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RESUMEN 

 

Tungurahua es una provincia ecuatoriana, considerada uno de los centros más 

importantes en la producción de cuero, la cual concentra en su territorio el 80% de 

curtiembres a nivel nacional. Esta industria supone un gran problema ambiental 

debido a la alta contaminación que genera. Las curtiembres utilizan sales de Cr en 

el proceso de curtido, lo que a su vez genera efluentes con alto contenido de este 

metal y que, al ser vertido al ambiente, genera efectos tóxicos en la biota. 

En el presente trabajo se evalúa el potencial de levaduras nativas a tolerar Cr (VI). 

Para este propósito se aislaron levaduras de efluentes de dos curtiembres: una 

artesanal y una industrializada. Se establecieron de 1 – 9 puntos de muestreo según 

el caso, desde la recepción de las pieles hasta la obtención de producto terminado, 

aislando un total de veinticinco cepas de levaduras. 

En cuanto a la metodología utilizada, destacamos el uso de herramientas 

moleculares en la identificación a nivel de género y especie de las levaduras 

aisladas, identificando así once especies diferentes. El análisis filogenético las 

clasifico dentro de tres órdenes y dos familias (Basidiomicota y Ascomicota). Con el 

fin de determinar la tolerancia a estrés por Cr (VI), se realizaron ensayos por 

triplicado utilizando el método de goteo en placa en presencia del metal. 

Los resultados obtenidos manifestaron que Candida parapsilosis, Candida 

zeylanoides, Rhodosporidium diobovatum, Candida humilis, Trichosporon otae y 

Zygowilliopsis califórnica fueron las cepas que mostraron crecimiento en presencia 

de Cr (VI), las cuales se proponen como una alternativa limpia y autóctona para ser 

utilizadas en procesos de biorremediación frente a este tipo de contaminación. 

Palabras clave: Curtiembres, levaduras, tolerancia a Cr (VI). 
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ABSTRACT 

 

Tungurahua is an Ecuadorian province, which is considered one of the most 

important in terms of leather production and which owns on its territory 80% of the 

tanneries of the country. Tanneries represent a significant environmental problem 

due to the contamination they generate. These industries use Cr salts in the tanning 

process, which in turns generate effluents with high content of this material and once 

these get in contact with the environment, toxic effects are generated in the biota. 

This report evaluates the potential of native yeasts to tolerate Cr (VI). In order to 

achieve this, the yeasts of two tanneries effluents were isolated: a traditional and an 

industrialized one. There were established 1-9 test points depending on each case, 

starting from the reception phase until obtaining the final product, isolating in the 

process twenty five yeast strains. 

In terms of methodology, great emphasis was laid upon the molecular tools in order 

to identify the genera and specie of the isolated yeasts, which lead to identify eleven 

different species. The phylogenetic analysis classified them in three categories and 

in two families (Basidiomycota and Ascomycota). In order to determine stress 

tolerance to Cr (VI), triplicate assays were developed by using the drop plate method 

in presence of the metal. 

This allowed to observe that Candida parapsilosis, Candida zeylanoides, 

Rhodosporidium diobovatum, Candida humilis, Trichosporon otae y Zygowilliopsis 

califórnica were strains showed growth in the presence of Cr ( VI ), which in turn are 

suggested as a clean and autochthonous alternative to be used in the bioremediation 

processes  for this kind of contamination. 

 

Keywords: Tanneries, yeasts, tolerance to Cr (VI). 
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INTRODUCCIÓN 

 

El curtido es el proceso mediante el cual se transforman las pieles animales 

(bovinos, ovinos y porcinos) en cuero, obteniendo así un material estable, no 

degradable, durable y resistente (Ranganathan y kabadgi, 2010). Este proceso se 

realiza a través de diferentes etapas (Esquema I).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 1. Diagrama de flujo proceso del curtido de pieles. 
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La industria del curtido de pieles en Tungurahua es un sector importante en 

la economía, la cual, junto a la línea manufacturera, representa el 14.78% de la 

contratación de mano de obra nacional. Según la asociación nacional de curtidores, 

en Tungurahua, se registran alrededor de 50 curtiembres, divididas entre 

artesanales e industrializadas, y distribuidas en los diferentes cantones de esta 

provincia. En los últimos años este sector productivo ha presentado un incremento 

de inversiones del 8% al 55% y un incremento de producción del 87% (Medina, 

2010). Esta industria ha ganado una imagen negativa ante la sociedad debido al 

alto impacto ambiental que genera (Bosnic et al., 2003). Este proceso requiere 

alrededor de 300 kg de productos químicos por tonelada de piel, los mismos que 

generan altos volúmenes de efluentes, en un rango de 34 a 56 m3 por tonelada de 

cuero procesado (Mahbubul et al., 2012). Este proceso se lleva a cabo a base de 

sales de Cr, el cual permite estabilizar el colágeno de la piel mediante agentes 

curtientes, lo que, a su vez, transforma la piel en cuero, permitiendo así una 

estabilización de la materia orgánica (Córdova et al., 2013). 

Por todo lo anterior, los residuos líquidos de las curtiembres poseen una gran 

cantidad de contaminantes, entre ellos el Cr, puesto que entre 60 al 80% de este 

metal es tomado por la piel, y el resto es descargado como residuo (Benejam y 

Pujol, 2000). Este metal puede presentarse principalmente en dos estados de 

oxidación, Cr (III) y Cr (VI), siendo este último de gran preocupación debido a su 

alta toxicidad y su capacidad mutagénica y, por tanto carcinogénica (Tapia et al., 

2002). Aunque existen nuevas alternativas para sustituir el uso de sales de Cr, en 

Tungurahua, este material sigue siendo irremplazable debido a la calidad de cuero 

que se obtiene (Chávez, 2010).  

La influencia del Cr en ambientes contaminados, ha sido consecuente en la 

aparición de poblaciones de microorganismos adaptados, o también denominados 

tolerantes (Gutiérrez et al., 2010), entre los cuales destacan las levaduras. El uso 

de este tipo de microorganismos para la eliminación de la contaminación generada 

por metales pesados entre ellos el Cr (VI), ha recibido mucha atención en los últimos 

años (Iram et al., 2012). Debido al alto nivel de aplicación, son considerados como 

los microorganismos más adecuados para este tipo de biorremediación. Esta 
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consideración se debe, a que poseen una alta tolerancia hacia este metal y son un 

grupo versátil que puede adaptarse y crecer en condiciones adversas. Esta 

alternativa biológica muestra considerables ventajas sobre los métodos 

tradicionales, como por ejemplo disminución de la contaminación secundaria, 

simplicidad de operación a bajas concentraciones de metales o aumento de la 

eficacia con respecto al coste (Guevara, 2010). 
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CAPÍTULO I 

 

EL PROBLEMA  

 

1.1. TEMA:  

AISLAMIENTO E IDENTIFICACIÓN DE LEVADURAS A PARTIR DE EFLUENTES 

DE CURTIEMBRES TUNGURAHUENSES Y CARACTERIZACIÓN EN FUNCIÓN 

A LA TOLERANCIA A CROMO (Cr) VI. 

 

1.2. JUSTIFICACIÓN. 

La provincia de Tungurahua se destaca por su gran vocación productiva y 

manufacturera, lo que se traduce en un importante desarrollo industrial en los 

últimos años. Debido a este incremento, las fuentes de contaminación por metales 

pesados especialmente el Cr, han aumentado considerablemente. Una de las 

principales actividades que involucran la contaminación por Cr, es la industria del 

curtido de pieles. Según la asociación nacional de curtidores del Ecuador, en 

Tungurahua, se concentra el 80% de curtiembres a nivel nacional, dividiéndose 

entre grandes industrias y empresas artesanales. La industria del curtido de pieles 

está considerada como una fuente importante de contaminación, dada las 

características de los efluentes que se eliminan a los cursos de agua, lo cual genera 

un gran impacto ambiental (Mwinyihija, 2010). El proceso productivo genera 

importantes volúmenes de residuos sólidos y efluentes líquidos, mismos que 

presentan una compleja combinación de compuestos orgánicos, inorgánicos, 

considerable contenido de cal, elevadas concentraciones de Cr, cadmio (Cd),  

plomo (Pb), sulfatos, químicos fluorados, una elevada DBO, ciertos polímeros y 

detergentes, lo que convierten el sector en altamente contaminante (Greenpeace, 

2012). La principal preocupación es la presencia de Cr (VI), se estima que entre el 

60 y 80% de este metal puede fijarse en el cuero, el restante se pierde en los 

efluentes líquidos (Mera, 2010). 
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El Cr puede presentar dos estados de oxidación Cr (III) y Cr (VI), este último 

es altamente tóxico para todas las formas de vida, siendo mutagénico y 

carcinogénico en humanos y bacterias (Chávez, 2010). Existen técnicas 

convencionales para eliminar el Cr (VI) de ambientes contaminados, sin embargo, 

debido al costo, elevado tiempo de operación y contaminación secundaria, surge la 

necesidad de desarrollar alternativas más eficientes. Con la presente propuesta se 

pretende aislar e identificar levaduras de curtiembres tungurahuenses y 

caracterizarlas en función a su capacidad de tolerar el estrés por Cr (VI), ofreciendo 

así, una potencial alternativa biológica, autóctona y limpia, para la disminución de 

los niveles de Cr (VI) de sus propios residuos industriales. 

 

1.3. OBJETIVOS. 

1.3.1. Objetivo general. 

 Aislar, identificar y caracterizar en función a la tolerancia a Cr (VI), levaduras 

aisladas a partir de efluentes de curtiembres tungurahuenses. 

 

1.3.2. Objetivos específicos. 

 Aislar levaduras a partir de efluentes de curtiembres tungurahuenses.   

 Identificar a nivel molecular las levaduras previamente aisladas. 

 Determinar la tolerancia a Cr (VI) de levaduras aisladas. 
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CAPÍTULO II 

MARCO TEÓRICO  

 

2.1. ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS. 

Los usos fabriles que ha dado el hombre a los compuestos de Cr, han 

generado un aumento en la contaminación atmosférica, hídrica y alimentaria, 

especialmente aquellas industrias relacionadas con procesos textiles, metalúrgicos, 

galvanizados, vidrios, cerámicas, y curtido de pieles (Tapia et al., 2002).  

Los efluentes provenientes de las curtiembres poseen una combinación 

compleja de compuestos orgánicos e inorgánicos, lo que ha provocado que se 

convierta en un importante nicho ecológico para especies biológicas con alta 

capacidad de resistir a cada tipo de contaminante. Entre estas se encuentran las 

levaduras, consideradas por diversos autores como uno de los microorganismos 

que muestran resistencia a metales pesados, entre ellos el Cr (VI). Las levaduras 

son capaces de adaptarse eficientemente a los efluentes de curtiembres, 

considerados ecosistemas extremos, puesto que son un grupo versátil, pueden 

adaptarse y crecer en condiciones adversas, además, poseen la ventaja de contar 

con una pared celular con excelentes propiedades de unión a metales (Khan, 2001; 

Baldrian y Gabriel, 2002; Gavrilescu, 2004; Anand et al., 2006). 

Panigatti et al., 2012 considera a muchas levaduras como una herramienta 

biotecnológica para el tratamiento de efluentes de curtiembres con presencia de Cr 

(VI), debido a que presentan resistencia a ese metal. Este es un campo emergente, 

ya que en un principio se utilizaron para remediar las aguas contaminadas con 

metales e hidrocarburos, pero actualmente lo hacen como alternativa de tratamiento 

para efluentes de origen industrial, lo que incide en una evidente reducción de 

costos de los productos químicos y el consumo de energía en comparación con los 

procesos convencionales de tratamiento (Reichenauer y Germida, 2008). 
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De los estudios reportados en literatura acerca de la tolerancia a Cr (VI) por 

levaduras aisladas de efluentes de curtiembres, la información disponible es 

escasa, la mayoría de los microorganismos ensayados sólo son capaces de tolerar 

concentraciones bajas de Cr (VI), usualmente dentro del intervalo de 0.1 a 0.5 mM; 

esto último se ha atribuido a los efectos tóxicos y mutagénicos del metal. Entre las 

especies levaduriformicas estudiadas se encuentran Saccharomyces cerevisiae, 

aislada de los desecho de la industria de actividades fermentativas, Candida sp., 

Candida maltosa y Rhodosporidium sp. aisladas a partir de residuos industriales, 

Schizosaccharomyces pombe, tanto de tipo salvaje como diversos mutantes, y 

Pichia guilliermondii, aislada de aguas ácidas de la minera Yanacocha – Perú 

(Orbegozo et al., 2008; Ksheminska et al., 2003).  

No se ha reportado ninguna investigación sobre la diversidad levaduras 

aisladas de efluentes de curtiembres en Ecuador, con tal razón el objetivo de la 

presente propuesta es el de aislar e identificar levaduras a partir de este ecosistema, 

y caracterizarlas en función a su capacidad de resistir el estrés por Cr (VI). Al término 

del estudio se obtendrá una colección de levaduras nativas con potencial para ser 

utilizadas en la biorremediación de ambientes contaminados por este metal. 

 

2.2. HIPÓTESIS. 

• Hipótesis nula. 

Ho: No existen levaduras tolerantes a Cr (VI) asociadas a curtiembres 

tungurahuenses.  

• Hipótesis alternativa. 

Ha: Si existen levaduras tolerantes a Cr (VI) asociadas a curtiembres 

tungurahuenses. 
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 2.3. SEÑALAMIENTO DE VARIABLES DE LA HIPÓTESIS.  

 Aislamiento de levaduras presentes en efluentes de curtiembres. 

 Caracterización macro y microscópica de levaduras aisladas. 

 Extracción de ADN genómico. 

 Cuantificación por espectrofotometría y electroforesis en gel de agarosa del 

ADN extraído. 

 Secuenciación del dominio D1/D2 para la identificación de géneros y 

especies de levaduras.  

 Crecimiento de levaduras empleando el método de goteo en placa en 

presencia de 0.5 mM de Cr (VI). 
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CAPÍTULO III 

 

MATERIALES Y MÉTODOS  

 

3.1. MATERIALES. 

PDA (agar papa dextrosa), (DifcoTM, Francia), caldo YM (yeast and moulds); 

microesferas de vidrio (ϕ 0,4μm) (Sigma-Aldrich, USA), ARNasa (Sigma®, USA); 

tampón para PCR, MgCl2 (Invitrogen, Brasil); dNTP mix, Taq polimerasa, 

oligonucleótidos (NL1 Y NL4),  kit PureLink® PCR Purification, ladder de 100 pb y 1 

kb plus, SyberSafe (Invitrogen, USA), Trioxido de Cromo (CrO3) (Fisher Scientific). 

 

3.2. MÉTODOS. 

3.2.1. ESTUDIO DEL ÁREA Y TOMA DE MUESTRAS. 

Se establecieron dos tipos de curtiembres: artesanal e industrializada, con el 

fin de realizar un análisis comparativo. Para obtener un muestreo representativo, se 

realizó una visita previa a las curtiembres con el propósito de observar el proceso 

productivo e identificar los puntos críticos. Se delimitaron entre 1 – 9 puntos según 

el caso, desde la recepción de la piel hasta la obtención del producto terminado, de 

los cuales se tomaron muestras por triplicado. Se incluyeron dos tipos de muestras: 

sólidas, a partir de sedimentos de cuero y cebo, y líquidas que fueron residuos de 

cada etapa del proceso. Tras la toma de muestras, éstas fueron inmediatamente 

trasladadas al laboratorio bajo refrigeración para iniciar el aislamiento de las 

levaduras. 
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3.2.2. AISLAMIENTO Y CULTIVO DE LEVADURAS. 

A partir de las muestras de residuos líquidos se realizaron diluciones 1/10, se 

tomaron 100 µl de la muestra original y 100 µl de la dilución y, seguidamente se 

extendieron por triplicado, sobre medio PDA (gL-1: almidón de papa 4.0; dextrosa 

20.0; agar 15.0) con sulfato de estreptomicina (SIGMA®, USA) a una concentración 

de 50 μl/ml, para evitar el desarrollo de bacterias. En el caso de las muestras 

sólidas, estas se diluyeron, en proporción 1:1, con agua destilada estéril y fueron 

sometidas a agitación (250 r.p.m.) durante treinta minutos, a temperatura ambiente 

mediante un agitador New Brunswick (USA) con el fin de liberar los 

microorganismos de los retazos de cuero y cebo. 

Las cajas inoculadas se incubaron a 28 °C por el tiempo necesario hasta 

evidenciar crecimiento. De las colonias obtenidas se eligieron las más diversas en 

cuanto a sus características ópticas, se realizaron estrías simples en el mismo 

medio de aislamiento y se incubaron bajo las mismas condiciones. 

Las colonias aisladas se observaron bajo el microscopio de contraste de 

fases (EVOS XL Imaging System - Life Technologies). Del total de colonias llevadas 

a estría simple, las identificadas como levaduras se purificaron en estría compuesta. 

Para la caracterización macroscópica y microscópica se siguieron los parámetros 

establecidos en la base de datos del Centro de biodiversidad Fúngica, (CBS-KNAW, 

2011). 

 

3.2.3. EXTRACCIÓN DE ADN GENÓMICO. 

La extracción de ADN genómico de levaduras se realizó de acuerdo al 

protocolo seguido por Serrano-Bueno et al.,  2013.  

Las levaduras fueron crecidas en medio PDA. Se recogió con un palillo estéril 

una cantidad considerable de biomasa y se la colocó en tubos eppendorf de 1.5 ml 

con agua estéril. Seguidamente, estos fueron sometidos a centrifugación a 13 000 

r.p.m durante dos minutos y se descartó el sobrenadante. El pellet obtenido se 

resuspendió en 200 μl de reactivo Hoffman (Tris-HCl 10 mM (pH 8), Tritón X-100 
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2%, SDS 1%, NaCl 100 mM y EDTA 1 mM). Para la lisis celular, se adicionó un 

volumen aproximado a 100 μl de perlas de vidrio con un diámetro de 0.4-0.6 mm 

(Sigma-Aldrich, USA) y se sometieron al vórtex por dos ocasiones durante un 

minuto. Para la extracción de ADN se añadieron 200 μl de fenol: cloroformo 1:1 (v/v) 

y una vez más se sometió al vórtex durante dos minutos. Seguidamente, se eliminó 

el sobrenadante y se adicionaron 200 μl de fenol: cloroformo 1:1 (v/v) y 200 μl del 

reactivo de Hoffman. Para precipitar el ADN, se centrifugó la mezcla a 13 000 r.p.m 

durante diez minutos, tomando la fase acuosa a la que se añadió 10μl de NaCl 3M 

y 500 μl de isopropanol, se eliminó el sobrenadante y se evaporó la fase líquida en 

un termobloque (Labnet, Taiwán) a 65 °C durante diez minutos. Finalmente, el ADN 

se resuspendió en 20 μl de agua desionizada ultrapura (Invitrogen, USA) con 

ARNasa 0,05% (p/v) (Sigma®, USA).  

 

3.2.4. AMPLIFICACIÓN DEL DOMINIO D1/D2 MEDIANTE PCR.  

Se amplifico la región del ADN ribosomal, correspondiente al dominio D1/D2, 

dicha secuencia es muy utilizada para la identificación molecular de levaduras, dada 

su elevada variabilidad nucleotídica entre especies (Figura 1). Este dominio se 

amplificó utilizando el oligonucleótido directo NL1 (5’-

GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’) y reverso NL4 (5’-GGTCCGTGTTTCAAG 

ACGG-3’) (El-Latif Hesham et al., 2006). 

La reacción en cadena de la polimerasa se realizó en un volumen de 50 μl 

formada por: 1 µg de ADN genómico, 40 μl de agua ultrapura, 5 μl de buffer 10x 

para PCR (Invitrogen, Brasil), 0.5 μl de los oligonucleótido directo y reverso, 1.5 μl 

de MgCl2 50 mM (Invitrogen, Brasil), 0.5 μl de Taq polimerasa (Invitrogen, USA), y 

1 μl de dNTP mix 10 mM (Invitrogen, Brasil). Las amplificaciones se llevaron a cabo 

en un termociclador MultiGene (Labnet, USA). Una vez desnaturalizado el ADN (94 

°C por 5 minutos) se sometió a 35 ciclos sucesivos de desnaturalización del ADN 

molde (94 °C, 30 segundos), seguida del alineamiento de los oligonucleótidos en 

los extremos correspondiente (55 °C, 30 segundos) y la elongación de la cadena 

(72 °C, 1 minuto) y, finalmente se incubó a 72 °C por diez minutos. 
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Figura 1. Dominio D1/D2 del ADN ribosómico de levaduras y posición de los oligonucleótidos 

utilizados para amplificarlas por PCR. 

 

3.2.5. ELECTROFORESIS DE ADN EN GELES DE AGAROSA.  

Los fragmentos amplificados fueron separados mediante electroforesis en 

geles de agarosa teñido con SyberSafe (Invitrogen, USA) para su visualización de 

ADN. El gel se preparó con tampón TBE (Tris-H3BO3 90 mM (pH 8) y EDTA 2 mM). 

Las muestras se prepararon con 5 μl de ADN genómico o producto de PCR y 2 μl 

de tampón de carga (Invitrogen) que fueron colocados en los pocillos del gel. Como 

marcador molecular se utilizó un ladder de 1 Kb (Invitrogen, USA), para las bandas 

de ADN genómico, mientras que, las bandas de los productos de PCR fueron 

comparadas con un ladder de 100 pb (Invitrogen, USA). 

 

3.2.6. SECUENCIACIÓN DEL DOMINIO DI/D2. 

Los productos de PCR, del dominio D1/D2, fueron purificados utilizando el kit 

PureLink® PCR Purification (Invitrogen, USA) y directamente enviados a secuenciar 

a través de la empresa Macrogen USA, la cual usa el equipo Applied Biosystems 
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3730xl DNA Analyzer. Para las reacciones de secuenciación se utilizaron los 

mismos oligonucleótidos usados en la amplificación por PCR, NL1-NL4. 

 

3.2.7. ALINEAMIENTO Y ANÁLISIS FILOGENÉTICO. 

Las secuencias obtenidas, se sometieron a un alineamiento utilizando la base 

de datos GenBank y el software de alineamiento local de secuencias BLAST. El 

análisis filogenético se realizó mediante la construcción de árboles filogenéticos 

utilizando el software MEGA versión 6.0. 

 

3.2.8. TOLERANCIA POR ESTRÉS A Cr (VI). 

Para evaluar el efecto del Cr (VI) sobre el crecimiento de las levaduras, estas 

se cultivaron previamente en caldo de cultivo YM (g L-1: glucosa 20.0; extracto de 

levadura 3.0; extracto de malta 3.0) trasladando biomasa desde placas de medio 

sólido a tubos de 10 ml con 3 ml de medio. Se dejaron crecer a 30°C con agitación 

(150 rpm) por veinticuatro horas. 

Para desarrollar el método de goteo en placa, se realizaron diluciones 

seriadas en agua estéril de cada preinóculo (104, 103, 102 y 10 células/ml) a partir 

de cada lectura al espectrofotómetro (Abs.600). Posteriormente, se inocularon 2.5 µl 

de cada una de ellas sobre placas en medio de cultivo PDA suplementado con CrO3 

a una concentración final de 0.5 mM. Como control positivo se utilizó medio PDA. 

Finalmente se evaluó el crecimiento al transcurrir el tiempo. Destacamos que este 

experimento se realizó por triplicado (Serrano-Bueno et al., 2013). 

 

3.3. ANÁLISIS ESTADÍSTICO.  

El análisis estadístico se realizará mediante tablas de frecuencias acumuladas y 

relativas, además los resultados serán ilustrados mediante gráficos estadísticos. 
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CAPÍTULO IV 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

4.1. ANÁLISIS Y DISCUSIÓN DE LOS RESULTADOS.  

4.1.1. ESTUDIO DEL ÁREA Y TOMA DE MUESTRAS. 

Con el fin de realizar un estudio comparativo, se establecieron dos tipos de 

curtiembres: artesanal (tenería Inca) e industrializada (curtiembre Tungurahua). Se 

tomaron entre 1 – 9 puntos de muestreo según el caso, desde la recepción de las 

pieles hasta la obtención del producto terminado. Además se incluyeron dos tipos 

de muestras: sólidas, a partir de sedimentos de cuero y cebo, y líquidas, residuos 

correspondientes de cada etapa del proceso.  

 

Tabla 1. Puntos de muestreo y parámetros fisicoquímicos de tenería Inca. 

Punto de 

muestreo 

Fase del proceso de 

curtido 

Tipo de muestra pH Numero de 

cepas aisladas 

IN1 Agua de abastecimiento Liquida 8,38±0,15 1 

IN2 Pelambre Liquida 12,77±0,01 0 

IN3 Curtido Liquida 4,45±0,04 1 

IN4 Rebajado Solida 4,63±0,01 0 

IN5 Recurtido Liquida 4,91±0,01 5 

IN6 Tinte Liquida 5,31±0,01 2 

IN7 Final Liquida 5,80±0,03 8 
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Tabla 2. Puntos de muestreo y parámetros fisicoquímicos de curtiembre Tungurahua. 

Punto de 

muestreo 

Fase del proceso de 

curtido 

Tipo de muestra pH Numero de 

cepas aisladas 

CT1 Agua cruda Liquida 8,05±0,02 0 

CT2 Agua tratada  Liquida 8,41±0,02 0 

CT3 Remojo Liquida 7,59±0,03 2 

CT4 Cebo Solida 12,64±0,03 0 

CT5 Pelambre Liquida 10,95±0,21 0 

CT6 Curtido Liquida 4,43±0,27 0 

CT7 Rebajado Solida 3,41±0,17 0 

CT8 Recurtido Liquida 3,86±0,01 3 

CT9 Tinte  Liquida  3,79±0,04 3 

 

Se lograron aislar un total de veinticinco levaduras entre las dos curtimbres; 

diecisiete levaduras en tenería Inca y ocho en curtiembre Tungurahua. Con respecto 

a la distribución de levaduras, hubo variabilidad en los puntos de muestreo, ya que 

los valores de pH obtenidos en estos, fueron un factor influyente. A lo largo de todo 

el proceso de curtido de pieles, se presentaron valores de pH ácidos en las últimas 

fases del proceso, y pH básicos en las primeras etapas. Las levaduras suelen 

desarrollarse en un rango de pH comprendido entre 2.8 a 8.5 (Uribe, 2007), como 

era de esperarse no se aisló ninguna cepa de aquellos puntos de muestreo que esta 

fuera de este rango. Pese a que en el caso de la curtiembre industrializada se 

establecieron dos puntos de muestreo más, se aislaron muchas menos cepas 

fúngicas, mostrando así que la diversidad de levaduras es mucho más rica en el 

curtido artesanal de pieles.  
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4.1.2. AISLAMIENTO Y CULTIVO DE LEVADURAS. 

Tras aislar las colonias de cada punto de muestreo de ambas industrias, 

según se describe en el apartado 3.2.2, se realizó la caracterización macro y 

microscópica con el fin de descartar microorganismos de origen bacteriano. Para tal 

fin, se utilizaron los parámetros establecidos por el Centro de Biodiversidad Fúngica 

(CBS-KNAW). 

Tabla 3. Parámetros para la caracterización macroscópica (textura, apariencia, color y 

margen) y microscópica (forma celular). 

 

Fuente: CBS-KNAW 

Con respecto a la textura de la colonia, catorce presentaron una textura 

butirosa, y once de textura mucoide, no encontrándose colonias de texturas fluida y 

membranosa. En cuanto a la apariencia de las colonias, las veinticinco cepas 

aisladas presentaron una apariencia suave. El color de las colonias fue un 

parámetro diverso, puesto que dieciséis fueron blancas, cinco cremas, dos 

anaranjadas y dos de color rosa. Respecto al margen de las colonias, las veinticinco 

presentaron un margen entero. Como último parámetro macroscópico se analizó la 

difusión de pigmentos, en el cual no se obtuvieron resultados, puesto que ninguna 

de las cepas aisladas presento esta característica (Figura 2 y 3). 
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Figura 2. Morfología macroscópica de cepas aisladas de tenería Inca. Se muestran fotografías 

de estrías compuestas de cada una de ella. 
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Figura 3. Morfología macroscópica de cepas aisladas de curtiembre Tungurahua. Se muestran 

fotografías de estrías compuestas de cada una de ella. 
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Tabla 4. Parámetros macroscópicos de cepas aisladas. 

 

+: Presencia       -: Ausencia 
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En cuanto a la caracterización microscópica se definió la forma celular de 

cada levadura. De las veinticinco levaduras aisladas se encontraron dieciocho con 

forma celular redonda lo que representaron un 72%, mientras las siete restantes, es 

decir, el 28% fueron ovaladas. Del resto de formas: limón, luna, triangular 

alantoides, campana, cilíndrica y fusiforme no se identificó ninguna cepa (Tabla 5), 

sin embargo se pueden evidenciar formas celulares que no coinciden con las 

anteriormente nombradas, dicha morfología corresponde a levaduras en plena 

división celular (Figura 4 y 5). 

 

Tabla 5. Parámetros microscópicos de levaduras aisladas. 

 

+: Presencia       -: Ausencia 
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Figura 4. Morfología microscópica de levaduras aisladas de tenería Inca. Se observan 

fotografías bajo el microscopio de cada cepa de levadura aislada. 
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Figura 5. Morfología microscópica de levaduras aisladas de curtiembre Tungurahua. Se 

observan fotografías bajo el microscopio de cada cepa de levadura aislada. 

 

4.1.3. AISLAMIENTO DE ADN GENÓMICO.  

Se incluyó la identificación molecular como parte esencial del trabajo. Para lo 

cual se partió desde la extracción de ADN genómico de las veinticinco cepas 

aisladas. Mediante espectrofotometría se cuantifico la concentración (μg/μl) y 

pureza del ADN genómico extraído de las veinticinco levaduras (Tabla 6 y 7). La 

concentración de ácidos nucleicos se determinó a 260 nm, ya que los dobles anillos 

de las bases púricas y pirimídicas de las moléculas de ADN y ARN absorben luz 

ultravioleta en esta longitud de onda (Martínez y Gragera, 2008) y, en todos los 

casos fue mayor a 1 μg/μl.  
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Tabla 6. Concentración y pureza del ADN genómico extraído de levaduras aisladas de tenería 

Inca.  

 

 

Código Concentración 

 [μg/μl] 

Pureza 

IN 1.13 3.7 2.06 

IN 3.4 2.7 1.77 

IN 5.1 3.2 1.88 

IN 5.4 2.8 1.91 

IN 5.5 1.1 1.77 

IN 5.6 4.2 2.01 

IN 5.9 1.5 2.07 

IN 6.2 3.6 1.98 

IN 6.6 3.6 1.92 

IN 7.1 1.9 1.87 

IN 7.3 3.6 2.01 

IN 7.5 3.6 1.92 

IN 7.6 1.3 1.91 

IN 7.7 1.4 1.77 

IN 7.8 1.9 1.96 

IN 7.9 1.8 1.93 

IN 7.10 3.0 1.77 
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Tabla 7 Concentración y pureza del ADN genómico extraído de levaduras aisladas de 

curtiembre Tungurahua. 

 

Código Concentración 

 [μg/μl] 

Pureza 

CT 3.3 2.1 1.98 

CT 3.4 1.1 1.83 

CT 8.1 11.3 1.74 

CT 8.2 2.1 1.85 

CT 8.3 4.2 1.89 

CT 9.1 1.4 2.02 

CT 9.2 1.2 1.82 

CT 9.3 12.0 2.10 

 

 

El cociente A260/A280 proporciona un grado de pureza del ADN o ARN. Es 

considerado puro si está aproximadamente entre 1.8 y 2.0 (Somma, s/f). La 

mayoría de los valores de pureza correspondientes a ADN genómico extraído se 

encuentran dentro de tal rango, obteniéndose bandas visibles en los geles de 

agarosa (Figura 6). 
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Figura 6. Electroforesis en geles de agarosa del ADN genómico extraído de las levaduras 

aisladas. Se utilizó un gel de agarosa al 0.9%. En la parte superior se muestra la codificación de 

cada cepa y a la derecha de la fotografía se indican los valores (pb) del ladder utilizado (1Kb). 

 

Las bandas correspondientes a la extracción de ADN genómico se sitúan por 

encima de la primera banda de comparación (12 000 pb). El genoma de las 

levaduras comprende una cantidad de alrededor de doce millones de pares de 

bases, los tamaños obtenidos mediante electroforesis en geles de agarosa 

concuerdan con lo anteriormente dicho, mostrando que la extracción de ADN 

genómico ha resultado exitosa (Pérez, 1997). 

 

4.1.4. AMPLIFICACIÓN DEL DOMINIO DI/D2. 

Para la identificación de especies se realizó la amplificación del dominio 

D1/D2 del gen 26S rRNA, misma que está presente en todas las especies de 

levaduras pero con una elevada variabilidad, con diferencias entre especies de 

hasta una única base (Orbera, 2004). Esta región ha sido aplicada al estudio de la 

filogenia de diferentes grupos de levaduras, por lo cual es considerada como una 

herramienta importante en la identificación de estas especies (Gonzáles, 2014).  
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Los productos amplificados por PCR del dominio D1/D2, visualizados en 

geles de agarosa, presentaron longitudes de bandas entre 600 y 650 pb. 

Veinticuatro de ellas se alinearon con el marcador molecular en 600 pb, y una de 

ellas IN 5.4 presentó una longitud alrededor de 650 pb (Figura 7). En cualquier caso, 

se pudo verificar el tamaño y pureza del ADN con el fin de su envío para 

secuenciación. 

 

Figura 7. Electroforesis en geles de agarosa de los productos amplificados por PCR del 

dominio D1/D2. Codificación (arriba), ladder de comparación de 100 pb pares de bases (izquierda).  
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La secuenciación de los productos de PCR, del dominio D1/D2, permitió la 

identificación género-especie de las cepas aisladas. Mediante la comparación con 

otras secuencias registradas en la base de datos GenBank a través el software de 

alineamiento local, Blast (http://ncbi.nlm.nih.gov), del total de 25 cepas aisladas 

de ambas curtiembres, se identificaron 11 especies diferentes. 

 

Tabla 8. Identificación género-especie de levaduras aisladas en tenería Inca. 

 

 

 

Código Especie según BLAST 

IN 1.13 Candida humilis 

IN 3.04 Candida parapsilosis 

IN 5.1 – IN 7.1 – IN 7.7 Candida maltosa 

IN 5.4 – IN 5.6 – IN 7.6 – IN 7.10 Cryptococcus curvatus 

IN 5.5 Candida palmioleophila 

IN 5.9 Rhodosporidium diobovatum 

IN 6.2 Candida zeylanoides 

IN 6.6 – IN 7.8 Yarrowia lipolytica 

IN 7.3 – IN 7.9 Rhodotorula mucilaginosa 

IN 7.5 Trichosporon otae 

Tabla 9. Identificación género-especie de levaduras aisladas en curtiembre Tungurahua. 

 

Código Especie según BLAST 

CT 3.3 Zygowilliopsis californica 

CT 3.4 Rhodosporidium diobovatum 

CT 8.1 – CT 8.2 – CT 8.3 Yarrowia lipolytica 

CT 9.1 – CT 9.2 – CT 9.3 Cryptococcus curvatus 
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En el caso de la tenería “El Inca”, la especie más frecuente fue Cryptococcus 

curvatus, de la que se aislaron 4 cepas (Tabla 8). Esta misma especie fue la más 

frecuente junto con Yarrowia lipolytica en el caso de la curtiembre Tungurahua, de 

las que se aislaron 3 cepas de cada una (Tabla 9). 

 

4.1.5. ALINEAMIENTO Y ANÁLISIS FILOGENÉTICO. 

El alineamiento (Anexo A) y análisis filogenético de las levaduras aisladas en 

ambas curtiembres, reveló una proporción mayor de especies pertenecientes al filo 

Ascomycota (64%) que al filo Basidiomycota (36%). En cuanto a órdenes 

filogenéticos, Basidiomycota se dividió en Sporidiobolales y Tremellales, con 2 

especies cada uno. Respecto a Ascomycota, se divide exclusivamente en el orden 

Saccharomycetes (Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Análisis filogenético de las once especies aisladas. La barra de error corresponde a 

las sustituciones acumuladas cada 200 nucleótidos. 

 

Las especies fúngicas aisladas de la curtiembre artesanal, se dividieron en 6 

géneros, siendo el más representativo el género Candida con 5 especies: Candida 

humilis, Candida parapsilosis, Candida maltosa, Candida palmioleophila y Candida 
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zeylanoides. Respecto a las especies aisladas de la curtiembre industrializada, se 

dividieron en 4 géneros: Zygowilliopsis, Rhodosporidium, Yarrowia y Crystococcus, 

con un representante cada uno. También se pudo apreciar que existen tres especies 

que fueron aisladas en las dos curtiembres Rhodosporidium diobovatum, 

Cryptococcus curvatus y Yarrowia lipolytica. 

Sin embargo, si analizamos la diversidad de levaduras en cada curtiembre, 

pese a que en el caso de la artesanal, las proporciones de basidiomicetes y 

ascomicetes se mantiene con 40% y 60%, respectivamente, en el caso de la 

curtiembre industrializada, las proporciones se equiparan al 50%. 

Además acotamos que los resultados obtenidos en este estudio en 

comparación con otras investigaciones, acerca de la biodiversidad de levaduras 

asociadas al proceso de curtido de pieles, prevalecen las especies pertenecientes 

al género Cándida (Villegas et al., 2008; De Maria Guillen-Jimenez et al., 2008).  

 

4.1.6. TOLERANCIA POR ESTRÉS A Cr (VI). 

Dada la utilización de sales cromadas a lo largo del proceso de curtido, tras 

la identificación y análisis filogenético de las especies fúngicas, se procedió a 

caracterizar a las mismas en función a la tolerancia al estrés generado por Cr (VI), 

cabe destacar que este experimento se realizó por triplicado (Figura 9). 
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Figura 9. Crecimiento de once levaduras aisladas bajo tolerancia a estrés a Cr (VI). Cada cultivo 

fue sometido a diluciones seriadas, de las cuales se sembraron alícuotas de 2.5 µl (104, 103, 102 y 

10 células) en medio PDA (control) y en medio PDA suplementado con 0.5 mM de CrO3. 

 

Atendiendo a los resultados obtenidos, podemos concluir que el 54% de las 

levaduras evaluadas presentan crecimiento en presencia del metal, mismas que 

están identificadas como Candida parapsilosis, Candida zeylanoides, 

Rhodosporidium diobovatum, Candida humilis, Trichosporon otae y Zygowilliopsis 

califórnica, acotamos que las tres últimas presentan mayor crecimiento en 

comparación con el testigo. Dichas levaduras se proponen como una alternativa 
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biológica, autóctona y limpia para la disminución de los niveles de Cr (VI) en 

ambientes con esta problemática.  

Ksheminska et al., en 2005 reportaron a Candida parapsilosis como una 

especie de levadura capaz de crecer en presencia de Cr (VI), sin embargo, no 

existen estudios previos para Candida zeylanoides, Rhodosporidium diobovatum, 

Candida humilis, Trichosporon otae y Zygowilliopsis califórnica por lo cual este 

supone el primer estudio que las relaciona con la tolerancia a este metal. 

A pesar que en este experimento no se evidencio crecimiento por parte de 

las cepas Candida maltosa y Yarrowia lipolytica en presencia de Cr (VI), (Fakuda 

et al., en 2008 y Ksheminska et al., en 2008), aseveran que estas especies de 

levaduras toleran y reducen Cr (VI), poniendo de manifiesto el hecho de que 

distintas cepas de la misma especie pueden comportarse de manera diferente frente 

a la presencia de algún estrés. 

 

4.2. VERIFICACIÓN DE HIPÓTESIS.  

• Hipótesis nula. 

Ho: No existen levaduras tolerantes a Cr (VI) asociadas a curtiembres 

tungurahuenses. 

• Hipótesis alternativa. 

Ha: Si existen levaduras tolerantes a Cr (VI) asociadas a curtiembres 

tungurahuenses. 

Después de haber realizado el estudio del aislamiento e identificación de 

levaduras a partir de efluentes de curtiembres tungurahuenses y su caracterización 

en función a la tolerancia a Cr (VI), se acepta la hipótesis alternativa, debido a que 

a través de los diferentes experimentos realizados, se demuestra que seis de las 

once levaduras evaluadas, es decir, el 54 % de estas presentan tolerancia al estrés 

por Cr (VI).  
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4.3. ANÁLISIS ESTADÍSTICO. 

 

4.3.1. ANÁLISIS DE LA RESISTENCIA A Cr (VI) DE LAS LEVADURAS 

AISLADAS. 

Tabla 10. Levaduras aisladas de tenería Inca, que crecieron en presencia del metal.  

Especies Control (PDA)  Tratamiento (PDA + Cr 

(VI) 0,5Mm) 

Candida humilis 1 1 

Candida maltosa 1 0 

Candida palmioleophila 1 0 

Candida parapsilosis 1 1 

Candida zeylanoides 1 1 

Cryptococcus curvatus 1 0 

Rhodotorula mucilaginosa 1 0 

Trichoscosporon otae 1 1 

Yarrowia lipolytica 1 0 

1: Crecimiento       0: Ausencia de crecimiento 

 

Tabla 11. Análisis por frecuencias, de levaduras aisladas de tenería Inca tolerantes a Cr (VI). 

Variable 
Clase MC FA FR 

Ausencia de crecimiento 1 0 5 0,56 

Presencia de crecimiento 2 1 4 0,44 

 

Figura 10. Distribución de levaduras aisladas de tenería Inca, que toleran Cr (VI). 
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El análisis por frecuencias de las levaduras aisladas de tenería Inca demuestra que 

la tolerancia a Cr (VI) por las mismas no es homogénea, debido a que 44% de estas 

presentan crecimiento en medio suplementado por el metal, por el contrario el 56% 

no demuestra crecimiento.   

 

Tabla 12. Levaduras aisladas de curtiembre Tungurahua, que crecieron en presencia del 

metal.   

Especies Control (PDA)  Tratamiento (PDA + Cr 

(VI) 0,5Mm) 

Rhodosporidium diobovatum 1 1 

Zygowilliopsis californica 1 1 

1: Crecimiento       0: Ausencia de crecimiento 

 

Tabla 13. Análisis por frecuencias, de levaduras aisladas de curtiembre Tungurahua 

tolerantes a Cr (VI). 

Variable 
Clase MC FA FR 

Ausencia de crecimiento 1 0 0 0 

Presencia de crecimiento 2 1 2 1 

 

 

Figura 11. Distribución de levaduras aisladas de curtiembre Tungurahua, que toleran Cr (VI). 

El análisis realizado en base al crecimiento de dos levaduras aisladas en curtiembre 

Tungurahua, demuestra que las dos crecen en presencia de Cr (VI).   
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Tabla 14. Frecuencia del crecimiento de las levaduras aisladas en ambas curtiembres. 

Especies Control (PDA)  Tratamiento (PDA + Cr 

(VI) 0,5Mm) 

Candida humilis 1 1 

Candida maltosa 1 0 

Candida palmioleophila 1 0 

Candida parapsilosis 1 1 

Candida zeylanoides 1 1 

Cryptococcus curvatus 1 0 

Rhodosporidium diobovatum 1 1 

Rhodotorula mucilaginosa 1 0 

Trichoscosporon otae 1 1 

Yarrowia lipolytica 1 0 

Zygowilliopsis californica 1 1 

1: crecimiento; 0: ausencia de crecimiento. 

 

Tabla 15. Análisis por frecuencias, de levaduras tolerantes a Cr (VI) aisladas en ambas 

curtiembres. 

Variable 
Clase MC FA FR 

Ausencia de crecimiento 1 0 5 0,45 

Presencia de crecimiento 2 1 6 0,55 

 

 

Figura 12. Distribución de levaduras aisladas en ambas curtiembres, que toleran Cr (VI). 
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El análisis estadístico, muestra las frecuencias acumuladas para las especies 

tolerantes y no tolerantes a la presencia der Cr (VI). Se determina que seis de las 

especies muestran tolerancia a este metal, debido a que observó crecimiento, estas 

especies representan un 55% del total de especies evaluadas en este experimento 

para ambas curtiembres. Además acotamos que existe una proporción mayor de 

especies tolerantes aisladas de la curtiembre artesanal.  
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CAPÍTULO V 

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES  

 

5.1. CONCLUSIONES. 

 

 Mediante el aislamiento de levaduras asociadas a los efluentes de 

curtiembres, se determina que existe mayor diversidad de estos 

microorganismos, así como una mayor tolerancia a Cr (VI) en la curtiembre 

artesanal en comparación con la curtiembre industrializada. Además existe 

variabilidad en cuanto a la distribución de levaduras en los puntos de 

muestreo en ambas industrias, debido a que los valores de pH obtenidos, 

fue un factor influyente para este fin. 

 

 Gracias a la identificación a nivel molecular de las levaduras aisladas, se 

establece que la biodiversidad de estas no fue homogénea. Además se 

destaca el dominio del género Cándida, lo que concuerda con otros estudios 

que demuestran mayor número de especies pertenecientes a este género, 

asociados al curtido de pieles. 

 

 En la tolerancia a Cr (VI) de las levaduras aisladas, se evidencio que seis de 

las especies identificadas como Candida parapsilosis, Candida zeylanoides, 

Rhodosporidium diobovatum, Candida humilis, Trichosporon otae y 

Zygowilliopsis califórnica, presentan crecimiento en presencia del metal, por 

lo que se proponen como cepas potencialmente aplicables en la industria 

biotecnológica. 
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5.2. RECOMENDACIONES. 

 Ampliar el estudio sobre la remoción de Cr (VI) en ambientes contaminados, 

con el uso de las especies que presentan tolerancia al metal. 

 

 Potenciar la aplicación biotecnológica de las levaduras aisladas. 
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ANEXOS 

Anexo A: Alineamiento filogenético de las once especies identificadas, 

asociadas a los efluentes de curtiembres tungurahuenses. 
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