“Las levaduras en los alimentos: ¢buenas amigas, peores enemigas?”

J. M. Peinado, M.I de Siléniz, P. Wrent, E.M. Rivas, E. Gil de Prado, O. Esteban y J. F.
Vera. Dpto. Microbiologia Il1, Facultad de Biologia, Universidad Complutense de
Madrid.

Oportunidades que las nuevas tecnologias en la produccion de alimentos ofrecen a las
levaduras (y a los zimologos que las estudian).

Esta generalmente aceptado que uno de los pilares fundacionales de la
Microbiologia como ciencia moderna fueron los estudios de Pasteur sobre la produccion
y deterioro de la cerveza. La produccion de alimentos habia sido hasta entonces un
proceso puramente empirico, basado en la consolidacion de los aciertos y rechazo de los
errores, que habia dado lugar a unas reglas de fabricacion ancestrales cuyo estricto
cumplimento aseguraba, aunque no siempre, el éxito final. Fue mérito, en este caso de
los industriales cerveceros, no de los cientificos, el que se les ocurriera que la ciencia
podia ayudar a disminuir los fracasos. Pasteur, al mismo tiempo que mostré que el
analisis de un problema industrial puede llevar a resolver polémicas cientificas tan
trascendentales como la generacion espontanea, demostrando que Francesco Redi tenia
razon y “Omne vivum ex vivo”, sentd las bases metodoldgicas para al analisis del
deterioro de los alimentos asociandolo al proceso de fabricacion. Como consecuencia
empez6 a quedar claro desde entonces, y seguimos confirmandolo dia a dia, que los
microorganismos solo hacen lo que han aprendido a hacer a lo largo de su evolucidn,
desarrollando sus actividades metabodlicas segun las condiciones del ambiente en que se
encuentran. La fermentaciéon alcohdlica de Saccharomyces, que es esencial para la
fabricacion de vino y cerveza, es negativa cuando ocurre en los yogures. La
fermentacion de las bacterias lacticas, esencial para la produccion de yogur, es negativa
si ocurre en vinos y cervezas. Una consecuencia importante de este analisis es que la
ciencia microbiologica que hay que desarrollar y aplicar a los procesos industriales
microbianos, sea produccion o deterioro, es exactamente la misma: la ecofisiologia
microbiana. Con Pasteur, un nuevo campo de investigacion con una orientacion
claramente aplicada, se habia abierto: El descubrimiento y caracterizacion de los
microorganismos responsables por las transformaciones, positivas 0 negativas, que
ocurrian en procesos desarrollados artesanalmente.

El primer empresario en montar su propio laboratorio de 1+D fue Jacob Christian
Jacobsen (1811 -1887), fundador de la Carlsberg Brewery en 1847, y del Carlsberg
Laboratory en 1875. Fue pionero y modelo paradigmatico de empresario que cree en la
ciencia. Siguiendo la estela de Pasteur, el laboratorio inicido con Hansen, creador la
primera coleccion de microorganismos, la practica industrial de los cultivos iniciadores
y al mismo tiempo en él se desarrollaron conceptos cientificos universales como el de
pH, descrito por el Dr.Sgrensen en 1909. Sin embargo las dificultades de aplicar el
método cientifico a un proceso artesanal, debidas a las caracteristicas esenciales de cada
abordaje, pronto se hicieron notar. EI método empirico habia producido procesos
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basados en una red muy compleja de interrelaciones entre los diferentes factores
intervinientes, que el abordaje reduccionista propio de la ciencia era incapaz de abarcar
en algunos casos. Como consecuencia, en los casos de redes mas complejas, la
aplicacion directa de un resultado cientifico podia romper el equilibrio alcanzado
empiricamente y el proceso se alteraba negativamente. Para superar esas dificultades es
necesario cerrar el circulo artesania-empirismo-ciencia con otra rama que incluye el
analisis de los problemas planteados por la aplicacion del resultado cientifico para que
la tecnologia los resuelva, de manera que se vuelva a producir un alimento con la
calidad del artesano pero con las ventajas introducidas por la tecnologia.

La relevancia del analisis cientifico de las alteraciones producidas por los
cambios tecnoldgicos en la fabricacion de alimentos fue reconocida de manera explicita,
en la déecada de los 90, con varios proyectos europeos financiados con ese objetivo. El
envasado en atmdsferas modificadas, las nuevas formulaciones de los alimentos, la
ausencia de conservantes en los productos orgéanicos, el control bioldgico de plagas en
la agricultura y los nuevos cultivos iniciadores, son ejemplos de las nuevas
oportunidades que las novedades tecnoldgicas ofrecen para su estudio por los
microbidlogos de alimentos. En nuestro laboratorio hemos investigado algunos de ellos,
especialmente los protagonizados por levaduras.

Deterioro por produccion de CO, fermentativo.

Las levaduras, y especialmente las especies pertenecientes a la familia
Saccharomycetaceae, son las mayores productoras de gas entre los microorganismos.
Ello se debe a varias caracteristicas: todas tienen una gran capacidad de transporte de
azlcares y produccion de piruvato y poseen alcohol deshidrogenasa que cataliza la
formacion de etanol y CO,, pero se diferencian en su capacidad respiratoria. S.
cerevisiae reprime la sintesis de citocromos en presencia de concentraciones altas de
glucosa, por lo que en esas condiciones toda la glucosa es fermentada.
Zygosaccharomyces y Torulaspora no reprimen los citocromos pero tienen una
capacidad respiratoria pequefia y la fermentacion ocurre cuando el flujo glicolitico es
mayor que ésta (2). Finalmente hay un grupo muy diverso de especies, que incluye
especies de los géneros Debaryomyces, Kluyveromyces, Pichia, Candida y Meyerozyma
entre otros, con una capacidad respiratoria mayor, que es capaz de absorber todo el flujo
glicolitico y por tanto solo fermentan en ausencia de oxigeno. Curiosamente en nuestro
laboratorio apenas una vez hemos encontrado a S. cerevisiae como agente etiolégico de
alimentos alterados por hinchamiento y en el resto de los casos se trataba de especies
pertenecientes a los otros dos grupos.

El envasado de alimentos en atmosferas modificadas con plasticos impermeables
a los gases puede poner de manifiesto fermentaciones que sin envasado pasarian
desapercibidas (Fig.1). Ese fue el caso de unos higos envasados al vacio en el que
identificamos como levadura responsable del hinchamiento a una cepa de
Zygosaccharomyces bailii. Para hacer estudios de trazabilidad disefiamos un método de
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tipado basado en el analisis RFLP de la region IGS del rADN que no solo permiti6
localizar el origen de la contaminacion sino que puso de manifiesto alguna de las
dificultades ligadas a estas técnicas, como la incorrecta identificacion de cepas en las
colecciones de cultivos y la presencia de hibridos (11).

Fig. 1 Fig.2

Mas interesante y complejo resultdé el caso de los yogures organicos
contaminados con levaduras (Fig.2). En este problema se reunian inicialmente dos
modificaciones al proceso tradicional: cambio en la formulacion clésica por la adicion
de mermelada y la ausencia de conservantes por ser producto “organico”. Ademas la
mermelada era de fresas de cultivo orgénico, por lo que podian haber sido inoculadas en
el campo con microorganismos para el control biologico. Los resultados iniciales del
laboratorio de control eran paraddjicos porque la contaminacién por levaduras era muy
abundante en todos los yogures, estuvieran hinchados o0 no, pero no aparecia rastro de
ellas en ninguno de los ingredientes. EI problema consistia en la media o baja actividad
de agua de las matrices analizadas. Las levaduras son contaminantes habituales de este
tipo de alimentos porque muchas de las especies son osmotolerantes y resisten la muerte
por apoptosis provocada por las elevadas concentraciones de azlcar (6). EI empleo de la
metodologia adecuada para el andlisis microbioldgico de alimentos con media y baja
actividad de agua (1,4,5) revel6 la presencia de levaduras también en la mermelada La
aplicacion completa de los postulados de Koch, especialmente la reproduccion del
efecto tras la reinoculacion de la cepa aislada, permitio atribuir el hinchamiento a una
levadura que fue identificada como Meyerozyma (antigua Pichia) guilliermondii. Los
analisis de tipado, resultaron complejos porque inicialmente hubo que utilizar RFLPs de
mitADN e IGS de rDNA, pero consiguieron demostrar que la cepa presente en la
mermelada era la misma que estaba en los yogures (13). Actualmente hemos
desarrollado otra metodologia de tipado, basada en el andlisis de microsatélites, mas
barata y eficiente (15). Pretendimos trazar el origen hasta los cultivos de fresa, pero no
fuimos autorizados. Los estudios fisioldgicos con la cepa responsable del deterioro nos
permitieron identificar las caracteristicas propias de la cepa que facilitaban su potencial
deteriorante. Era una cepa capaz de crecer en lactato, incluso a partir de in6culos muy
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bajos lo que explicaba su presencia en todos los tipos de yogur, pero era incapaz de
fermentar lactosa, lo que explicaba que solo en los yogures con azucares fermentables
afiadidos con la mermelada, hubiera produccion de gas. Un aspecto novedoso lo
constituyd la inhibicion selectiva de la fermentacion, pero no del crecimiento, a
temperaturas bajas, lo que explicaba que el hinchamiento solo se detectase cuando se
interrumpid la cadena de frio. Ademas formaba biofilms lo que facilitaba la
contaminacion de las maquinas en la fabrica. Es interesante considerar que todas estas
caracteristicas son precisamente las que se buscan en la seleccion de microorganismos
para el control bioldgico en agricultura. Este no es un argumento en contra del control
biologico. Simplemente indica que la inoculacion de levaduras fermentativas implica un
peligro cuyo riesgo hay que minimizar eliminando determinadas caracteristicas en las
cepas industriales.

La inyeccion de salmuera en diversos tipos de productos carnicos es una practica
industrial que parece aumentar su frecuencia. Por otra parte, también se va extendiendo
la inoculacion de cultivos iniciadores en embutidos, ademéas de las bacterias lacticas
(BAL), para mejorar las caracteristicas organolépticas. La levadura Debaryomyces
hansenii, por sus caracteristicas enzimaticas, es de las especies mas recomendadas para
este fin. Sin embargo la inyeccion de salmuera, si no esta estéril, puede ser la via de
introduccién de microorganismos fermentativos que creen vesiculas de gas en el interior
del embutido (Fig.4), asi como también puede producir gas la incorporacion de
levaduras a la masa del embutido (Fig.3). Si la cepa puede crecer aer6bicamente
utilizando el lactato producido por las BAL, se crea una simbiosis entre levaduras y
bacterias porque el consumo del &cido por la levadura hace subir el pH, lo que permite a
las BAL sequir creciendo y produciendo mas &cido. Esta subida del pH altera la correcta
compactacién y maduracion de los embutidos. Por otra parte, la gran poblacién de
levaduras acumulada comienza a fermentar cuando se agota el oxigeno, con la
acumulacion de gas. Nuestros  estudios fisiolégicos han demostrado que la
fermentacion la realizan las levaduras Crabtree - en la fase estacionaria en la que todo el
azucar consumido es fermentado, en contraste con las Crabtree + que la realizan durante
el crecimiento para obtener energia.

Fig. 3 Fig.4
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Para la identificacion rapida de Debaryomyces hansenii hemos disefiado un
medio diferencial (Debaryomyces Differential Medium, DDM) basado en la deteccion
de la actividad enzimaticad -glucuronidasa. En este medio, entre 120 especies de
bacterias, levaduras y mohos ensayados, solo Debaryomyces hansenii produjo colonias
violetas (7). EIl uso de este medio permitio identificar como Candida cretensis a unas
cepas con todas las caracteristicas fisioldgicas de D. hansenii, pero que no producian
colonias violeta. De esta especie solo se conocia una cepa (8). El analisis de la region
IGS en Debaryomyces hansenii fue de gran utilidad. Analizando su tamafio
descubrimos que este dato permitia distinguir entre 21 especies diferentes,
contaminantes habituales de alimentos. Ademas el analisis RFLP permitio distinguir las
distintas especies del género y también las dos variedades de la especie Debaryomyces
hansenii, var. hansenii y var. fabrii. Estos datos apoyaban la transformacion de las
variedades en especies independientes, como finalmente ha ocurrido (9,10). La
experiencia acumulada con Debaryomyces hizo que se le encargara la redaccion del
capitulo correspondiente a este género en la “Encyclopedia of Food Microbiology” a la
Dra Siloniz (12). De nuevo hay que resaltar que estos resultados, que demuestran que
Debaryomyces hansenii puede producir CO, fermentativo y por tanto es un peligro para
la calidad de los alimentos fermentados, no indican que haya que renunciar a sus
ventajas como productor de enzimas de interés. Sin embargo si indican que habra que
minimizar el riesgo de deterioro seleccionando cepas con baja o nula capacidad
fermentativa en las condiciones de elaboracién y conservacion del alimento.

Malos olores: Produccion de 1,3 Pentadieno por descarboxilacion del sorbato

El sorbato es uno de los conservantes mas ampliamente utilizados en la
elaboracion de alimentos. Su accion se basa en la acidificacion del pH intracelular, por
lo que, para que sea eficaz, el pH externo tiene que ser inferior a su pK, ya que las
formas protonadas son las Unicas capaces de entrar en la célula. Esos protones son los
que se disocian en el citoplasma, por su pH neutro, y para mantener ese pH la célula
tiene que expulsarlos a través de una bomba que gasta ATP (18,21). Es posible que el
anion también tenga alguna accién toxica y por ello algunos autores piensan que su
descarboxilacion por algunas especies de mohos y levaduras, transformandolo en 1,3
pentadieno que se volatiliza, constituiria un mecanismo de destoxificacion. Pero ese
compuesto tan volatil tiene un desagradable olor a keroseno y los alimentos con sorbato
en los que esta reaccion ocurre tienen que ser retirados. En nuestro laboratorio hemos
analizado varios productos con este tipo de alteracion, fundamentalmente en alimentos
ricos en azucar, en los que las cepas productoras pertenecian a las especies
Debaryomyces hansenii 'y Zygosaccharomyces rouxii. Hemos encontrado que la
capacidad de produccion es una caracteristica de cepa, no de la especie (16,17).
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El objetivo investigador en este caso era encontrar un marcador genético
especifico, no de especie, sino de efecto deteriorante. Los genes implicados en la
descrboxilacion son al menos dos, PAD1 que codifica una enzima denominada
Decarboxilasa del Acido Fenilacrilico, y FDC1 que codifica la Decarboxilasa del Acido
Ferulico. Actualmente se cree que ambas enzimas son necesarias para la
descarboxilacion ya que la primera reclutaria y aportaria un cofactor (FMN) que es
necesario para la accion descarboxiladora de la segunda. Nuestros resultados indican
que PAD1 no sirve como marcador, porque se encuentra en todas las cepas de ambas
especies, productoras 0 no, por lo que nos estamos concentrando en el estudio del gen
FDCL1. Sin embargo existe un polimorfismo en el gen PAD1 de Debaryomyces
hansenii, en contraste con la homogeneidad que presenta en Zygosaccharomyces
rouxii, que podria ser una herramienta mas en la caracterizacion de esta especie.

Nuestro trabajo se ha extendido también al disefio de pruebas rapidas para la
deteccion temprana de los productos que finalmente causan el deterioro. El desarrollo
de una metodologia para la deteccion cuantitativa de CO, y 1,3 pentadieno ha sido un
trabajo que hemos desarrollado en colaboracion con el grupo Tagralia de la ETSIA de la
Universidad Politécnica de Madrid y la empresa “New Infrared Technologies”. Se trata
de un aparato que emite rayos infrarrojos en un espectro de frecuencia media, que no
necesita refrigeracion y que permite medir la presencia de ambos gases de forma
econdémica y fiable (19).

Las levaduras en los alimentos: ; Amigas o enemigas?

La respuesta a esta pregunta después de haber llegado hasta aqui, parece facil:
Depende de como las tratemos. En contraste con el area de la seguridad de los
alimentos, donde hay enemigos declarados que deben estar siempre ausentes, en el area
de la calidad lo que nos encontramos son levaduras que deben estar presentes, porque
pueden ser beneficiosas, pero que mal escogidas y peor controladas pueden resultar
perjudiciales. Como microorganismos que son, solo van a tener efectos macroscopicos,
tanto buenos como malos, si la poblacion alcanza un tamafio critico, que hay que
determinar porque puede ser muy variable e incluso puede ser diferente para ambos
efectos.

La modelizacion y el subsecuente control del crecimiento microbiano que
permite la microbiologia predictiva son por tanto de especial interés en este caso. Sin
embargo, la estructura del alimento es un factor que ha sido poco considerado hasta
ahora en esta area. La modelizacion del crecimiento sobre alimentos sélidos es una
trabajo que también estamos desarrollando en nuestro grupo y que ya esta dando sus
frutos (20-23). De esta forma iremos consiguiendo el objetivo de cualquier
microbidlogo industrial: Que los microorganismos hagan lo que queremos y no hagan lo
gue no queremos.
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PUBLICACIONES DEL GRUPO DE LEVADURAS DE INTERES INDUSTRIAL (UCM)
SOBRE ECOFISIOLOGIA Y DIAGNOSTICO DE LEVADURAS DETERIORANTES DE
ALIMENTOS COMENTADAS EN ESTE TRABAJO.

Levaduras deteriorantes de alimentos con baja 0 media actividad de agua
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