratas se redujeron los niveles séricos de

c¡toqu¡nas pro-inflamatorias (TNF-o, lL-5 e lL-18) durante NEC. Además, la ALP ha

demostrado ser benefic¡oso en ratones con fibrosis quÍstica (Estaki y cols., 2014). Con

todos estos datos se puede ver claramente que la enzima ALP tiene un amplio potencial

terapéut¡co, por lo que el estudio de esta enzima podría entregar nuevas y mejores

herramientas en el ámb¡to médico y farmacológico.

1.5. Glucosa Oxidasa.

La enzima glucosa oxidasa (GOx) (p-D-glucosa: oxígeno-1-oxidorreductasa, EC 1.1.3.4)

es una ¡mportante flavoproteína formada por dos subunidades idénticas de 80 kDa

un¡das, con dos sitios act¡vos y unida, de forma no covalente, a dos coenzlmas flavjn

adenin dinucleót¡do (FAD). Esta enzima cataliza la oxidac¡ón de B-D-glucosa a D-
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glucono-1 ,s-lactona y la reducción de oxígeno a peróxido de hidrógeno Esta reacción

puede dividirse en dos etapas. Primero, la B-D-glucosa es oxidada a D-glucono-1,5-

Iactona, después es hidrolizado a ácido glucónico junto con la reducción de FAD a

FADHz. En la segunda etapa, el oxÍgeno es reducido a peróxido de h¡drógeno por Ia

acción de FADHz y la enzima glucosa oxidasa (Kovacevic y cols., 2014). La Figura 6

muestra la reacción catalizada por la enz¡ma glucosa oxidasa, junto con los reactivos y

productos generados.

La glucosa ox¡dasa es una enzima representante de la familia de las oxidorreductasas.

Este grupo es grande y diverso e incluye muchas enzimas muy importantes, para

diferentes industrias, especialmente en el área de diagnóstico médico, tales como la

colesterol oxidasa, alcohol oxidasa, animo oxidasa y la piranosa oxidasa. Todas estas

enzimas comparten una homología estructural, en sus extremos aminos y en var¡os

segmentos de su cadena de aminoácidos (Ferri, 201 1 ).

B -D- glucose 6 - gluconolactone D-gluconic acid

F¡gura 7. Reacción generada por la enzima glucosa ox¡dasa y sus productos.
Adaptado desde (Kovacevic y cols.,2014).

Como se mencionó anteriormente, esta enzima es muy utilizada en var¡as ¡ndustrias,

principalmente en el área de diagnóstico. Se utiliza mucho en pacientes con diabetes
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para detectar la concentración de glucosa en la sangre y orina de los pacientes con esta

enfermedad. Para hacer estas mediciones se acopla la actividad glucosa oxidasa con la

reacción generada por la peroxidasa, la cual genera un compuesto que es detectado de

forma colorimétrica y medlda por espectrofotómetros o técnicas automatizadas, como

los electrodos enzimáticos, los cuales perm¡ten detectar los niveles de glucosa al llevar

un registro de los electrones que pasan a través de la enzima. La enzima se encuentra

depositada sobre un electrodo y lo que se mide es el potencial eléctrico generado por la

reacción. Esto ha hecho posible la fabricación de microsensores que resultan

verdaderas proezas nanotecnológicas y que son utilizados, por ejemplo, en los sensores

caseros que miden el nivel de glucosa sanguínea utilizada por muchos diabéticos.

Ensayos similares permiten monitorear los n¡veles de glucosa en procesos

de fermentación, biorreactores y el control de niveles de glucosa en materia prima

vegetal y productos alimentarios (Raba & Mottola, 1995).

La glucosa oxidasa tiene otras aplicaciones en varias industrias muy importantes. Por

ejemplo, en la industria alimenticia, esta enzima se utiliza como un ad¡tivo formulado en

forma líquida que, frecuentemente, se clasifica como antioxidante, conservador y

estabilizador de alimentos. También es ut¡lizada en la fabricación de pan, en donde se

util¡za como un oxidante para producir pan con una mejor textura y para aumentar su

volumen, obten¡éndose asÍ, una masa con más elasticidad y viscosidad. En la industria

v¡tiv¡nícola, la glucosa oxidasa se utiliza para disminu¡r los niveles de glucosa en el

proceso de fermentación del vino, ¡mp¡diendo así que microorgan¡smos, como la cepa

Saccharomyces cerevisiae produzca una mayor cantidad de alcohol, obteniéndose así

beb¡das con bajo contenidos de alcohol (Pickering, 1999).

La enzima glucosa oxidasa que más se utiliza en las industr¡as es la aislada del hongo

Aspergillus niger, debido a su alta espec¡ficidad de sustrato (glucosa), su eficiencia, su
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estabil¡dad en un amplio rango de pH (3.5-1 1.5) y termoestabl¡l¡dad (94,8% de actividad

enzimát¡ca a 52"C y un 84,2o/o de actividad a 56"C) (Wang & Lang, 2013). Aunque han

habido varios estudios en otras cepas como en Saccharomyces cerevis¡ae y Hansenula

polymorpha, existe una constante búsqueda de nuevas cepas de m¡croorgan¡smos con

esta enzima y con un rango de act¡vidad más ampl¡o, por lo que el estudio de cepas

antárticas podría entregar nuevos datos para futuras apl¡caciones biotecnológ¡cas.
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OBJETIVOS

ob¡etivo General

Analizar las actividades enz¡máticas extracelulares producidas por diferentes especies

de levaduras Psicrotolerantes'

Objetivos esPecíficos

. Extracción de proteÍnas totales desde el sobrenadante de cultivos de cepas de

levaduras antárticas'

o Análisis de las actividades ureasa, gelatinasa, fosfatasa alcalina' invertasa y

glucosa oxidasa extracelulares a partir de los extractos obtenidos'
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2. MATERIALESYMÉTODOS

2.1. Materiales.

2.1.1. Cepas de levaduras. Las levaduras utilizadas en cada actividad se espec¡fican

en la Tabla 1. Estas levaduras fueron aisladas y caracterizadas de muestras obtenidas

de la lsla Rey Jorge del territorio Antártico chileno por nuestro grupo de trabajo (Baeza

y cols-, 2010) en el Laboratorio de Genét¡ca de la Universidad de Chile.

2.1.2. Reactivos químicos. Los diferentes react¡vos utilizados en los medios de cultivo

o ensayos de actividad, fueron obtenidos en Sigma Chemical, Abnova, Merck y Difco

Laboratorios.

2.2. Métodos

2.2.1. Medio de cultivo. Para crecer levaduras se util¡zó el medio de cultivo YM (0,3%

extracto de levadura,0,3% extracto de malta,0,5% de Bacto pectona), suplementado

con un 10lo de glucosa. Para la actividad ¡nvertasa, se usó medio YM suplementado con

10lo sacarosa. Para la forma semisólida se adicionó agar microbiológico (Oxoid) al 1 ,5%.

2.2.2. Obtención de proteínas extracelulares totales. 100 ml de cultivo en fase

estacionar¡a fueron centr¡fugados a 6000 x g por 10 min y a 4"C. El sobrenadante fue

filtrado con una membrana de fluoruro de polivinilideno de 0,45 mm de d¡ámetro

(M¡llipore). Posteriormente, se agregó sulfato de amonio (80% f¡nal) en agitac¡ón a 4'C

por 40 m¡n para precipitar las proteinas presentes en el sobrenadante. Se centrifugó

durante15mina10000xgyel pellet obtenido fue suspendido en 4 ml de "Buffer" Tris-

HCI (1 M, pH 7). Las muestras se dializaron ('10 kDa tamaño corte) en 1000 ml de
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"Buffer" Tr¡s-HCl (0,1 M, pH 7) durante 12 h a 4'C. Finalmente, se almacenaron las

proteínas a 4"C hasta su anál¡s¡s.

Las cepas b¡cusp¡data y Mrakia psychroph¡la no fueron ensayadas en
colon¡a para medir la actividad fosfatasa alcalina, por lo que serán incluidas en este
trabajo para su análisis.

Tabla 1. Cepas de levaduras antárticas positivas en los ensayos de actividad en

GELATINASA

FOSFATASA
ALCALINA
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2.2.3. Actividad Ureasa. Para los ensayos de detección de ureasa extracelular, se hizo

una mod¡f¡cación al protocolo de Hankin y Anagnostakis (1975). Se formaron placas

semisól¡das con "Buffer" fosfato (0,01 M, pH 6), 1 ,5% de agar y 1% de urea. La urea se

agregó de forma estéril (por filtro) antes de que el Buffer-agar se solid¡ficara. Se formaron

"pocillos" y se utilizó 100 pl de cada extracto prote¡co extracelular obtenido de levaduras

pos¡t¡vas para la actividad ureasa en ensayos de colonia (Tabla l). Se usó 1 ml de azul

de bromot¡mol al 1% para el revelado. Se dejó la reacción por 24 h y el ensayo se realizó

a las temperaturas óptimas de crecimiento de cada cepa de levaduras.

2.2.4. Actividad lnvertasa. Se diluyó 100 pl de extracto prote¡co obtenido de las cepas

de levaduras que crecieron en medio YM con 1% sacarosa (Anexo 'l), en 1 ml de agua

destilada (pH 5,6) con sacarosa 0,2 M. Se realizó el ensayo a las temperaturas ópt¡mas

de crecimiento de cada cepa de levaduras por 2411. Para revelar la actividad, se mezcló

150 Ul de cada muestra, con 150 Ul de DNS. Se calentó durante 10 min a 100"C. Se

colocó en hielo por 5 min y se midió absorbancia a 540 nm.

2.2.5. Actividad Gelatinasa. Se formaron placas de medio sem¡sólido compuesto por

agar 1,5o/o, gelatina al 12o/o y búfer fosfato-citrato (pH 6). Se generaron "pocillos" y se

ut¡lizó 100 ¡rl de cada extracto prote¡co obtenido de levaduras positivas para la actividad

en colonia (Tabla 1). Luego de 24 h se midieron los halos de degradación formados. El

ensayo se realizó a las temperaturas óptimas de crecimiento de cada cepa de levaduras.

2.2.6. Activ¡dad Fosfatasa Alcalina. Se utilizó "Alkaline Phosphatase Assay Kit",

adquirido de Abnova, para medir la actividad usando extractos proteicos obtenidos de

las cepas positivas para el ensayo en colonia (Tabla 1). Se ensayó por 24 h y a las

temperaturas óptimas de crecim¡ento de cada cepa.

2.2.7. Activ¡dad Glucosa Ox¡dasa. Se diluyó 100 ¡:l de extraclo prote¡co obtenido de

las 27 cepas de levaduras en 1 ml de agua dest¡lada (pH 5,6) con glucosa al 10%. Se
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colocaron las muestras a las temperaturas óptimas de crecimiento por 24 h. Para el

revelado, se tomaron 150 pl de cada muestra y se mezcló con 150 pl de "Buffef'fosfato

0,2 M con o-dianisidina 0,17 mM y peroxidasa (6 U/ml). Para cuant¡ficar la activ¡dad, se

midió la absorbanc¡a a 500 nm.
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3. RESULTADOS

3.1. Extracción y análisis de proteínas extracelulares totales.

Previamente, la presencia de actividades ureasa, gelatinasa, ¡nvertasa y fosfatasa

alcalina fue determinada en colonias de 27 cepas de levaduras antárticas. En la Tabla

1 se detallan las levaduras que arrojaron resultados para una o más act¡vidades, las que

fueron utilizadas en la presente memoria. Ya que no se disponía de datos referentes a

la actividad glucosa oxidasa, esta fue analizada en las 27 cepas de levaduras.

Las levaduras se cultivaron en med¡o YM suplementado cott'lo/o glucosa hasta fase

estacionaria de crecim¡ento. Para el estud¡o de actividad invertasa, las levaduras se

cultivaron en medio YM suplementado con l7o sacarosa. Desde el sobrenadante de los

cultivos se obtuvieron las proteínas totales mediantes precipitación con sulfato de

amonio.

3.2. Actividad ureasa extracelular.

Los ensayos fueron realizados a las temperaturas óptimas de crecimiento de cada cepa

y pH 6. Una actividad pos¡tiva se observa por la formación de un halo de color verde-

azul.

La F¡gura 7 muestra los resultados obtenidos de los ensayos para medir la actividad

ureasa a n¡vel extracelular. Las proteínas totales extrafdas fueron colocadas en las

placas 1,5% agar con 17o de urea durante 24 h. Se puede observar un halo de color

alrededor de los "pocillos" donde se colocaron los extractos proteicos, lo cual determinar

la presencia de la actividad ureasa, ya que el azul de bromotimol camb¡a de amar¡llo a

verde-azul frenle a un cambio de pH del medio generado por la reacc¡ón de la enzima.

El tamaño de los halos es distinto en cada cepa ensayada.
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Figura 8. Ensayos de actividad ureasa extracelular a temperaturas óptimas
crecimiento. D10: Glaciozyma antarct¡ca; B1Ol. Spor¡d¡obolus salmonicoloti 811'.
Rhodotorula laryngis; B'32: Cryptococcus v¡ctor¡ae; A23: Mrakia; B'19: Rhodotorula
glacialis; M: Dioszegia frb¿lngensrs; YM: Control. Se muestran las placas de ensayo
con halos alrededor de los "pocillos", generado por el cambio de pH y detectado con
azul de bromotimol.

La Tabla 2 muestra todas las cepas ensayadas para esta actividad y la diferencia entre

el diámetro de¡ "pocillo" real¡zado para el ensayo y el diámetro generado por la act¡vidad

ureasa. A 22C, las cepas Sporidiobolus salmon¡color, Glaciozyma antarctica,

Rhodotorula laryngis y Cryptococcus victoriae mostraron halos alrededor de los

"pocillos" ¡ndicadores de actividad ureasa, mientras que en las cepas crecidas a 1soc,

solo las levaduras Mrakia sp. y Rhodotorula g/acialls mostraron estos halos ind¡cadores

de actividad. La cepa D¡oszegia frist¡ngensis (T1 1D0 fue ulilizada como control negat¡vo,

ya que esta levadura no mostró la actividad ureasa en los ensayos de colonia- Además,

se utilizó como control, extracto prote¡co desnaturado de cada cepa ensayada, el cual

fue colocado a 100 'C por 15 m¡nutos. Otro control realizado fue utilizar proteínas totales

extraídas desde un medio de cultivo YM. El valor del halo generado por el control YM

fue restado al resto de los datos obten¡dos.
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TEMPERATURA 22 "C A DrÁirETRO (mm)

Extracto Desnaturado

Le. creatinivora 0,'l 0,0

Le. fragaria 0,0 0,0

Sp. salmonicolor 1,2 0,1

Rh. laryngis 0,8 0,0

Cr. victor¡ae 0,8 0,0

G. antarctica 0,9 0,0

TEMPERATURA 1sOC

Rh. glacialis 1,0 0,1

D. fristingens¡s (TgDf1 ) 0,0 0,0

Mrakia sp. 0,7 0,0

D. fr¡stingensis (T1 1D0 0,0 0,0

Control (YM) 0,0 0,0

Tabla 2. Diferenc¡a entre los d¡ámetros de los "pocillos" y los diámetros de los halos
indicadores de activ¡dad ureasa medidos a las temperaturas óptimas de crecimiento de
cada cepa.

3.3. Actividad invertasa extracelular.

Deb¡do a que la activldad ¡nvertasa es reprimida por la presencla de glucosa en el medio,

se realizó un ensayo para determ¡nar que cepas podían ut¡lizar la sacarosa como fuente

pr¡ncipal de carbono. Las cepas que dieron positivo para la act¡v¡dad ¡nvertasa en

colonias (Tabla '1 ) fueron crecidas en medio YM suplementado con 17o sacarosa y las

cepas que crecieron en este medio fueron ut¡lizadas para medir la actividad invertasa a

n¡vel extracelular- Para medir esto, se utilizó medio YM sin fuerte de carbono como

control. Solo las cepas Cand¡da sake, Wickerhamomyces anomalus y Cryptococcus

g/vescens crecieron más en medio YM suplementado con 1o/o sacarosa que en med¡o
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YM sin fuente de carbono, lo que ¡ndica que estas cepas usan la sacarosa como fuente

de carbono (Anexo l).

La Tabla 3 muestra los resultados de los ensayos de actividad invertasa realizados para

las 3 cepas de levaduras que crecieron en medio de cultivo YM suplementado con 1%

de sacarosa. Las tres cepas estudiadas tienen valores de absorbancia significativos. La

cepa Glaciozyma antarctica y las proteínas totales extraÍdas de YM fueron utilizadas

como controles. Además, se ut¡l¡zó como control, extracto prote¡co desnaturado de cada

cepa ensayada, el Gual fue colocado a 100 'C por 15 minutos.

Tabla 3. Absorbancia medida en los ensayos de actividad invertasa a las temperaturas
óptimas de crec¡miento.

3.4. Actividad gelatinasa extracelular.

Los ensayos de act¡vidad gelat¡nasa fueron realizados en "Buffer" fosfato-citrato pH 6 y

las temperaturas óptimas de las cepas que dieron positivo para esta activ¡dad en los

ensayos de colonia (Tabla 1).

TEMPERATURA 30 'C ABSORBANCIA 540 nm

Extracto Desnaturado

W. anomalus 1 ,103 0,004

TEMPERATURA 22'C

C. sake 0,382 0,005

Cr. gilvescens 0,285 0,009

G. antarctica 0,002 0,000

Control (YM) 0,000 0,000

6*'.9,
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La F¡gura 8 muestra algunas de las placas de ensayo realizadas para medir la actividad

gelatinasa extracelular. Para determinar de mejor manera las cepas que poseen

activ¡dad gelatinasa, se mid¡ó el tamaño de los halos de degradación generados.

Figura 9. Ensayos de actividad gelatinasa a temperaturas óptimas de crecimiento.
En A se muestran las cepas que crecen a 22oC y el halo rojo ¡ndica la degradación del
"pocillo" de la cepa Leucosporid¡ella fragaria. En B se observa que la cepa Mrakia sp
(halo rojo) presenta degradac¡ón a 15oC. Los halos verde y amar¡llo representan los
controles realizados (YM y control negat¡vo, respectivamente).

La Tabla 4 muestra los valores de la diferencia del diámetro de los "pocillos" y el diámetro

generado por la degradac¡ón de la placa de ensayo. Las cepas Leucospoidiella fragaria,

Mrakia sp. y Metschnikowia bicuspidata son las cepas con el halo de degradación de

mayor tamaño. La cepa Candida sake fue utilizada como control negativo junto con las
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proteínas totales extrafdas del medio de cultivo YM. Además, se util¡zó como control,

extracto proteico desnaturado de cada cepa ensayada, el cual fue colocado a 100 'C

por '15 minutos.

Tabla 4. Diferencia de los d¡ámetros de los "pocillos" y los halos de degradación
indicadores de actividad gelat¡nasa.

TEMPERATURA 22'C A DIAMETRO (mm)

Extracto Desnaturado

Le. creatin¡vora 0,2 0,0

Le. fragaria f,5 0,'1

G. antarctica 0,2 0,0

D. fristingensis 0,r 0,0

C. davisiana 0,2 0,1

H. watticus 0,0 0,1

TEMPERATURA 15'C

Mrak¡a sp. 2,1 0,0

D. fristingensis (T9Df1 ) 0,3 0,0

Leucone u rospora sp. (71 7 Cd 1 ) 0,1 0,0

TEMPERATURA 1O "C

Metsch n i kow ¡ a b icu spidata 1,1 0,1

C. sake 0,1 0,0

Control (YM) 0,0 0,0

3.5. Actividad fosfatasa alcal¡na extracelular.

Para estudiar esta act¡vidad se ut¡lizaron las cepas que habÍan dado positivo para la

actividad fosfatasa en colon¡as y se utilizó "Alkal¡ne Phosphatase Assay Kit", adqu¡rido

de Abnova.
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La Tabla 5 muestra los resultados de la actividad fosfatasa alcalina. Se muestra que

cinco cepas de levaduras presentan valores de absorbancia significativos,

Wickerhamomyces anomalus a 30oC, Candida sake y Cryptococcus gilvescens a 22oC,

Diosegia sp a 15oC y Mrak¡a psychroph¡la a 10oC. El control se realizó con extracto

prote¡co obten¡do desde medio YM y se utilizó la epa Mrakia b/o//opls como control

negativo. Además, se ut¡lizó como control, extracto proteico desnaturado de cada cepa

ensayada, el cual fue colocado a 100 'C por 15 minutos.

Tabla 5. Absorbancia med¡da en los ensayos de actividad fosfatasa alcalina a las
temperaturas óptimas de crecimiento de cada cepa.

TEMPERATURA 30'C ABSORBANCIA 405 nm

Extracto Desnaturado

W. anomalus 1,210 0,001

TEMPERATURA 22'C

C. sake 3,057 0,010

Cr. gastricus 0,019 0,000

D. fr¡stingensis 0,011 0,002

C. davis¡ana 0,040 0,004

Sp. salmon¡color 0,051 0,003

Cr. gilvescens 0,286 0,005

Cr. victoriae 0,002 0,000

TEMPERATURA 15'C

Dioszegia. sp 2,996 0,008

Rh. glacialis 0,021 0,002

TEMPERATURA 1O"C

Metschnikowia b¡cuspidata 0,014 0,003

M. psychrophila 0,392 0,008

M. blo opis 0,010 0,000

Control (YM) 0,00'1 0,001
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3.6. Actividad glucosa ox¡dasa extracelular.

La activ¡dad glucosa ox¡dasa no fue, prev¡amente, estudiada en colon¡as, por lo que se

decidió hacer el "screen¡ng" de todas las cepas estudiadas, pero utilizando,

directamente, las proteínas totales extraídas de cada una de las cepas.

La Tabla 6 muestra el "screening" real¡zado a las proteínas totales extraídas de las 27

cepas de levaduras antárticas estudiadas. Del total de cepas, solo Cryptococcus

gasirlcus, Rhodotorula laryngis, Leucosporidiella creat¡nivora, Cryptococcus g,Tvescens

y Sporidiobolus salmonicolor muestran niveles de absorbancia significativas. Se usaron

proteínas totales extraídas de medio YM como control del ensayo y además, se ut¡l¡zó

como control, extracto proteico desnaturado de cada cepa ensayada, el cual fue

colocado a 100 'C por l5 minutos.
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TEMPERATURA 3O'C ABSORBANCIA 500 nm
Extracto Desnaturado

W. anomalus 0,022 0,001

TEMPERATURA 22'C

D. fristingensis (T1 1 Df) 0,004 0,000

C. dav¡s¡ana 0,010 0,004

H. watticus 0,o25 0,009

Cr. gasfncus 0,432 0,010

Rh. laryng¡s 0,'t 96 0,000

Le. fragaría 0,026 0,001

Cr. victor¡ae 0,002 0,000

Le. creat¡n¡vora 0,309 0,007

Cr. gilvescens 0,331 0,004

C. sake 0,o24 0,000

Sp. salmonicolor 0,123 0,001

G. antárct¡ca 0,004 0,000

TEMPERATURA I5"C
Cryptococcus. sp 0,026 0,002

D¡oszeg¡a sp 0,046 o,o12

Rh. glacialis (TgRg) 0,051 0,000

Leuconeurospora sp. (T 1 1 Cd2) 0,003 0,006

Leucone urospora sp. (T1 7 Cd 1 ) 0,046 0,003

Leuconeurospora sp. (T27Cd2) 0,054 0,000

M. robe¡fi¡ 0,01 3 0,002

Rh. glac¡alis (T1 1Rs) 0,009 0,007

D. fr¡stingensis (TgDf1 ) 0,055 0,01 1

Mrak¡a sp. 0,029 0,000

M. gelida 0,o10 0,005

M. blollopis 0,008 0,000

TEMPERATURA 1O'C

Metsch n i kowi a b ¡c rcp idata 0,002 0,001

M. psychroph¡la 0,007 0,001

Control (YM) 0,000 0,000

Tabla 6. Absorbanc¡a medida en los ensayos de actividad glucosa oxidasa usando los
extractos proteicos de las 27 cepas de levaduras antárticas estudiadas.
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4. DtSCUStÓN

Los estud¡os de microorganismos psicrotolerantes han aumentado en los últimos años

debido a que presentan una gran oportun¡dad para encontrar nuevos productos

biológicos con un alto potencial industr¡al y biotecnológico. Por ejemplo, en el trabajo de

Loperena y cols. (2012), se realizaron estudios de actividad enzimát¡ca extracelular a

levaduras extraídas del fondo marino antártico, donde se encontraron microorgan¡smos

con activ¡dad ce¡ulasa, x¡lasa, y gelatrnasa, princ¡palmente, en levaduras del género

Pseudozyma. Por otro lado, Fenice y cols. (1997), a¡alizaron levaduras y hongos

filamentos y mostraron que cepas como Pseudozyma antarctica, Leucospoidium

antarcticum y levaduras del género Cryptococcus y Rhodotorula, aisladas desde Ia

Antárt¡ca, presentaban actividad lipasa a nivel extracelular. Sumado a esto, nuestro

grupo de trabalo, anteriormente, también realizó var¡os estudios de actividad a nivel

extracelular en cepas de levaduras extraídas de la lsla Rey Jorge, mostradas en el

fabajo de Carrasco y cols (2012), en donde se determinó que estas levaduras antárt¡cas

poseen varias activ¡dades enzimáticas de alta importancia ¡ndustrial, como actividad

lipasa en cepas como Rhodotorula laryng¡sy Wickerhamomyces anomalusi x¡lanasa en

las levaduras Dioszegia fnslrngensls y actividades proteasa, amilasa y esterasa en

varias de las cepas analizadas.

Estos antecedentes muestran que el estudio de microorganismos psicrotolerantes y el

análisis de sus d¡ferentes activldades enzimáticas a nivel extracelular es un tema de

mucho ¡nterés en el mundo científico y posee un alto potencial para futuras apl¡cac¡ones

en varias áreas industriales. A pesar de que las act¡v¡dades analizadas en este trabajo
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poseen un alto potenc¡al para futuras aplicaciones industriales, han sido poco

estudiadas en levaduras psicrotolerantes.

4.1. Ureasa

Los resultados obtenidos en los ensayos realizados a las cepas que dieron positivo para

la actividad ureasa en colonia, muestran que no todas estas cepas poseen actividad

ureasa a nivel extracelular. Del total de las cepas ensayadas solo las cepas Glaciozyma

antarctica, Spor¡diobolus salmonicolor, Rhodotorula laryng¡s, Cryptococcus v¡ctoriae

Mrakia sp. y Rhodotorula g/aclal,s presentaron actividad ureasa extracelular. La cepa

Spor¡d¡obolus salmonicolortue la que presentó un halo indicador de actividad de mayor

tamaño, algo no reg¡strado en trabajos previos. Del mismo modo, no se encontraron

antecedentes b¡bl¡ográf¡cos que demuestren que las cepas Glaciozyma antarct¡ca y

Mrak¡a sp posean actividad ureasa extracelular. Por otra parte, los resultados obtenidos

en las cepas del género Rhodotorula y Cryptococcus concuerdan con los obten¡dos en

el trabajo de S¡ngh y cols (2013), en donde se real¡zaron ensayos para med¡r la actividad

ureasa en cepas de levaduras psicrotolerantes obtenidas desde el glaciar Midre

Lovenbreen (Ártico). En este trabajo, las cepas del género Rhodotoruta y Cryptococcus

presentaron actividad ureasa extracelular a 10'C y 20oC, respectivamente, lo cual

concuerda con los resultados obtenrdos en esta memor¡a, pudiendo tratarse del mismo

tipo de enzima o muy similares.

4.2. lnvertasa

El estudio realizado para med¡r la actividad invertasa extracelular tuvo un paso previo.

Se realizó un ensayo para determinar que cepas, de las que dieron positivo para la

actividad en colon¡a, pueden crecer en med¡o YM suplementado con l7o de sacarosa.
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Esto se realizó debido a que la síntesis de la enzima invertasa es inhibida por glucosa.

De este ensayo se obtuvo que 3 cepas de levaduras crecen en este medio,

Wickerhamomyces anomalus, Cand¡da sake y Cryptococcus gilvescens. A estas tres

cepas se les realizó el ensayo para determinar la presencia de actividad invertasa

efracelular. Los resultados obtenidos muestran que las tres cepas ensayadas poseen

esta actividad, s¡endo la cepa Wickerhamomyces anomalus la que mayor activ¡dad

muestra a 30oC, lo cual es un dato novedoso, porque no se encontraron estudios previos

de esta cepa de levadura que muestren la presencia de actividad invertasa. Sin

embargo, existen varios estud¡os previos que muestran que cepas del género Candida

y Cryptococcus presentan esta actividad, pero ninguno de estos ensayos fueron

realizados en cepas psicrotolerantes. Por ejemplo, en el trabajo de Dworschack &

W¡ckerham (1960), cepas de levaduras del género Candida, Rhodotorula y

Cryptococcus mostraron actividad invertasa extracelular a 200C. Por otro lado, Aydogan

y cols (2013) mostraron que cepas del género Cryptococcus presentan actividad

invertasa extracelular, pero a 35oC.

Los resultados de los ensayos realizados en esta memoria de tÍtulo concuerdan con los

obten¡dos en el trabajo de Dworschack & Wickerham (1960), ya que se encontraron

cepas de levaduras del género Candida y Cryptococcus con act¡v¡dad ¡nvertasa, pelo

como los ensayos fueron realizados a una sola temperatura, es d¡fíc¡l establecer si esta

es la temperatura de mayor actividad de la enzima. Por otro lado, en esta memoria no

se encontraron cepas de levaduras del género Rhodotorula con act¡vidad ¡nvertasa.

4.3. Gelatinasa

La Tabla 1 muestra que solo tres cepas de levaduras mostraron actividad gelat¡nasa en

los ensayos de colonia. Las levaduras con crecimiento óptimo de 30oC no mostraron
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halos de degradación en las placas de ensayo. A 22"C, solo la cepa Leucosporidiella

fragaria generó un halo ind¡cador de activ¡dad gelatinasa. Este resultado se asemeja

mucho con el obtenido en los análisis de Vasileva y cols (2013), en donde se realizaron

ensayos para determinar la presencia de varias actividades enzimáticas en cepas de

levaduras extraídas desde el mar de la lsla Galindez, en la Antártica. En su trabajo, solo

la levadura del género Leucospor¡diella presentó act¡v¡dad gelat¡nasa extracelular a

18oC. Por otro lado, en esta memoria, las cepas Mrakia sp y Metschn¡kow¡a bicuspidata

presentaron actividad gelatinasa extracelular a 1OoC, siendo la primera la que mostró

mayor actividad. Resultados similares no aparecen en estudios previos.

4.4. Fosfatasa alcalina

Los resultados obtenidos en los ensayos de act¡vidad fosfatasa alcalina extracelular

mostraron que solo cinco cepas de levaduras presentan esta activ¡dad:

Wickerhamomyces anomalus, Candida sake, Cryptococcus gllvescens, Dloseg/a sp y

Mrakia psychrophila. La cepa Cand¡da sake fue la que mayor actividad mostró a 22oC y

la presencia de actividad en esta cepa concuerda con lo obten¡do en el trabajo de Lacher

& Lehmann (1991), en donde se determinó la presencia de actividad fosfatasa alcalina

en var¡as cepas de levaduras del género Candida, en ensayos realizados a 25oC. Por

otro lado, la presencia de actividad fosfatasa alcalina en la cepa Cryptococcus

gilvescens a 22oC es consecuente con lo obtenido en el trabajo de García-Martos y cols

(2000), en donde se midió la presencia de actividad fosfatasa alcalina extracelular en

varias levaduras del género Cryptococcus en ensayos real¡zados a 28'C. Por último, no

se encontraron estudios previos que muestren la presencia de actividad fosfatasa

alcalina en las cepas Wickerhamomyces anomalus, Diosegia sp y Mrak¡a psychroph¡la

como los obtenidos en esta memoria.

33



4.5. Glucosa oxidasa

Del "screening" realizado a las 27 cepas de levaduras antárticas, solo 5 cepas,

Cryptococcus gastricus, Rhodotorula laryngis, Leucospor¡diella creatinivora,

Cryptococcus g/vescens y Sporidiobolus salmonicolor mostraron actividad glucosa

oxidasa extracelular. La cepa Cryptococcus gastrlcus fue la que mayor actividad mostró

a 22oC.

Hasta ahora, esta enzima ha sido estudiada y utilizada, principalmente, en

Saccharomyces cerevisiae y en Aspergillus nlger (Hellmuth y cols, 1995). No se

encontraron estudios previos de esta enzima en alguna de las cepas psicrotolerantes

aquí estudiadas, por lo que este trabajo entrega datos que muestran la presencia de

act¡vidad glucosa oxidasa extracelular en cepas no descr¡tas anteriormente.

Con todos los datos obtenidos en este trabajo se puede establecer que las levaduras

del género Cryptococcus presentan Ia que mayor variedad de actividades enzimáticas,

lo que concuerda con var¡os trabajos previos. Por otro lado, el control de extracto

proteico desnaturado realizado en todos los ensayos, mostró que los valores med¡dos

d¡sminuyeron considerablemente al desnaturar el extracto obtenidos en cada cepa, lo

que muestra que el cambio de pH, degradación de placa o aumento de absorbancia se

debió a un compuesto de origen proteico.

Por último, las condiciones de temperatura y pH, utilizadas en este trabajo, puede que

no sean las ópt¡mas para las enzimas estudiadas, por lo que, los valores obtenidos solo

establecen la presencia o ausencia de una enz¡ma, y no su valor máx¡mo o mínimo, aun

así, se puede establecer que las cepas de levaduras antárticas estudiadas poseen

actividades enzimáticas extracelular con un alto interés industrial y biotecnológico,

pudiendo ser fuente de futuras invest¡gaciones y nuevos estudios.
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5. CONCLUSIONES

l. En todos los ensayos realizados se pudo determinar, al menos, una cepa de

levadura con actividad enzimát¡ca extracelular.

2. Las levaduras del género Cryptococcus fueron las que poseen mayor

variedad de actividades (ureasa, ¡nvertasa, fosfatasa alcalina y glucosa

oxidasa), resultado que concuerda con varios trabajos previos.

3. La cepas Spoídiobolus salmonicolor, W¡ckerhamomyces anomalus, Mrakia

sp, Cand¡da sake y Cryptococcus gasfrlcus presentaron los mayores niveles

de actividad ureasa, invertasa, gelatinasa, fosfatasa alcalina y glucosa

oxidasa, respect¡vamente.

4. Muchas de las activ¡dades aquí ensayadas no presentan antecedentes

previos, por lo que, este trabajo entrega nueva información acerca de

act¡vidades enzimát¡cas de interés comercial en microorgan¡smos

psicrotolerantes.
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6. PROYECCIONES

En este trabaio se mostró que muchas de las cepas de levaduras aisladas desde Ia lsla

Rey Jorge del territorio antártico chileno, producen una gran variedad de enzimas

extracelulares, muchas de las cuales, tienen un alto interés comercial e industrial, ya

que, al ser liberadas al medio, el costo y el tiempo de obtención de estas enzimas es

menor y, se espera que, cambiando las condiciones de temperatura y pH en futuros

ensayados se determinen los parámetros de activ¡dad de estas enzimas extracelulares,

para encontrar asÍ, enz¡mas activas a ba.ias temperaturas de un alto ¡nterés comercial y

biotecnológico en varias áreas ¡ndustriales.
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ANEXO

Anexo l. Tabla 7. Ensayo de crecimiento en med¡o de cult¡vo YM suplementado con 1% de sacarosa.

Los ensayos fueron realizados en medio de cultivo YM suplementado con 1% de glucosa y

1% de glucosa (YM) como control.

(YM + SAC) y

HORAS 0h 21h 48h 72h 96h 120 h 144 h

MEDIO YM
YM+
SAC

YM
YM+
SAC

YM
YM+
SAC

YM
YM+
sAc YM

YM+
SAC

YM
YM+
SAC

YM
YM+
sAc

30"c

w.
anomalus

0,008 0,008 1,872 6,507 2,725 10,900 2,910 11,760 3,386 14,760 3,540 17 ,180 3,814 17 201

22"C

Le. fragar¡a 0,000 0,001 0,010 0,01'1 0,012 0,013 0,020 0,011 0,0'14 0,018 0,020 0,019 0,017 0,018

Cr.
qilvescens 0,002 0,002 0,029 0.300 1,218 3,147 1 ,290 3,190 1,559 3,290 1,329 4,012 1,301 4,0'15

C. sake 0,002 0,001 0,089 1,720 1,464 3,378 '1,556 3,890 1,790 4,162 1 802 4,350 1 ,820 4,361

antarctica
0,001 0,001 0,010 0,012 0,010 0,011 0,011 0,012 0,011 o,012 0,014 0,015 0,012 0,011

't 5"c
c.

davishna
0 001 0,001 0,187 o,241 '1,350 '1 ,1 16 1 ,460 '1,400 1,640 1,810 2,314 2,237 2,319 2,329

con 1% de 1% de sacarosa + SAC) v con

4t


