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S~ bien el mot~vo del presente trabajo t~ene 

por objeto fundamenta elestud~o de las levadu-­

ras así como su efeet sobre las salmueras de -­

fermentación de aceitunas) es interesante dar p 

meramente y aunque sea en forma sucintai una re 

5a de la elaboración de a~eitunas, t oe affol. 

El Olivo. El origen del olivo, Olea euro---

se asigna indiscutiblemente a la zona del 

Mar. Mediterr&neo, aunque haya una discre~ancia g~ 

neralizada en cuanto.al lugar preciso. 

Ya fuese este lugar, Egipto, Gree~a, Sir~a o 

Et~opia, 10 c~erto es que su área natural de vege 

tac~ón se extend~ó a toda la costamed~terráneá. 

A Amér~callegó el olivo traido por los mi~­

sioneros, yas1. aparece tanto en Sudamérica como­

en América del Norte. . Eu el siglo XVII, el rey -

Carlos 111 de Espaffa proh~bi6 las licencias de 

plantaciones de olivo en América, en pre i6n de 

evitar que las colonias espaffolas de~quel enton­

ces, resultaran con el tiempo competidoras en lé-
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producc~6n de ace~te. A6n mis, por med~ode un -

real dec~eto, mand6 talar todos los ol~vos exis-­

tentes en esa fecha en Am~r~ca. Por suerte, esta 

real tala no fue todo 10 efect~va que el rey qu~­

so que fuese, y los ol~vos que se salvaron de --­

ella, son los predecesores d~ los olivos "act~ales. 

Las Aceitunas. Como es b~en sab~do~ las 

ace~tunas son los frutos del ol~vo. 

Ante la grancant~dad de variedades de olivo 

y por ende de ace~tunas, ex~stentes en el mundo,­

se da una relac~ón de las variedades util~2adas -

en distintos paises para preparar o ader~zar el -

t~po español: 

Bspaña: Variedades Gordal o Sev~llana, "Manza 

nilla, Mor~na, Ropazalla, Carrasqueña. 

Argentina: Variedades Aranco o Criolla, Man-' 

zan~lla, Ascolano t Empéltre. 

B~tados Unidos de Norteam~rica: Variedades -

Misión ,Manzanilla 1 Sevillano, "Ascolano. 

M~x~co: Variedades M~s~6n, Manzanilla, Neva 

dillo, 

Francia: Var~edades Touche Pichol~ne, Axme 
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llau. 

Italia: . dadesAscolano, Cer~gnola, S 

te Caterina, Areco. 

ilas. Las aceitunas verdes aderezadas contienen en 

100 g, los siguientes metales expresados anmilí-­

gramos: 2.8 de hierro; 0.28 de cobre~ 2 de mangan~ 

SOj 0.0011 de sodio, Además contienen 200 D, l. 

d~vitamina A y vestigios de vitaminas B1 " (7) 

fiol, Luego de seleccionada la variedad adecuada -

para pr arar, 10 cual se hace teniehdo en cuenta­

la calidad final que dará oomo fruto elaborado, ~. 

así como su tamaño j se espera a que las acei tunas-

tomen su punto adecuado de madurez en el árbol an­

tes de cosechar las .. 

Si las aceitunas se pre~ararán negras, seco 

secharán. tota:lmetlte maduras, o sea cu.ando los fru­

tos han tomado un intenso color negro violáceo. 

Si se las preparará verdes, el punto ideal d~ ca 

cha será cuando los frutos toman" un color verde p~ 

jizo. 

La cosecha se hará con el máximo de cuidados 

para que los frutos no se maltraten. 
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Tratamiento coti Hidróxido de Sodio. Una vez 

cosechadas las aceitunas y seleccionadas por tama 

Bos, se procede a hacerles un tratamiento con h~­

dróxido de sodio, que tiene por objeto e.liminar -

el amar gor natural de las. ace unas, debido a la­

presencLa "oleuropeina", glucósido amargo, de­

car~cter levógiro, soluble en agua. 

El tratamien!o alcalino se hace en piletas -

de cemen to o cubas de madera. Las soluciones de-

NaOH utilizadas) varian entre concentraciones de­

~.25 a 2.2%, ~egfin la va~iedad y tamafio de las -­

aceitunas a elaborar. 

Este tratamie o dura entre 8 y 12 horas, p~ 

ra permitir que·la solución de hidróxido de sodio· 

penetre hasta las 2/3 partes de la pulpa las-

aceitunas. Conseguido ésto, se elimina la solu--

ci6n alcalina. 

Lavados. Tienen por objeto eliminar la a 

linidad remanente en las aceitunas lu~go del tra­

tamiento con hidróxido de sodio. Una vez quitada 

la soluci6n de NaOH, es reemplazada de inmediato­

por agua, hasta cubrir totalmente las aceitunas.­

Esta~ aguas de lavado son cambiadas a intervalos­

de :5 lit 5 horas~ hasta conseguir que el agua d.el -

~ltimo tenga un pH mfiximo de 8.5 
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Tratamiento con Hidróxido de Sodio. Una vez 

cosechadas las aceitunas y selecc.ionadas por tama 

fios, se procede a hacerles un tratamiento con h~­

dróxido de sodio, que .tiene por objeto eliminar -

e 1 amargor natural de las. aceitunas, debido a la­

presencia de "oleuropefna", glucósido amargo, de­

car6cter levógiro, soluble en agua. 

El tratamiento alcalino se hace en piletas -

de cemento o cribas de madera. Las soluciones de-
NaOH utilizadas, varian entre concentraciones de-

1.25 a 2.2%, seg~n la va~iedad y tamafio de las -­

aceitUnas a elaborar. 

Este tratamiento dura entre 8 y 12 horas, p~ 

ra permitir que la sOluci6n de hidrókido de sodio 

penetre hasta las 2/3 partes de la pulpa de las -

aceitunas. Conseguido 'sto, se elimina la solu--

ci6n alcalina. 

Lavados. Tienen por objeto elimi.nar la alca 

linidad remanente en las aceitunas luego del tra-

tamiento con hidr6xido de sodio. Una vez quitada 

la soluci6n de NaOH, es reemplazada de inmediato­

por agua, h~sta ~ubrir totalmente las aceitunas.­

Esta~ aguas de lavado son cambiadas a intervalos­

de 3 a 5 horas, hasta conseguir que el agua 4el­

último tenga un pH máximo de 8.5 
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Efec--

tuados los lavados, las aceitunas son colocadas -

en barriles. En América se utilizan barriles de-

200 litros en los cuales caben 130 netos de --

aceitunas, mientras que en EspaRa se usan .reci--~ 

pientes grandesi de igual forma que los barriles, 

pero de 700 litros de capacidad y en los que ca-­

ben 450 netos de aceitunas; estos recipientes­

reciben el nombre de bocoy", 

Colocadas las ace as en los barriles, és-

tos son tapados perfectamente, dej'ndoles sola~en 

te en un costado, sobre una duela, un orificio de 

un di§metro de 5 cm, por donde se les agrega la 

salmuera de fermen~ación. Los b~rriles se acomo~ 

dan al aire libre, en el patio de fermentación y­

acostados con el orificio hacia arriba. 

En EspaRa, por. ser las aceitunas de "secano", 

e~decir, que los olivos no son regados sino que­

el agua que reciben es exclusivamente por~precip! 

tación pluviaL, las salmueras de fermentación uti 

lizadas son de concentraci6n alta} variando entre 

10% y'12% de sal. 

Al ser trasladado a América, el olivo se 

transformó en árbol de rie go, ya gue si no se rie 

ga no fructifica. Debido a ésto, las aceitunas -­

contienen una mayor cantidad de agua; esta parti-
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cularidad hace que en América, las salmueras de -

fermentación sean de concentraciones menores a 

las de Espafia, utilizAndose salm~eras entre 7% y-

9% de sal. 

Si se utilizan salmueras mis altas, por efe~ 

to de la exhsmosis, los frutos sufren una contrac 

ción resultante ~n un arrugado de su superficie -

exterior que gene~almente es permanente, inutili­

zindose los frutos en su v¡;tlor comercial. 

Algunos técnicos elaboradores adicionan a -­

las salmueras "inieiadores ll en la fermentaci6n;-~ 

éstos estin constituidos por cultivos de fermen-­

tos licticos,en distintos caldos de cultivo. Así 

mismo, puede ser necesario agregar canti.dades va­

riablesde azúcares (generalmente glucosa) para -

reemplazar los azúcares naturales de las aceitu-~ 

nas perdidos en buena proporc n durante el pr~e 

so de tratamiento con NaOH y los subsiguientes la 

vados. 

En el patio de fermentaci.6n, al aire libre,....; 

las aceitunas comienzan su fermentaci6n; durante­

todo el proceso de aderezo las acéitunas sufren -

en su composici6n una serie de procesos fisicoqui 

micos y microbio gicos, 'con los cuales vari adqui 

riendo caracteristica~ organolépticas especiales, 

que har&n de ellas al fin~l de la f rmentac n un 
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producto alimenticio muy apreciado, 

Al iniciarse la fermentación, se encuentran­

en la salmuera un gran n6merode microorganismos­

que comprenden levaduras, otros hongos y bacte--­

rias y que son aportados por el agua, el aire, --

las mismas aceitunas los utensilios de trabajo,-

barriles, etc. Las bacterias del &cido l&ctiúo -

se encuentran en muy p queSo n6mero, s±endo sup~-

radas por los microor 

enorme proporci6n. 

smos no desea~les en ~--

Sin embargo. a medida que trans~ur~en los 

as, si la fermentación por medio de cuidados es 

llevada por buen camino, las bacterias l&~ticas -

comenzar~n a multiplicarse r&pidamente, d~minando 

por cOmpleto la fermentación y vroduciendo el tan 

deseado &cido lictico, imprescindible para laob­

tenci6n de un buert fruto terminado, que al cabo­

de cuatro meses de. termi-nada la f·ermen tación, lle 

ga a tener las siguientes caracter tic as: 

, 
gramos de icido láctico por 100 mI de -

s a 1m ue r a - O. 8 al. 5 g 

pH - 3.5 a 4.2 

Las bacterias lácticas predominantes durante 

La fermentación son las siguientes: Leuconostoc -

mesenteroides, Lactobacillus plantarull1, Lactobaci 
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vis. Transforman los azúcares en ácido -

lác tic o • 

Este ácido láctico producido durante la fer­

merttaci6n, es el que aprovecharán en su benef~cio 

las levadu~as que lleguen a desarrollarse por ma­

la atenci6n de los barriles, alcanzando a consu-­

mirlo en tal cantidad, que la disminuci6n de aci­

dez y el aumento de pH, harán peligrar las acei tu-

nas preparadas~ llegando a su total pérdida en -­

ciertos casos. 

Precisamente de este problema surgi6 la idea 

para la realizaci6n del presente trabajo, tratan­

do de iden ti'ficar algunas de las levaduras que -­

aparecen más frecuentemente en el proceso antes ~ 

mencionado, y determinar si la cantidad de ácido­

láctico consumido por ellas es realmente lo bas-­

tante importante como para llegar a sE(r un peli..;.,­

gro verdadero para la conservaci6n de los frutos­

elaborados. 
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MATERIALES Y METODOS DE TRABAJO 

Con una p eta est~r~l se tomaron muestras -

de salmuera de algunas barr~cas conten~endoace~tu 

nas ve~des y negras (maduras). D~chas muestras se 

sembraron en ~as cajas de petr~, conten~endo me 

d~os de c~lt~vo diversos con el f~n de ver cu~l 

era el m~é ~propiado para su crecimiento, a la vez 

que irlas aislando (~~, 20, 25, 30, 31~). 

Se emplearon s siguientes medios de culti-

va: 

a) Infusi·6.n de levadura 

b) Infusi6n de alfalfa-agar 

c) Glucosa Malta-agar 
" 

d) Sabouraud-dextrosa agar 

e) Agar nutr~t~vo 

f) Extracto de levadura Aga~ 

g) Extracto de M a ar 
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Los que dieron mejor resultado, Sabouraud~ 

~ dextrosa agar, y extracto de mal aga!:', han sido 

u.sados preferentemente a lo largo de este estudi0 9 

excepc hecha de aquellas pruebas que espec i-

camente han requerido de determinados medios, co­

mo es el caso de Gorodkowa Agar, Mosto Agar9 Me-­

dio de Fdwe1. en la prueba de esporu1ac de --

los preparados especialmente pa~* las pruebas au~ 

xanogr icas de asimilac de az~car y nitróge--

no, del medio de Papa-agB'r. empleado para la forma 

ció n de micelio, etc. (10, 23, 25; 39,40, 46). 

a vez logrado el aislamiento de las diver­

sas cepas,· se ha procedido a una selecció:n de ---

aquellas levaduras que se consideran m~s ~ntere-­

santes, somet dolas a una prueba de fermenta--­

ciónde glucosa, eligiendo cinco fermentativas -­

(producción de gas) por carteide selas las más.­

interesan.teé desde el punto de vista industrial,­

y dos no fermentativas tanto en condiciones aer6-

bica~ Como anaeróbicas. 

Hecho ~sto y queriendo tener la seguridad de 

trabajar con cepas puras, se ha seguido concada­

una dé las elegidas el m~todo ~e "cultivo en Go-~ 

tas" de Lindner (31). Péra ello se efect~a una -

dilución en uno o varios tubos conteniendo extrae . .-
te mal ta estéril; a con tinu.ación se toma con -
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plum~llaestéril también, un poco de la diluei6n, 

eoloc'ndola r'pidamente en un cubreobjetos en -­

torma de gotas d~spuestas en h~leras~ y s~n d~r­

~iempo a que se sequen, s¿ cQlocB el cubreobje-­

tos sobre una c'mara hÚmeda estéril (anillo de ~ 

dr~o f~jo a un portaobjetos por med~.o de para­

fina o bilsrimo de Canaaa? j con una gota de agua 

en el ~nter~or), ·sellando los bordes con vaseli~ 

na paraev~tar la evaporaci6n. Seguidamente, se 

lleva bajo el m~croscopio para ver euil o cuiles 

fotas contienen una sola célula, se5~1 dolas 

diante una pequeña marca hecha con 1 ~z graso,~ 

y sigu~endo su crec~miento. cuanto se ha for 

mado una colon~a, se absorbe la m~sma con un pa­

pel est~ril, que se coloca rip~damentedentro de 

un tubo o caja conten~endo med~o sólido. Laco~ 

lon~a a~i obten~da es pura, por provenir de una­

sola célula. 

Por otro lado, en todas aquellas cajas don­

de se ha observado coniam~nac~6n de bacter~as, -

se ad~c~ona ácido. 1 t~co, magn ico bacter~ostá 

tico que detiene el ~rec~miento de aquellas, sin 

perjud~car o afectar el de las levaduras. 

Logradas las cepas pura$, se ~nicia una se-

r~e de pruebas, de acuerdo con Lodder y Kreger--.. . 
Van-R~j, 1952, para proceder a su clasificac.~6n. 

Dichas pruebas pueden reducirse a aquellas de ti 
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po morfológico y a las de típo fís.icoquímico (fi­

sio16gícas). 

PropiedaQ.es Morfo16gicasObservadas: 

1. Características macroscópicas de los cul 

tivos en medios líquidos y sólidos. 

2. Forma y tamaño de las células. 

3. Caracter ticas de lareproduoción vege­

t~tiva. 

4. Formación de ascosporas. 

5. Formación de balistosporas. 

6. Tamaño de l,s ascosporas. 

PrOR~.~dades Fisio16gicas y Fisicoquímicas ob 

1 •. Fermentaoi6n. 

3. Asimilación de nitratos. 

4. Etanol como fuente ~nica de carbono. 

5. Desdoblamiento de arbutina. 

6. Producción de pigmentos carotenoides. 

7. Producción de compuestos amil'ceos. 

8 •. Producción de ésteres. 
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9. Reacci6n en leche tornasolada. 

10. Desdoblamiento de grasas. 

11. Producci6~ de acidez. 

Todas estas :Qruebas se efectuarQn por dupli...:.. 

cado, para obtener una mejor apreciac±6~ de los­

resultados. La lectura de los mismos ha variado 

de acuerdo con el ti~o de experimento, entre 24-

horas y cuarenta dias. 

1. C~racteristicas macrosc6p±cas 

Para estudiarlas, se han usado los medios de 

Malta agar y Extracto de Malta. En el caso de 

formación de p cula tiene gran" importancia 1;.a~ 

composición del medio, a como la cantidad de -

inóculo; ~ara cada levadura se preparan dos tu-­

bos con extracto de Malta, medio sumamente favo­

rable, haciéndose la. primera observación a las -

24 horas, a l?OC y desp s s sivamente durante 

cuarenta días. 

Par~ el estudio morfológico de las colon~as, 

se han empleado tres tubos por levadura, c.onte-­

nien do Mal,ta agar, y efectuan do las siembr as por 

medio de estrías, placa y picadura, para compa~­

rar resultados. 
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Para el estudio de las coloriias s, se 

han prepárado cajas de Petri conteniendo Malta 

agar, y efectuando la siembra en el centro por me 

dio de una ligera picadura, y a partir de un cul-

tivo joven. 

cacióu, h 

La caja se sella para evitar la dese 

dose la observación a cuarenta-

diasa temperatura ambiente. (8, 11, 20, 25~ 31). 

20 Forma y.tamaño de las Células 

Para ello se emplean blsicamente 108 mismos-

medioe arriba mencionados a 

otros usados para comparac 

de algunos 

de resultados; ya -

q~e todos han sido si~ilares no se considera ne~ 

cesaría consignarlos, para no caer en ua~_repe 

ción datos, sólo se m~ncionan los obtenidos en 

Malta agar y extracto de Malta. El procedimiento 

e~pleado ha sido la observac 

gener nte en una gota de lu 

al estado fresco, 

p ara hacer má.s-

evidentes algunos detalles de estructura interha. 

Para conservaci6n de preparaciones se ha empleado 

la técnica Gram. Las observacione"s hechas ·se-,.. 

ref a rorma, tamaño, de reproducci6n 

getativa, disposici6n de los brotes ~on respecto~ 

a la riálula, detalles de estructuré interna, y 

uno d~ los ~'s importantes, esporul~ci6n. (8, 

20,25, 31). 
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20,25,31). 

3. Caracterist~cas de la Reproducc~6n Ve8etat~-

De las s~ete levaduras con que se trabajó, 

no se pudo observar la formac~6n de aseas, por 

lo que se usaron med~os espec~á1mente preparados 

para recer la esporulacíón. .D~chos med~os -

t~enen una caracteristica común: la de ser po--­

bres ~n nutrientes,especialmente carbohidratos. 

Los medias que se han usado son: Gorodkowa agar, 

wosto agar co) saturado de carbonato de ca1~ 

cio, oques de yeso, bloques de papa y zanaho--

ria, y el med~o de Fowel (acetato s6dico anhi--­

dro 0.3 a 0.5%, Agar 1.5%). (20, 25, 29, 31, --

39) • 

El primer paso para provocar la esporu1ación, 

es la obtenc n de cepas j6venes por medio de v~ 

ri~s r~siembras continuas en un med~o apropiado­

para su crecimiento, lográndose asJ cél<u1a,s gran 

des y cargadas de reservas, y con la seguridad -

de que no han pe~dido la facultad de formar as--

caso Diversos investi s han observado que-

cUé:l.ndo una cepa es mantenida en un mismo cultivo 

durante mucho tiempo, al re la ha perdido­

su facultad esporógena. (14, 23, 29)., 
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As~m~sm0, debe tenerse la segur~dad de que -

hay suf~c~ente o geno en el med~o, y mantener 

ajustado el pH entr 6 y 7.0. (20) • 

Para algunos ~nve8t~ dares (39), esta div~­

s~6n entre levaduras ascospar6genas y anascospor6 

genas es totalmente falsa, basindose en la idea.­

de que cuando se trabaja con cepas desconocidas,-

al menos en aparien a que no t~enen la facultad 

de formar aseas, ello puede deberse no a la célu-

la misma, sino J' 
b~en la ~ncapac.idad que tie-mas a 

ne el med~o para .inducir esa esporulaci6n. Esto-

se debe a que muchas espec~es se considerarnp du­

rante alg6n t.iempo como no formadoras de aseas, -

hasta que cas'llalmente se encontraba un medio favo 

rab1e desconoc.ido hasta e nees al que a misma 

levadura que habia respondido negat~vamente ante­

otros medios, r'espondía posi tivamen te formando --

sus aseas. 

Teniendo en cuenta. todo esto, 1as's~ete leva 

duras aqui ~escr.itas se han sometido a multitud ~ 

de diferentes medios y pruebas,~neub do1as a dos 

temperaturas dist~ntas: 20 y 25°C, ajustando el 

pH entre 6.5 y 7.0. A pesar de. ello, 8610 se ha-

conseguido hacer esporu1ar a dos de ellas (=-=:.:::::.;:::..:::.::::.a 

y Debaryomyces), la primera en Gorodkowa, y la 

gunda en este m~smo med~o y en bloques de zanaho-

ria. 
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Se ha procedido 'de la 'siguiente forma: para­

cada medio se han preparado dos ,tubos por levadu 

ra, conteniendo cada uno s mI de medio. Para 

los bloques de yeso, papa y zanahoria, se coloca 

en un tubo un poco de agua en el fo,ndo para con­

servar la humedad, se coloca d¿spufis u~a horqui­

lla de vidrio que hace desost~n al bloque para­

que no esté en con tac to direc to con e'~l agu~J ya­

que ello s a perjudicial al crecimiento del--

in6cul0, ni toque las paredes del tubo. es 

riliza pOr 20 min,u tos a 15 lb de presi6n, se 

siembran por estria, incubando unas á 20 DC y 

otras a 25°C, haciendo la observación en un lap­

so que vade los cinco a los treinta dias. 

Debe anotarse el número de ascosporas por 

ca, su forma,tipo de membrana, si a su formación 

antecede conjugaci6n, etc. 

Para confirmar que los corp~sculos observa-­

dos eran esporas, se ha procedi.do.a una tinc.i6n­

empleando la técnica de Kufferath (20), con Euc­

sina b~sica de Ziehl, y contraStandb con azul de 
, 

algodón. Quedan asi las esporas teffidas en rojo 

y.el resto de la célula en azul, todo sobre un -

fondo negro debido a la capa de tinta china que­

se extiende sobre la preparación. 

Se ha recurrido también al mét:o recomenda-
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do ~or Shimwel. (57)., tiffendo con verde de mala-~ 

qu~taacuoso al 5% de 1 a 3 mirtut9s. calentando-

varias' vecesQ Las espoTas se t~fien verde'in-

tenso •. 

Por último, se ha hecho una prueba de "culti 

va en 16mina" (2&~ 31), para estudiaT el tipo de 

reproducci6n vegetativa y ver si farmanlo .que -

se llama un verdadero micelio (filamentos cons~­

titu!dos por células alargadaf'! no septadas) o -

por el contrario, no lo forman o bien constitu-­

yen un pseudomice110 (filamentos' consti.tuldos 

por células alargadas, a menudo ramificadas y 

septadas ).. En el caso de las levaduras aquí es­

tudiadas, no se han tenido problemas al respee-­

to, puesto que desde el p>I'incipio se hahecho-­

aparente en cualquier medio su fOTmaci6n, o_por­

el contrario, &u ausencia. 

Sin embar go ~ .. siguiendo las. indicaciones da-­

das P9r Lodder & Kreger-Van Rij (25), .se ha usa­

do un medio de pt;tpa ;3.gar en un cu:lrivo.en lámi-­

na, llévándolobajo el microscopio a lO.scinco -

dias para su observaci6n. 

Los pasos a seguir son los siguientes: se -

esteriliza una caja de Petri con un disc·o de pa.,. 

pel filtro en el fondo, con teniendo u.u triángulo 

de vidrio y colocando 'sobre de él un portaobje--
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tos. Se moja el disco de papel ~iltro con agua-

destilada eat~ril, para conservar la humedad del 

medio~ a continuación vierte sobre otra caja, 

tambi~n estéril, el contenido de un tubo previa-. 

mente preparado, de papa agar. Sin dar tiempo a 

qtie solidifiqu~, se introduce el portaobjetos m~ 

diante unas pinzas flameadas, procurando empapar 

lo bien de medio, y regresándolo nuevamente en 

la caja sobre el triángulo; se incuba a 25°C. 

De este modo se tiene ya una serie de datos­

bastante completos, de tipo morfológico, pero 

que por sl solos no son de mayor validez para 

cl icar Iaa levaduras, J;'equiriéndose para. '-:-_~ 

ello del concurso de pruebaa de tipo bioquimico­

y fisiológico. 

1. Fermentación. La fermentación de azúca-

res es una de las pruebas de valor m~s eétable,~ 

y que se toma más en cuenta en la clasificación­

de especies y adn de g~neros. 

Las levaduras presentan una fermentación al~ 

cOhólica, o sea una fermentación verdadera cons­

titulda por un proceso desmolitico puro, en el -

que en la destrucción de la cadena de carb~n de­

las h.exosas, queda totalmente excluida la incor­

poraciórt de o geno por la mo dula del azdcar,-

·0 sus·productos de desdoblamiento; sólo se adi--· 
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c~onan a la mol~cula los elementos del agua. (30). 

Este desdoblam~ento alcohól~co del azúcar da 

como productos finales anhldr~co carbónico' y ace~ 

taldehido, que es ropiament~·el precursor del ai 

Gohol·etílico. 

El proceso de fe~mentaci6n por las lev~duras 

se realiza ten~endo como base azúCares senc~llós, 

. que son lasún os que pueden desdoblar f~c~lmen'" 

te: glucosa, levulosa, manosa, galactosa (monosa~ 

c~rido~), sac~~osa, maltosa y lactosa (d~sac i-­

dos), y en gunos casos especdiles de' ~dentif~c 

ción de levaduras, raf~nosa (tr~sacárido). (.13,-

20 1 21, 28, 32, 34) .• 
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Compuestos -­
orgánicos con 
:3 ~tomos cQcm­
binados con -
~cido fosf6r,! 

co 

AZUCAR 

(hexosa) 

triosa 

COENZIMA 

ac. fosfo­
pirúvico 

ac. pir!i 
vico 

G1icerina 

ADP ATP 

a~cohol 
isoamilítico 

alcoh.ol 
d amílico 

ALCOHOL 
ETILICO 

acetal­
dehido 

ácido 
succínico etc. 

PRODUCTOS SECUNDARIOS DE L4.FERMENTACION.FOSFOPIRUVICA 
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Para la prueba se toma como medio.b§sico, -

extracto de levadura por su alto contenido nu-­

tritivo, factor ~ste de considerable importan-­

cia en la' efectividad de la fermentación, sise 

tiene en cuenta que puede haber un resultado ne 

gativo si faltan los ~actores esenci~les para -

un buen crecimierito; al dio bisieo se le agr 

gan 16s az6careB a probar, en una concentr~ci6n 

de 2%, y teniendo en cuenta las leyes de Kluy~­

ve:r:-Dekker, 1914: 

1. Toda levadur~ que no fermenta glucosa,­

no fermenta ning6n otro az~car. 

2. Toda levadura que fermenta glueo~a, ha-

ce fermentar siempre levulosa y mano 

sao 

3. Ninguna levadura puede f·ermentar a la ~ 

vez maltosa y lactosa. 

Dos han sido los m~todos empleados: 

1) El de Henrici, en e'l que se usan peque­

Has tubos de Durham o Wassermancolocados inver 

tidamente dentr:o de otro tubo mayor (25 cm x --
150 mm) ~ de modo 00 que act6an como receptores de-

gas. 2 ) El de Guerra, que consiste en colo~~r 

en un tubo de ensaye unoé 6 mI de medio azue 

do al 2% y, ya est~ril, se siembra la levadura; 
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a continuac , con una peta Pasteur, se va de-

jando caer gota a gota una mezcla de cinco partes 

de parafina por una oe aceite de parafina, previ 

mente es ril, a mo~o de formar un tap6n de un --

grosor de ;) a 5 mm, dando de que ajuste perf 

tamente a las paredes del tubo, pues de otro modo 

puede escapar inadvertidamente el gas por este si 

tio. 

As1 y el gas formado irá empujando el tap6n -

hacia arriba, ocupando la capa entre éste y la su 

perficie del medio. Bste método tiene la .desven­

taja de crear condicion~s estrictamente anaero--­

bias, bajo las cuales algunas levaduras\no se.de-

sarrollan. Las observac~oneB se efectu on con--

tinuadamente a partir de las 24 horas, hasta 

treinta días j con obtenci6n de resul tado.s iguale s 

en ambos todos. L~ temperatura ha sido a todo-

10 largo del experimento, de 25°C. 

2. ASimilación de Azúcares; .. La asimilaci6n 

y la fermentaci6n de ares constituyen dos pr~ 

cesas enteramente diferentes, con la capacidad -­

por par,te de la misma levadura, de asimi r azúca. 

res no "fermentescibles. Algunas de ellas,incluso, 

nb lleg~n a fermentar ning6n az6car, y sí en cam­

bio a asimilarlos (levaduras proteínicas), efe~-­

tuando una .oxidac~6n respiratoria. 
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Este tipo de prueba es muy útil también pa­

ra la diferenciación de especies, particularmen­

te en aquellos casos en que la fermentación no -

se presenta. 

E,l método usado para determinar la asimila.., 

ción de azúcares, esel llamado auxanogr&fico -­

(~eijerinck, 1889), usando como medio base, ---­

aquél que se prepara con 0.1% de fosfato monopo­

tásico, 0.05% de sulfato magnésico, O.OS%de su!. 

fato amónico, y 2.0% de agar, con ausencia de -~ 

fuentes inorg&nicasde carbono. Estas se a6aden 

posteriormente bajo la forma de: ¡lucbsa, galac­

tósa. sacarosa, malto~a y lactosa. 

El procedimiento es el siguiente: se hace -

unadiluci6n de levaduras en. agua estéril, po--­

niendo un mI de ella en una caja de Petri esté-­

ril; se vierte después el medio, cuidando que -­

tenga una temperat~ra entre 45 y. SO°(;, nunca 

mAs, pata_nócperjudicar la viabilidad de las le­

vaduras, e imprimiendo un ligero movimiento de -

rotaci6n a la caja, para di.stribuir homogéneamen 

te el contenido. Una vez solidificado el medio, 

se divide la caja en dos zonas, por medio de una 

líneam.edia, y en cada una de ellas se pone un -

azúcar distinto (en forma sólida) por medio del­

asamicrobio16gica. Al difundirse en el medio,­

la levadura crecer si es que asimila ese az6---
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car; la observación debeh,acerse cuidadosamente a 
~""¡ 

partir de las 24 horas para evitar la mezcla de -

resultados. 

Puede hacerse esto mismo en tubos diferentes 

para cada az6car, pero conteniendo medio 11 do. 

Las pruebas de asimilación, trabajadas para cada -

una de las siete levadl1ras s se efectuaron por du­

plicado, incubando a 25 e y en aquellos casos en-

el resultado era poco claro, se ha emplea,do ..", 

una sola caja para el g16cido por probar (24, 25¡ 

35). 

Asimilac,ión de Nit;eatos. La capacidad -

de una determinada especie de levadura pira ilí 

zar una fuente dada de nitrógeno, se ha'empleado-
" 

para ayudar a su clasificación. Bn general, po--

cas'son las especies de levaduras capaces de asi-
\ 

milar el nitrógeno de los nitratos, yestaprueba 

de asimilación de nitratos tiene adem~s un valor­

dudoso para determinados investigadores (46) que­

han vistD que muchas especies son capaces de ut 

lizar toda clase de compuestos ni trogen.ados, si: 

se emplea un medio especial oonteniendo v~taminas 

y .ci.ertos elementos, dependiendo, en general, el­

metabolismo del nitrógeno de la concentración del, 

medio, cantidad de inóculo, temperatura y edad de 

la cepa. 
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La técnica es la misma que se emple6 para 

los azúcares, pero con la diferencia de que el " 

medio de cultivo en este caso no tiene nitr6geno, 

y si en cam~io glucosa: glucosa 2%, fosfato mon~ 

potásico 0.1%, sulfato de magnesio 0.05%, agar -

2.0%. Las substancias nitrogenadas usadas han 

sido nitrato de potasio y sulfato de amonio) 1a­

lectura de los resultados ~e ha hecho a partir 

de las 24 horas, hasta los ocho a 25°C y -

siempre por duplicado ante una caja test 

La asimilaci6n más intensa de nitr6geno se~ 

en el momento en que el crecimiento de -

es aún muy escaso, o sea, en las diez -

horas de hecha la siembr a. (20) • 

4. Et 
--~--------------~~~----~--~------~~~ 

tipo de prueba tiene un valor secundario en 

.1a clasificación. Lodder& ¡{reger-Van Rij, ----

1952J incluyen much~s veces dentro de una misma­

especie a levaduras que diEieren en este carie--

lo que no dan una mayor importancia. 

~l medio que se empl es el siguiente: sulfato­

de'amonio 0.1%, sulfato de magnes~o 0.05%, fosf~ 

to'monopotásico O.~%, alcohol etllico 3 ml; se -

reparten cinco ml de medio en cada tubo, pero el 

alcohol no se agrega sino después de esterilizar 

par a evitar que dur·ante la misma se volatilice. 
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Lo~ respltados, a temperatura ambi~nte, se -

t'Oman una semana desp s contr:a tubos testigo, -­

conteniendo el mismo medio pero sin alcohol; se -

anota tanto e grado de crecimiento, como la for­

mación de pe lícu1a. 

5. Desdoblamiento. de Arbutina y Esculina. -

Este car~cter se usa s bien para i t±ficar 

terminados grupos, como (positivo) de -

Pichie (negativo). En mUchas especies eS I sin 

bargo, una propiedad variable. (23). 

El medio que se emplea es el que sigue: 5 g~ 

de arbutina o escu1ina, 20 gde agar¡ en un litro 

de extracto de levadura ~l 8%.· preparado, se­

vierte en una caja de Petri. y se mezcla con una­

gota de cloruro" férrico, por lo que enCasO de ha 

ber unresllltado positivo, se observa una zona de 

color moreno alrededor de la colonia, y que puede 

observarse a los dos, cuatro o seis dlasde efec-

tuada la siembra, incubando a 25°C. 

6. Producci6n de almid6n. Esta prueba no -

tiene un valor absoluto en"la evaluaci6n taxon6mi 

ca, sino que' se usa. más" bien como tina 6aracterls­

tica diferencial del Gro. Cry:ptOCQCCUSj se ha en­

contracto también en el Gr. Bul1era,y en algunos -

otros grupos aislados. Se puede poner de-rrtani-"--
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fiesto ~i han formado a1mid6n, por la adición de • 
una soluci6n de Lugol, que en pr~sencia del almi 

don toma un color azulo morado, a veces algo m,ª­

ente: sulfato -, rron. El medio usado es el s 

de amonio 0.1%, sulfato de magnesio 0.05%, fosfa 
¡ .-

to monopot~sico 0.1%, glucosa 1.0%, agar 2.5%, -

ajustando el pH a 4.5. La observación de'resul-

tados se ha~e entte una y dos semanas, incubando 

(25) . 

7. PI' r (acetato etílico). -
--~~~~~~~~~~~ 

Tampoco este carácter tiene m r significado ta 

xonómico. Ha sido estudiado por Weber, :1922, 

Fabian y Wickerham, 1937, y Bedford, 1942 (25),­

encontrando presente este carácter en Pichia. fer 

mentans, Candid i y Hansenulaanomala en--------------------
tre ot.ras. En este trabajo se ha encontrado que 

seis de las levaduras con las que se ha trabaja~ 

do, hán dado un resultado positivo. 

El medio que se us. consiste en e*tracto de­

levadura glucosado al 5%, que se vierte en pequ~" 

ños matraces de 50 ce, conteniendo cada uno 20 

ml. El resultado se anota a los siete dlas al -

destapar el matraz, juzgando el aroma a ~ster -­

por medio del olfato. 

8 • Reacci6n en Leche Tornasolada. 

rácter no es lo suficientemente carac 

Este ca­

tic o -

so 



como para perm~t~rno~ el emplearlo por si solo en 

la d~ferenc~ac~6n de espec~es. Para esta prueba­

se ha empleado el med~o ya comerc~almente prepar~ 

do: L~tmus M~lk D~fco, agregando en algunos tübos 
I 

lactato de calc~o, para proveer al med~o de suf~­

c~entes ~ones de calc~o necesar~os pata la prec~­

p~tac~6n de la paracaseina formada. (25). Los­

tubos se tuv~eron en observac~6n durante un mes,~ 

s~n arroj~r resultados prec~sos tanto en el aspe~ 

to de coagulac~6n como en el de pepton~zac~6n. 

9. Producc~ón de Ac~do. La facultad de pr~ 

duc~r ~c~do a part~r de un med~o que contenga glu 

cosa,-es caracterist~ca del g~nero ~~ettanomyces. 

El m~todo ~deado por Custer, 1940, cons~ste en -­

preparar un med~o que contenga 20% de agar, 0.5%­

de glucosa, 0,05% de carbonato de calc~o en una -

soluc~6n de extracto de levadura al 8%. Se 'rep ar 

ten 6 ml en cada tubo, los que una vez est~r~les­

se ~ncl~nan. Ya sembrados, se ~ncuban a 25°C du­

rante 10 dias, y 8~ el resultado es pos~t~vo, pa­

r a este t~empo el carbonato deca.lc~o' se ha d~-­

suelto ya, estando la cant~dad de 'c~do produc~­

da, en telac~6n d~recta a la rap~dez y grado de­

disolución del carbonato de calcio. 

As~ pues, se ve que no es un car~cter a~sla 

do el que p~dr' llevar a laclas~f~~ac~6n de una 

levadur~, s~no la suma combinada de todos los da 

tos menc~onados. 
31. 



RESULTADOS 
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CANDIDA MELINII DIDDENS ET LODDER 

La muestra original de salmuera setnm6 de 

una barrica que contenía aceitunas verd&s varie-~ 

dad Misi6ri, tamaRo 210 a 230 aceitunas por kg, y­

la purificación del cultivo se hizo pnr medio de-
I 

s~embras sucesivas en malta agar i adicionando 6ci 

.do láctico para detener·el crecimiento de las bac 

terias. Lograda la purificación se ~as6 a la ob­

tenci~n de una capa cien por ciento pura, por me­

dio del m~todo de "gotas" de Lindner. (31). 

Carac teres Macroscópicos de 10s.Cul tivos en-

Medio tlquido. Despu~s de 24 horas de hecha la -

siembra, empieza a observarse ya un sedimento de­

color lechoso, .in.iciándose la formación de pelíc~ 

la y anil16: a los 18 días, el sed.imento ha toma­

do un color moreno, y el anillo se ha convertido­

en un grueso velo membranoso, y el desarrollo es­

muy abundante con enturbiamiento del medio. 

Caracteres Macrosc6picos ·de Los Cultivos en-
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Medio Sólido. Despu6s de tres días, en malta --

agar, a 25°C, se observan ya coldnias bastante -

bien def inidas, de color amarillen to, . forma irre 

guIar, con superficie mucosa si bien en algunos­

puntos se obs~rva ya rugosa, los bordes aparec~n 

rodeados por finísimas estriacion.es de pseud,omi­

celia, y se aprecian mucho mis brillantes que el 

resto de la colonia. A los 30 dias el color to­

ma un tinte bastante mis obscuro, que se acent6a 

en el centro debido al mayor grosor de la colo-­

nia en ese punto, y la superficie se ha tornado­

completamente membranosa. 

iDe todos los cultivos hechos, mediante los­

sistemas de estría, placa ypitadura, el que ha~ 

arrojado resultados mis precisos y un desarrollo 

mis abundante, ha si~o el de estría • 

. Colonias Gigantes. Bn un· medi:o de malta .:..-

agar, a temperatura ambiente, pueden observarse­

al cabo de treinta días, colonias de g~an desa-­

r~ollo, de for~a circular y superficie rugosa, 

mis elevadas en el centro que en la p~riferia, 

y con b~rdes sumamente irreg~l~res y festoneados 

por pseudomicelio. 

Caracteres Morfo16gicos' de las C6lulas. Bn 

extracto de malta, se observan a los tres días,­

a2~oC, c6lulas bastante regulares cuyo tamaBo -
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va de 2 a 4 x 3 a 7 micras (figura 1), de forma­

oval~ algunas más bien r'edondas~ con brotes p,ola­

res y subpolares, al principio aisladas, fo 

do cadenitas cortas un poco despu~s; la mambrana­

se aprecia mAs obscura que él protDplas~a, y algo 

muy característico, es la presencia constante de­

una o dos gotas de grasa sumamente refringentes 9 -

situadas en uno o en ambos extremos de la célulai 

en el centro se encuentra una vacuo la pequeHa al-

princ 9 Y que va creciendo a medida que envej 

ce la levadura. A los 18 días'l el pseudomice,lio-

es notable, pudiendo incluso en algunos c,as,os, --

11 sele mic o (aunque primitivo)? con célu--

las predominante~ente ovaladas, cargadas de gra-­

sa, y la vacuola central ocupando gr~~ parte del­

pro lasma. 

e Se observa un pseudomi¿~ 

lio alargado, con blastcis~ 

paras más bien pequeHas, colocadas en verticilos, 

a vecei en cadenitas. 

No forma, aparentemente, espo 

ras, a pesar de que se probaron varios métodos --

tratando de conse rlo. (25) • 
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CARACTERES BIOQUIl\ÜCOS 

1. Fermentación 

Glucosa + 

Galactosa -

Sacarosa -

2. Asimi1aci6n de Az~car 

Glucosa + 

Galactosa -

Sacarosa + 

3. Asimilaci6n de Nitratos 

N~trato de Potasio + 

Su1f~to de Amonio + 

Mal sa-

Lactosa -

Maltosa + 

Lactosa -

(muy débil) 

4. Eta.nol como Unica Fue.n te de Carbono 

Se observa al cabo de seis días un 

~buhdante crecimiento, con formaci6n de ani110.­

velo membranoso y sed.imento. 

5. Desdoblamiento de Arbutina y Es.C¡u1ina. 

Arbutina 

Esculina + (muy débil) 
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6. Producción de Almidón 

Negativa. 

Al cabo de siete dlas~ a temperatura -

ambiente, se percibe claramente un olor a ~ster -

(frutas) . 

8 • 

9. 

Sin cambio. 

Positiva ("aún cuando no muy 

Clase 

Orden 

Fami a 

CLASIFICAcrON 

Subfami1ia 

Deuteromycetes o 

Fungi erfecti 

Cryptococcales 

Cryptooocca.ceae 

Cryptococcoideae 

Candida Género 

Especie. me1inii 

t.ensa) • 

La diagnosis del género es la siguiente .(Lod 

d.er & Kreger-:-VanRij, 1952): células de tamaño v,!. 

. riabl&, reproducci6n por brotes mu1t~latera1esJ -
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pueden encontrarse clamidosporas, y un pseudomi­

ce1io bastante bien desarrollado, pudiendo haber 

ademis verdadero micelio. Las blastosporas tie­

nen generalmente, una posici6n con respecto al 

pseudomicelio muy específica, especialmente en -

gunas especies. En medio liquido hay forma---
, 

ci6n de sedimento, anillo y velo, y la desasimi-

lación que presentan es de tipo oxidativo, y en­

muchas especies es ademis, de tipo fermentativo, 

más o ~enos intenso. 

Tiene muchas simi-li tudes este género con el 

géner~ Torulopsis, con la ánica diferencia, no 

válida para muchos investigado~es (25), de que ~ 

este 61timo no f~rma pseudomicelio o micelio ver 

dadero. 

Los caracteres diferericiales de la especie­

C .. me1inii, son de tipo fermentat-ivo: fermenta 

s6lo glucosa, pero asimi1a glucosa, sacarosa y -

ma1tosa~ 

Las nueve cepas aisladas de esta especie 

(25), están conectadas de alguna forma ala made 

ra y la que aqu! se estudia, - aunque aislada en -

la salmue;ra, tiene probablemente relación con 1a 

madera de roble de que -están hechas las barricas 

gue con tienen las aceitunas durante el pro-ceso -

de fermentaci6n, as! como otros recipientes y--
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utens~l~os de madera usados durante el proceso de 

elabbrac~ón. 

GANDIDA SOLANI LODDER &: KREGER-VAN RIJ 

La muestra or~ al de salmuera se tom6 de -

una barrica cOn do ace~tunas verdes var~edad 

M~s~6n, támaffo 210 a 230 ace~tunas por kg, pur~fi 

c&ndola por medio de s~embras suces~vas en malta­

aga:"r y obteniendo la cepa pura por med~o del méto 

do de Lindner. 

Caracteres Macrosc6picos de los cultdvo~ en­

Ve~n ticua tro l:roras después, a 25°.C 

. se observa ya un ligero c.rec·imiento con formación 

de una delgada pel ula lisa que a los trBs dlas­

tom.a un aspecto algo membranoso; se forma también 

un sed~mento que con el tiempo, al~gual que.la -

pellcula, toma un color .amar~llen toprimero y mo-

reno después. A los 18 dl~s la pelicula se obser 

va. sumamente plegada, seca, opaca yoe color ama­

r~llomoreno . 

. Garacte"res Macroscópicos de los .Gult~vos en­

Med~o S6l~do. En malta agar, a 25°C, se observa­

a los 18 dlas, una ser~e de colon~as blanco-ama--. 

r~llentas de forma algo irregular, con la superf~ 

ciemucosa en el centro, pero rugosa y orlada con 
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pseudomicelio hacia la periferia, esp"ecialmente­

en los bordes; en el centro se observhn opacas y 

con la superficie ligeramente levan tada, haciénd.Q. • 

se más contorneada a medida que pasa eltiempo;­

la periferia, en cambio1 se .observa sumamente -­

tra~slácida y muy delgada; 

Para otros medios usados, casi no se obser-

v6 diferencia, excepto un mayor crecimi~nto en ~ 

unos que en otros~ 

Colonias Gigantes. En malta agar, a tempe~ 

raturaambiente, se obtienen, al cabo de 30 días, 

colonias sumamente desarrolladas de forma circu­

,. con superficie algo papilada, opacas y le..,.-

vantadas en el ceritro, con bordes ados, de ~ 

color am lIento y algo translúcidos. 

Caracteres Morfo16gicosde las Células. En 

extr.acto de malta, a 25°C, se observan a las 72-

horas ,cél ulas de form.a. ovalada, algunas más 

bien cil dricas, con un tamafio variable entre -

2"a 4,x 3 a 13 micras (figura 2), con brotes más 

polares que subpolares ;la membrana se apre 

ciamuy gruesa y obscura encontraste con elpr.Q. 

toplasma muy brillante con una o dos vacuolas an 

guiares; empiezan 'a formarse pequefias cadenas de 

pseudomicelio, que a los 18 días es ya muy apa--

rente; para este o las células sQn princi--
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dricas, con una o dos vacuo1as ocu-

panda gran parte del protoplasma y a1gunns gr¡nu-

los muy reEr tes. ' 

A los 7 

obse~Va un pseudomice1io con sus Ei1 s no 

tan largos CO".I110 los de C, melinii y con b1astospo 

ras dispuestas en cadenas y vertici10~ cortos. -­

El ~u1tivo se hizo en papa agar. 

No forma esporas. 

CARACTERES BIOQUIMICOS 

1. Fermentación 

Glucosa + 

Galactosa 

,Sacarosa + 

2. Asimi1a.ción de Azúcar 

G1u.cosa + 

Galactosa + 

Sacarosa + 

3. ASimilación de Nitratos , 

Nitrato de po~ªsio 

Maltosa -

Lactosa 

·Ma1tosa+ 

(débil) 

Lactnsa-



Sulfato de Amonio 

4. Etanol como Unica Fuente de Carbono 

A los seis dias, a temperatura ambien 

te, se presen ta un abundante crecim-ien to, con -­

fprm.ción de pe1icu1a mucosa primero, membranosa 

desp,ués. 

5. Desdoblamiento de,Arbutina y'Escu1ina 

Arbutina + 

Escu1ina + 

6. Producción de Almidón 

Negativa. a6n cuando en algunos pun-­

tos, al afiadir Lugo1~ el medio tom6 una co10ra-­

ci6n 'marrón. 

7. Producci6n de Esteres 

Al cabo de siete ct1as, a temperatura­

ambiente. se percibe claramente un olor caracte-
¡ 

r1stico a éster (frutas). 

8. Lech~ Tornasolada 

Sin cambio. 

9. ,Producción de Acido 

Positiva (m~~ débil) 
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,CLASIFICACION 

Clase 

Orden 

Familia 

Subr amili.a 

Género 

Especie 

Deuteromyqetes o 

Pungi I~perfecti 

Cryptococcales 

Cryptococcaceae 

Gryptococcoi~eae 

Candida 

Como este tipo rerment.a sacarosa~ a.demás de­

gluco$a 9 pero no rafino$8 J y presenta tamb una 

pronta formaci6n de pellcula membranosa, y no as~ 

mila nitratos, se clasificó como 

(25 ) • 

Como solo se tenia referencia de una 'cepa -­

estudiada sin mayores detalles (251, la considera 

ron como una nueva especie,' dando el nombre 'C. • 

. ~lani, debido a que la aislaron en harina d.e pa­

p a (Solarium. tuberosum L. ) • 

CANDIDA PARAPSILOSIS (ASHP.) LANGERON ET TALICE 

Monilia parapsilosis Ashf. 

Mycocandidaparapéilosis (Asbf.) C. ~. Dodge. 

Blastodendrion i.n tes tinale Ma ttle t Val' .epídermi-

cum-Ci.P. et Alfonseca. 

43 



Blastodendrion. globosum Zach (-.Wolfram und Zach), 

Schizoblastosporion globosum(Zach) c. W •. Dodge. 

'. B1astodendrion graci1e' Zach ('Wo1fram und 2ach). 

S~hizob1aetosporion graci1e (Zach) C. W. Do 

La muestra original se tom6 de una lata 

cubier ta con teniendo aceitunas ver des varia·dad 

Misi6n, tamaRo 320 a 350 aceitunas porkg, de la 

nata formada en la superficie, y no del inter~or. 

Se purific6 el medio con ayuda de siembras suce­

sivas en malta agar, ad'icionado de ácido láctico, 

y obteniendo la cepa pura por el m€todo dner. 

Caracteres Macrosc6picosde los Cultivos en 

Me~io LIquido. En extracto de ma1ta~ a 25°C, a-

las 24 horas, empieza ya a observarse un gero-

sedimento y un anillo; a los 3 d~as se ha consti 

tuido ya una película adn incompleta, a manera 

de islotes y que ya a los 18 dIas se ha conver 

do en una verd~dera pellcula de tipo mis bien mn 

caso, de color moreno, y un grueso sedimento obs 

curo. 

Caracteres Macrosc6picos de los Cultivos en 

Medio S61ido. Bn malta agar, a~5°C, ~e observa 

aleaba de 3 dias, colonias denn color blanco-­

grisiceo, de aspecto mn~oso, filiformes en la ba 

.sedel tubo, arrosariadas cil final de la estrla; 

a los 18 as, el tono se hace m~s amari1 to,-
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la superficie se ve algo contorneada~ brillante,­

translficida, y extendida con sus bordes rodeados­

por pseudomicelio, apreciándose en todo el co.nt 

no unas estriaciones largas y delgadas; estructu­

ra amorfa y consistencia primero cremosa y, des-­

p~~s, algo membranosa. 

Colonias Gigante!_ En malta agar, a lbs 30-

días y a temperatura ambien se obtuvieronco 

.n. de. forma circular} muy desarrolladas, de es-­

tructura filamentosa y Buper>ficie algo convexa y­

rugosa, de color gris amarillento y bordes rodea­

dos prim~ro por pseudomicelio que va desaparee 

do para dar paso a una orilla.dentada. 

Caracteres Morfo16gicos de las C&lulaB.En­

extracto de malta, a. 25°C, se observan, al cabo -

de 3 días, células no mu'y grandes 1 . cuyo tamaño va 

de 1 a 3 x 2 a 7 micras (figura 3), de forma ova­

lada, algunas alargadas y otras más bien arredon­

dadas, con brotes polares y subpolares, membrana­

gruesa y obscura y el protoplasma que se obserVa­

muypri.llan te, con dos pequeñas vacuolas; empieza 

yaa constituirse un pse~domicelio que a los 18 -

días está ya perfectamente constituido. 

Cultivo en Lámina~ A los 7 días, en papa -­

agar, a 25°0, se observa un pseudomicelio perfec~ 

tamen te desarrollado, con bIas tosporas dispuestas 
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err cadenas bastante largas, y colocadas en ver 

eilos, a veces no muy claros. 

nas células gigantes. 

Se observan algu~ 

BSQorulación. No se obtuvo. 

CARACTERES BIOQUIMICOS 

1. Fermentaci6n 

2' • 

'Glucosa + 

Galactosa + (débil) 

Sacarosa 

ASimilación de Azúcar'es 

Glucosa + 

Galactosa +" 

Sacaros,a ,+ 

3. ASimilación de Nitratos 

Nitrato de Potasio -

Sulfato de Amonio 

Maltosa 

Lactosa -

Rafinosa -, 

Maltosa + 

Lactosa 

4. Etanol como'Unica Fuente de Carbono 

Al caQo de seis dl a temperatura -

ambiente se observa un crecimi,ento muy débil, 

. sin enturbiamiento del medio hi~edimen to • 
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5. De:scto blal11ien to de Arbu tina y, Esculiná 

Arbutina +. 

culina 

6. Pro~ucci6n de Almid6n 

7. Producci6n de Ester.es 

Al destap ar el matraz, después de 6.ie,­

te días de .inoculadas, a temperatur'a ambiente, se 

percibió un característico olor a é'ster (plátano). 

8; Reacci6n en Leche Tornasolada 

Negativa, con la part.icu1aridad de que 

a los 15' días se o bse.rva un. ligero tono azu so" 

9. Pr~ducci6n de Acido 

Negativa. 

GLASIFICACION 

Clase 

Orden 

Familia 

Subfamilia 

Género 

Deutero{ltycetes o 

Pungi Imperfecti 

Cryptococcales 

Gryp tocbccaceae 

Cryp tococcideae 

Candida 
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Especie parapsi16sis 

Como este tip6 fermenta glucosa y galacto-­

sa, asimila glucosa, galactosa~ sacarosa y malto­

sa; Y. adem's forma un pseudomicelio de tipo 

"Mycocandida tl (delgado Y muy ramificado, con ver­

ticilos cortos, con unas cuahttts blastosporas for 

mando pequeffas cadenas), 8e considera como C. pa­

rapsilosis. 

Tres v~riedades fueron estudiadas por Van -

Rij y Verona, 1949 (25), que fueron obtenidas en­

frritos de Ol~a europaea, se coloca dentro de C. -

parapsilosis varo intermedia, por la propiedad -­

que tiene de asimiiar arbutina. 

BRETTANQMYCES ANOMALUS CUSTERS 

La ~uestra otiginal se tom6 de un~ lata des 

cubierta cOnteniendo ace~tun~s "verdes variedad Mi 

sión. tamaffo 320 a 350 aceitunas por kg en descam 

posic~ón, introduciendo lap~peta hacia el fondo­

de la misma, se purific~ p~r medio de resiembras­

continuas, obteniendo la cepa pura a partir del -

método de Lindner. 

Caracteres Macroscópicos de los Cultivos en 

Medio Líquido. En ~xtracto de malta, a 25°C, em-

pieza a notarse, a las 24 horas, un ligero creci-
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miehto, pero, es hasta los 8 dlas, cuan se forma 

una pellcula mucosa y d&lgada al principio y un -

sedimento moreno. A los 18 as,l~'pellcula se -­

vuelve más gruesa y algo rugosa 1 de color blanco -

amarillento y con 11n desarrollo muy abundante; el­

sedimento aumenta al desintegrarse la pellcula y -

caer al fondo en forma de f16culos; el medio se ob 

serva bastante turbio. 

Caracteres Macroscópicos de los Cultivos en­

Medio Sólido. En malta agar~ .a 25°C, empiezan a -

constituirsé al cabo de tres dlas, colonias exten­

didas 9 de un colorblanqu.ecino, con bordes irregu-

lares, que a Los 8 dt?~~e ven proyec es -

irregulares a manera de cilios; la superficie, al­

principio lisa, empieza a arrugarse con algunas 

trias muy finas que van del csntro a la. periferia. 

En el centro, La colonia tiene una elevación conve 

xa, apareciendo .en este pu:p.to opaca y de color --­

blanco en contraste co:p. los bordes amarillentos y-:­

muy brillantes. El cultivo por placa, en este 

so, presen t6 un desarrollo sumamen.te abundante,. 

siendo los caracteres anotados básicam.ente los mis 

1110S. 

Colonias Gigantes. En malta agar' a los ---

treinta dlas y a temperatura ambiente, se observan 

colonias muy desarrolladas, de forma-yircIl1ar, con 

vexas, de superficie granulosa y sUl'cadapor es---
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trias radiales, de un color mis amarillento ha-­

cia la periferia, bordes fo~mados por proyeccio­

nes coherentes y mis brillantes que el resto de­

la c.olonia. 

Caracteres Morfo16gieos de las C~lulas. Bn 

extracto de malta, a25°C~ se observan a los 

tres as lulas de forma ovalada, muchas de -­

ellas muy alargadas, constituyendo un prinCipio­

de pseudomícelio, y cuyo tamaño varia entre 2.5-

a 4.5 x 2.5 a 11 micras (figura 4). con brotes -

~ultilater s, la membrana gruesa y obscura. y­

el protoplasma conteniendo abundantes inclusio~­

nes muy refringentes. A los 18 días se ha cons­

tituido cadenas de.cé1ulas sumamente largas, en­

donde muchos de .10s tabiques han desaparecido, 

dando laimpre de un verdadéro micelio. 

Al cabo de siete días -

de he¿ha la siembra en papa agar, se observa un­

micelio bastante desarrollado, con~tituido por 

una serie de cé las muy largas y ramificadas. 

Bsporulaci6n. No se obtuvo. 

CARACTERBS BlOQUIMICOS 

1. Fermentáci~n 

Glucosa + Malto'sa 
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Galactosa + 

Sacarosa 

2. Asimilación de Azúcar 

Glucosa .+ 

Galactosa + 

Sacarosa + 

M.al tosa 

La·ctosa + 

. Mal tosa -. 

Lactosa 

Nitrato de Potasio + 

Sulfato de Amonio + (débil) 

4. Etanril como Unica Fuen~e ~e Carbono 

Al cabo de seis días, a temperatura aro 

biente, se observa ttn crecimiento muy abundante, -

con formación de se~imento, y una fina película. 

5, Desdoblamiento de Arbutina y Esculina 

Arbutina + (débil) 

Esculina 

6. Producción de Almidón 

Negativa. 

7. Producción de Ester 

Al cabo de aie te dl,as de ·sembrad1:j. la -
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levadura, a temperatura ambiente, se destapa e1-

matraz percibiéndose un caracteristico olor a és 

ter (frutas) . 

8. Leche Tornasol~da 

Negativa. 

9. Producci6n de Acido 

Muy abund.an te. 

OLASIFICACION 

Clase 

Orden. 

Familia 

Subfamilia 

Género 

Especie 

Deuteromycetes o 

Fungi Im~erfecti 

Cryptococcales 

Cryptococcaceae 

Cryptococcoideae 

. Brettanomyces 

anomalus 

Se llega B este género pOE presentar c~lu-­

las con brotes, sin artrosporas,pseudomicelió 

:t:"'e-g.ularmente desarrollado. 

La diagnosis del género B-S. la siguien.te --­

células ovales o redondas, algunas en for-

ma de ojiva., otras m~s alargadas; rBproducci6n -

P9x brotes multilaterales que llevan a la forma~ 
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ci6n de cadenas irregulares de células. Puede-­

fo,rmarse un pseuuomicelio más bien primitiv0 9 con 

blastosporas; en medio quidoforma sedimento y-

a veces pellcula. Bajo .condiciortes aerobias, hay 

una fuerte producci6n de ácido, que acaba por prQ 

vacar la muerte de las células; ello se contra--­

rresta mBdiante la adici6n al medio, de carbonato 

de calcio. Además de un,a desasimilaci6n fermenta 

tiva, hay siempre una de tipo oxida~ivo. 

La especie tipo es Brettanomycesbruxellen-­

sis, y el género incluye en total cuatro especies. 

Debido a que este tipo fermenta glucosa, ga-

lactosa y lactosa, ~e si dentro de la especie-

B • an ama l ti s • La p rime r a ce p af aisla d,a por e u~ 
ters, 1940, a partir dé cerveza negraembotella-­

da. Debido a que fermenta laotosa, pero no malt2 

sa, caracteristica más bien rara eri una levadura­

d~ cerveza, La 1Lal119 B. anomalus. 

<. 

BRETTAi"iOMYCES LAMBICUS KUFFERATHET VANLAER 

La muestra originaL de saLmuera setom6 de -

-una lata descubierta con teniendoacei tunas verdes 

v'árledad Misi6n, tamaño 320 a 350 Bcei tuna13 por -

kg, en descomposici6n, introduciendo la pipeta --

hasta el fondD de la l)1isma. Se p.urificó por m~-­

dio de siembras sucesivas en malta agar, adicio--
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nado de ácido láctico, 10grand'oTa cepa pura. a -..,. 

partir del método de Lindner. 

Caracteres Macrosc6picos de los Cultivos en 

Medio Líquido. En extracto de malta~ 'a 25°C, em-­

piezan a esbozarse a los tres días de hecha la -­

siembra, una delgada películtl. mucosa y brillante~ 

que a los 18 días se convierte en una película ru 

gasa, opaca' que posteriormente forma pequeños 

grumos que acaban por caer al f·ondo del tubo ~ en. 

forma d~ un sedimento bastante bien desarrollado 1 

de color moreno obsctiro. El en turbiamiEm to del 
. . 

medio pe~~iste a lo largo de la Qbservaci6n. 

Caracteres Macrosc6pico~ de los Cultivos en 

Medio S6lidos. En malta agar, a 2~oC, se observa 

ya a los tres días, un abundante crecimiento ccin­

colonias extendidas, de superficie lisa, plana,­

con bordes ondultl.dos, estructura amorfa, de un co 

101' amarillen to, de con stenc'ia mucosa y translú 

cida. A los 18 días, la superE ieie se o'bserva ya 

rugosa, 
',' ;, 41 ' 

suréada por finas estr.l..as, de coloram!',lri 

llen t.o I brillante en el centro de la colonia, y -
. ! 

los bordes más extendidos, opacOs, ybordeados- .... 

por pseudomicelio. 

Colonias Oigan tes. En 'mal ta' agar, a los --

treinta a t.emp era tUl' a ambiente, se ó bservan 
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colonias 'de forma cir 1 supe 

p'lllvinada~ con·bordes ondulados. 

icie filamentosa? 

Son opacas, de ~ 

color moreno-amarillen to, y muy desarrolladas .. 

En -

extracto de malta~ a 25°C, se obs&rva al ~abo de 

tres días, células d8,fo r ma ovalada, alargadas~ 

c.on un tamaño 9'1.18 var~ia entre 2,0 a 3.5 x 3.0 a 13 

micras (figura 5) aisladas y con brotes multila~. 

terales, yal protoplasmá se obs&l'va muy granuloso. 

A los 18 días empiezan a constituirse algunas cade 

nas de poca longitud .las vacuolas.ocupanlamayor 

parte d~l protoplasma y hay varios corpúsculos en 

el terior$ sumamen te rBfringen tes. 

En papa agar, a.10s siete 

días, a 25°C, se observa un pseudomicelio rudimen~ 

tario, representado por vequefiasagrupaciones de -

células alargadas. con algunas blastosporas poco -

§esarrolladas en los extremos. 

Bsporulaci6n. No se obtuvo. 

CARACTERES BIOQUIMICQS 

1. Fermentaci6n 

Glucosa 

Galactosa 

+ Maltosa + (d~~il) 

Lactosa -
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Sacarosa + 

2 . Asimilaci6n de Azúcar 

.Glucosa + Mal tosa + (débil) 

Galactosa + Lactosa 

Sacarosa + 

3. Asimilaci6nde Nitratos 

Nitrato de Potasio + 

Sulfato de Amonio + (débil) 

4. Etanol como Unica Fuente de Carbono 

Al cabo de seis días, a temperatura 

ambiente, se observa un crecimiento regular t con 

formaci6n de un reducido sedimento, y una pelíc~ 

la muy delgada, que a los pocos dias cae en for­

ma de f16culos al fondo del tubo. 

5. Desdoblanl'ien to de Arbutina y Bsculina· 

Arbutina 

.Bsculina 

6. Producci6n de Almidón 

Negativa. 

7. Producción de Ester 

Al cabo de siete días de hecha la 
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siembra, se percibe al destapar el matraz, un -

característico olor a ~ster (frutas). 

8. _ Leche Tornasolada 

Sin cambio. 

Positiva, con gran produc~i6n de i­

do, notable a partir de las 20 horas de hecha -

la siembra: 

Clase 

Orden 

Familia 

Subfami1ia 

G~nero 

Especie 

CLASIFICACION 

Deuteromycetes o 

Fun Imperfecti 

Cryp tococcales 

Cryptococcaceae. 

Cryptococcoideae 

Br 

lambicus 

Se incluye dentro de la especie B. 1ambicus, 

debido a que fermenta glucosa, sacarosa, malto-
, 

sa, y en medio liquido forma una pelfcu1a grue:-

sa, membranosa, y de aspecto seco. 

La ais16 por primera vez Kufferath, a par-~ 

tir de cerveza obscura; Custers ha aisiado cua-
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tro más, también a partir del sedimento formado -

en cerveza (25). 

Esta especie se apr'oxima mucho a B, bruxe-­

llensis, diferenciándose tan ,solo por el aspecto­

de las colonias en malta agar j pues mientras és-­

tas t~enen un aspecto mu~oso y br~llante, las de­

aque a se ven de aspecto seco y opaco~ 

preMIA MEMBRANAEFACIENS HANSEN 

Sacch aromyces 1'1lemb:r:anaef acien¡;;; Hansen 

Saccharomyces anomalus Hansen var, telgicus Lind­

ner 

(Lindner) H. et. P. Sydow 

(Lindner) Zender 

Pichia bélgica (Lindner) Dekkér (Stelling-Dekker) 

$accha;Otl!YCe_smycoderma punctisporus Mélard 

Pichi~ punet~spora (~élard) Dekker (Stelling-

Dekker) 

Pichia alcoholoph~la K16cker 

Pichla calliphorae KlBcker 

.Pichia membranaefaciens Hansen val'. cal1iphorae -

(Kl6cker) Dekker (Stellin& 

Dekker) 

Pichia mandshurica Saito 

Zygos~charomyce~ chevalieri Gu~lliermond 

Zygopichia chevalieri (Guilliermond) 6cker 
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ZYBosaccharomycesbisporus Anderson 

Zygopichia cheva1ierd (Gui11iermond) K1~cker Varo 

andersonii (Nickerson) 

EndomyceE chodati r 

(Zender) Dekker' (Ste11ing-Dekker) 

E.f!.domyces trumpyi Zen der et Bevan Dekker (Ste11-

ing-Dekker) 

Lodder 

Pichi.a alcoho1ophi1~ ker Vare 

der 

Pichia derossii Caste11i 

Castel1i 

Hansen vare 

Scrivani 

(Zender) Dekker varo 

Mrak, Phaff et Vaughn 

Lod 

La .muestra original de salmuerase"tomó de­

una barrica, expue·sta a la in temperie, con tenie.n 

40 aceitunas nsgras(maduras) varie~ad Misi6n, 

tamaño 4, 50 a 500 aeei tunas por kg. Se purificó~ 

el cultivo por medio de siembras sucesivas en --' 

malta agar, logr'ndose li cepa pura por el m~to­

do de Lindner. 

Caracteres Ma~rosc6picos de losOultivQS en 

.Medio Liquido. En extracto de malta, a' 25°0, se. 
observa al cabo de tres días de hecha la siembr~~ 

la aparici6n de un sedimento de poco grosor acom 
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p añado de un leve en turbiamien to del medio 1 y una 

pelicula gruesa, bien constituida! color blanco. y 

apariencia seca y quebr~diza; a l6s ocho dias se­

comple~enta con la formación de un anillo, trans-

lúcido y blanco gris6ceo. A los 18 dias el ani--

110 se desintegra, pero la pellcula 'subsiste, --_ 

gruesa y bien forma~a y de un color moreno. El -

s'edimen to se nota formado por varias capas de de­

posición. 

Caracteres Macroscópicos de los Cultivos en 

Medio Sól~doo En malta agar~ a 25°C, se observan 

al cabo de tres dlas colonias ~iliformes,de su-­

perfieie granular gruesa,levantadas.en e~ centro, 

c:on bordes algo' franjeados, color blanco amari,...-~ 

llento, opacas y de-c6n~i~tencia algo quebradiza. 

A los 18 días se' acen túael color amari.llen to 9 la 

superficie se ve recorrida por pequefiasydelga-­

das estrias que van del centro a ia periferia 9 -­

sin llegara los bordes; ~stos se ven bri antas­

en contraste con el r~sto de la colonia. y fran-­

jeados porproyaccion~s delgadas y cortas. 

Co10~ias Giganies. A los treinta di as de -

hecha la siembra en malta agar, a temperatura am­

bien'te, se obtien,en' colonias circulares, de bor~:'" 

des en teros, f ilamen to'Sas, umbonadas y de . color'· -

amarillento. 

60 



En 

tracto de malta se observan alas cuatro días, 

a tempeTatu~a de 25°C, c~lulas de forma ova¡adaj 

otras alargadas, a~sládas o engrupos.formando­

cadenas, los brotes son mule~laterales y el ta­

maño de la célula va de 2.5 a 5.0 x.A. 5 a 14 m~.-

eras (f~gura 6). A los 18 d!as se observ 'en -

el centro de la célula¡ vaCuolas grandes ocupan..,.. 

do gran parte del protoplasma, muy r.efring'entes,. 

y grinulos diversos; las aseas y ascosporas, son 

difíci.lesde observar. 

~na o • Sefo bservanál cabo de-
--~------------~----

s te d!as, en papa agar, filamentos largos~on~ 

tit~yendo un pseudomicel~o$ cbncélulas alarga-­

daé y r~mificadas, con blastosporas bastante 

grandes en .losextremos de las mismas. 

Espo~ulac~6n. En Gorodkowa agar, a" 25°C. -

se observa después de siete días . hecha la --­

s~embra, varias ascas,conten~endo' de una a cua-­

tro ascospor~s, algo hemisfér~cas, que se han 

formado .después de un proceso de ·con jugac~ón. 

Se h~zo un frot~sque se t~ñ.6 por el método de 

·Kufferath y el de Shimwell, pudiendo asíobser-­

varse perfectamente las esporas, ya que en esta­

do fresco, debido a BU conte'nido tan claro, es -

difícil d~stinguirlas. La liberaci6n de las ErS~~" 
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paras se efectúa por rompimiento de la membrana­

del asea que las contiene. 

En los otros cuatro medios empleados,· se -­

han obtenido resul~ados semejantes ea cuanto a -
~. . 

forma de las aseas y ascosporas~ pero no en cuan 

to al nilmero, ya que en éstos fueron muy pocas -

las aseas que pudieron observarse. En el bloque 

dé yeso 1 el resulta,do fue negativo (figura 8). 

CARACTERES BIOQUIMICOS 

. 1. Fermen taci6.n· 

Glucosa 

Galactosa 

Sacarosa 

2. Asimilación de Azúcar 

Glucosa + 

Galactosa -

Sacarosa 

Maltosa 

La!='tosa 

Maltosa 

Lactosa -

3. Asimi1aci6n de Nitratos 

Nitrato de Potasio 

Sulfato de Amonio 

4. E'tanol como TInica Fuente de Carhono 

Al cabo de ete días se obse~va un -
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l~geTo crec~m~ento, empezando a esbozarse ya -­

u.na delgada película blanca, membranosa, yde -

aspecto seco. 

5. Desdoblam~ento de Arbutina y.Esculina 

Arbutina 

Bsculina 

6 o . Producc~6n de Almid6n , 

Negativa. 

7. Producc~6n de Ester' 

Negativa. 

8. R~acci6n en Leche Torna~olada 

Negativa. 

9. Producci6n--deA<:?i.de> 

Negativa. 

9lase 

Subclase 

Orden 

Familia 

Subfam±lía 

CLASIFICACION 

Ascomycetes 

Protascale:s 

BnOomycetales 

Bndomyc e t ac e ae 

Saccharomycetoideae 
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Tr.ibu 

Género 

E"specie 

S acch aromyce te ae 

Pichia 

membranaefaciens 

La diagnosis del género es la siguiente 

(25): células de diversos tamaños, de forma o 

lada, alargadas, con reproducción vegetativa por 

brotes multilaterales, formaci6~ depseudomice-~ 

1 ; una conjugaci~rr heter6gama puede o no pre 

der inmediatamente a la formación de aseas, esp2. 

ras hemisféricas, en forma de sombrero, arigula-­

res o redohdas, con una gota de grasa eh el, cen­

tro, y en número de i a 4 por asea. Bn medio 

quido se forma una pelicula me~branosaJde aspe~ 

to seco. Metabolismo preferentemente oxidativQ~ 

sin embargo, hay casos en que puede haber tam--~ 

bién una rmentación. 'Sin asimilación de ni 

tos, .ni desdoblamiento de arbutina, o bien éste­

muy débil (25). 

Como este tipo presenta asimil.ación única-­

men te de glucosa, s fermentación, se clasi.f i·c6 

como P. membranaefaciens, que es precisamente la 

especie tipo • 

. Se tienen noticias (25) de 3i cepas estudi~ 

das, aisladas a partir de diversos productos, c~ 

si todos ellos de origen' vegetal, y \in'icamente -

una de origen an~mal. 
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DEBARYOMYCES KLOECKERI GUIL.LIERMOND .ET PEJU 

Debaryomyees matruehoti Grigoraki et Peju 

Debaryomyees hudeloi da Fonseea 

Guilliermond et Peju varo 

hudeloi (da Fonseca) Dekker 

(Stelling Dekker) 

Debaryomyees hildegardi Ota 

?Debaryomyees laedegaardi Ota 

?DebaryOl'nyces leopold.;h Ota 

?Debaryomyees lundssaardi Ota. 

Ota. 

Ota 

?Deb~EYOmyees tremoniensis.Ota 

?Debaryomyces fabryi Ota varo 

C. W. Dodge 

?Debaryomyces emphysematosus Ota 

(Ota)-

Debaryomyces ma trueho.t{ Grigoraki et Peju vat'. 

cesarii Dekker (Stelling--­

Dekker) 

DebaryQmyces kloe~keri Guilliermond et Peju varo 

n~ajor Lodder 

Debaryomyees sake Saito et Ota , 

La muestra orig~nal d~ salmuera se tomó de~ 

una barricaconteniendo'aceituna~ negras var±e-­

dad Misión, tamaffo 450 a 500 aceitunas por kg. -

Sepurific6 por medio de siembras sucesivas en 

malta agar, y se obtuvo la cepa, pura por medio -
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del m~todo de L~ndner. 

Caracteres Macrosc6p~cos de los Cult~vos en 

Med~o Líqu~do. En extracto de malta, a 25°C~ em­

p~ezan a notarse al cabo de tres diasde hecho el 

cultiv0 7 un l~gero sed~mento, sin ~ndic~o de ani­

llo opell~ula. Es hasta'los 35 dlee cuandoem~­

p~ezan a crecer·unas cuantas colonias en la super 

~icie del medio, dando la apariehc~a de islotes -

blanquecinos muydelgados~ de aspecto mucoso y -­

muy brillantes. crecim~ento, al cabo de cua-­

renta días, se ha concentrado en las paredes del­

tubo formando un esbozo de an~11Q, y el medio Se­

aprecia sumamente turbio. En ningún momento lle­

ga a formarse una verdadera pel!cula. 

Caracteres Macrosc6picos de·10s Cult~vos en 

Me dio' 861:i do • En m~ü t a agar, a 25 oC 1 désp ués de­

tres <iías de hecha la siembra, pueden notarse co­

lonias de forma extendida, de superf~cie amorf.a ,­

levan tada, con bordes lobulados, color amarillenc-

to, no transparent~es, pero muy brillantes. A los 

1.8 días la superficie sigue notándose amorfa, pe­

ro han aparecido a1g:unasestrías que la cruzan 

transversalmente, del centro hac~a los bordes; el 

color amar~llento se ha ~centuado, así como·la 

brillantez. 

Colonias G~gantes. A los tre~nta dlas, en-
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malta agar, a temperatura ambiente, se obtíenen­

colonias de gran tamaffo, circulares, con bordes­

enteros, lisas, surcadas especialmente en el cen 

tro por algunas es as, umbonadas y opacas a la 

luz, pero muy brillantes. 

Caracteres Morfo16gicos de las Cfilul~s. Ai 

cabo de tres días de hecha la siembra~ en extrae 

to de malta y a 26°C, se observan c~lulasm~s ~­

bien pequeñas~ en su gran mayor1a aisladas,-~-­

otras formando pequeñas agrHp acione's r ,c,asi todas 

de forma oval, muy ,pocas alargadas, con tamaño -

q":le va de 2.0 a 4 5 x 3.5 a 5.0 m,icras (figu,ra -

?)~ a6n cuando se han medido algunas que sobrep~ 

san las siete micras; los brotes son multilatera 

les. A los 18 dlas se observan c~lulas redondas 

muy, grandes, con varios' br ates 1,a te rales adheri­

dos, y unos cuantos grupos formando pequéff1simas 

caden,as muy ramificadas, de modo que no sé nota;... 

,muy claramente el eje principal. Se llegan a oQ 

servar, a6n cuando muy poco claras, alguna que -

otra asca con una o dos ascdsporas. 

Cultivo en timina. Se observan grtipos muy .... 

pequeffos de c~lulas formando cadenas muy cortas~ 

y bastante ramificadas~ Representan por su poco 

número'y r'educido tamaño, pseudomicelios de tipo 

muy primitivo. 
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Bsporulac~6n. Se notan varias ascosporas,­

teñ~das por los métodos de Kufferath y SChimwell, 

logradas en Gorodkowa agar, al cabo de siete dlas 

de hBCho el ~ultivo; casi todas tienen una sola -

espora en su ~nterior, no muy grande, y c'on u~ ...;­

g16bulo de grasa no muy refr~ngente en el centro. 

Se. logran observar también algunas conjugaciones, 

precediendo a la formaci6n del a~ca; la parrid de­

las ascosporas se nota muy gruesa y obscura. Bn-

los otros medios empleaoos, no se obtuvo to en 

la obtención ~e aseas, a excepc~6n hecha quiz~ 

del ·de Fowell, donde lograronóbservarse tan s6lo 
, 

tres aseas en toda La preparación (figura 9). 

CARACTBRES BIOQUIMl;COS 

1. Fermen t.aci6n 

Glucosa 

Galactosa 

Sacarosa 

Maltosa­

Lactosa 

2. A$im~Laci6n de Az6cares 

Glucosa + 

Galactosa + 

Sacarosa + 

Maltosa + 

Lactosa + 

3. Asimilación de Nitratos 

Nitrato de Potasio -
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Sulfato de Amonio 

4. Etanol como Unica Fuente de Carbono 

Un c~ecimiento muy débil, con forma-­

ci6n a los cua~enta dlas de un delgado anillo. 

5. Desdoblamiento de Arbutina y Escu1ina 

Arbutina -

Bscu1ina + (débil) 

6. . Producción de Almidóri 

Al agregar soluci6n de Lugo1 a1.medio l 

hubo una co1oraci6n rojiza pero no se consider6 

como prueha de preseri~ia dea1mid6n. 

7. Producción de Ester 

Al destapar el matraz conteniendo e1-

medio prueba, se aprecia al cabo siete dlas,-

un leve olor a p1~tano por la. formación de ac 

to etl1ico. 

8. Reacci6n e.n Leche Tornaso1ad~ 

Sin cambio. 

9. Producci6n de ¡cidó 

;Negativa. 
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CLASIFICACION 

Subclase 

Orden 

Familia 

Subfamilia 

Tribu 

Ascomycetes 

Protascales 

Endomycetales 

Endomycetaceae 

Saccharomycetoideae 

Saccharomyceteae 

La diagnosis del género es la siguiente -~­

(25): células de forma ovalada o redond.as, rara­

vez alargadas, repro¡fucción vegetativa por medio­

de brotes multilaterales, excepcionalmente con -­

~seridomicelio bien desarrellado, m&s com6nmente -

sin él. Las c~lulas vegetativas soh generalmente 

haploides, generalmente con conjugación heter6ga­

ma precediendo a la formación de las aseas; la cé 

lula puede conjugarse con su propio brote. pudie~ 

do encontrarse. ademfis, una conjugación isógama,­

o bien puede no haber conjugac precediendo a -

formación de las as~as; las esporas son redon­

das, n6mero de 1 a 2,excepbionalmenté4, por­

asea, con una gota de grasa en el centro, y con -

pared~s a veces algo rugosas. A menudo sin forma 

ción de película y sin, fe,rm~ntaci6n, o si la hay, 

muy débil. 

Este tipo se incluy6 dentro de la espe 

D. kloeckeri, p~r no for~ar película sino hasta 
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después de mucho tiempo, no asimilar lactosa, no 

formarpseudomice1io y presentar s610 una o dos­

esporas. De las 17 cepas estudiadas dentro de -

la especie, s610 cuatro han sido reportadaB como 

de origen vegetal {25). 

F E R M E N T A C ION 

LEVADURAS 

Gand.ida J1ie1inii 

Candida solani 

Candida 

parapsilosis 

Bret.tanomyces 

lambicus 

Brettanomyees 

anomalus ... 

Pichia ~ 

membranaefa­

ciens· 

Debaryomyces 

kloeckeri 

GLU- GALAC LACTO SACARO 
COSA TOSA - SA - MALTOSA SA 

+ -
+ + 

+ (débil) 

+ + 
(débil) 

+ + + 

CUADRO N°.I 
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FIGURA 1. Candida melinii 

FIGURA 2. Candida $ol.ani 



FI.GURA ;). Candida parapsiloeis 

FIGURA 4. Brettanomyces anomalus 



FIGURA 5. Brettanomyces lambicus 

FIGURA 6. Pichi a membranaeraciens 



FIGURA 7. Debaryomyces kloeckeri 
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ASIMILAGION DE ACIPOLACTICO 
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Las duras que se desar~ollan ~n las ha-

rricas 'con teniendo las aceitunas en salmue,ra, -­

util an, aparentemente, el ~cido producido en -

la Permen taci6npo~ diversas bac·terias, perjudi­

cando con ello el sabor y las propiedades de 

servaci6n de aquellas. 

Teniendo en cuenta e'8t0 9 

si las levaduras por nosotros 

modifican el y el grado 

y quer do saber-

ai ad,as realmen te 

acidez, se h,a he--

cho una Fr~eba en donde se ha cuantificado el 

do láct.icoasi,milado, y se han seguido los 

cambio~ consecuentes en la acidez del medio. 

Para ello, se han preparado dos medios : ex­

tracto de' levadura al 8%, adicionado de ác,ido -­

láctico al 1%, y la salmuera misma de las aceita 

nas, filtrada y esterilizada. Cnn el primero de 

ellos se han llenado seis matraces de 1000ml, y 

con el segundo, tubos con campana de ferm,enta--­

ci6n. 
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----,.~-- .. _-~----~~, 

A part~r de las 48 horas ~e haberse ~nocula 

do, se empez6 a tomar d~ar~amBnte el pH tantb en 

tubos como en matraces,y el grado de ac~dez cada -

terQer dfa en estos últ~mos~ 

Para tomar el pH ha empleado un papel 

MMerck~ para pHcon una escala de 2.5 a 4.5, 4e 

4~5 a 6.5 y de 6.5 a 8.5. Para sabsT el gr~do de­

ae~dez se prepara una soluc~6n de h~dr6x~do de so­

d~o al 4%, valorándola a cont~nuac~ón. 

Para valorar la soluci6n de NaOH, se parte­

de un~ solue~6n normal de ácido elorh!dr~co': 

Volumen de .HCl 

Normalidad 

Volumen de NaOH 

N NaOH 
1'111 HCl x N Hel 

1'111 NaOH 

5 1'111 

lN 

49.1 mI 

5 x 1 
49 • .1 0 . .1018 

Ya que se determin~ la normal~dad del h~dr6 

xido de sodio, la·cant~dad de ác~do láct~co =t, -

sé obtiene de la s~gu~ent.e manera: 

Lg = gramos de áe~do láctico en .100 1'111 de muestra­

de la soluc~6n. 

Lg 1'111 NaOH x N NaOH x eq. ae. 1 t;t.co 0.090 x -­

lOO 
5 mI muestra 
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Lg = Vol. N 
(en 100 mI) 

x 0,1018 x 0.09 x 100 
5 

0.i83 x mI NaOh 

y ya para obtener la oant:idau total de 
, . 
ao~-

l'ct~oo presente en lamuestra~ se tienequeha-­

oer la s~guiente relaci6rr r teniendo en cuenta los 

volúme.nes ori ales en caDa oaso: 

Ac. g x 
Vbl.mue~ tC'ra 

100 a 

b ae. láotico total que queda en lamúestra des 

pués de usar :tos c:i.nco mI necesar:i.qspara el­

análisis. 

mos·.es 

o~ces el peso del áo~do láct~co en grB-­

a x b. 

Finalmente, para obtener el total de ácido~ 

láotico asimilado en gramos por' levadu.ras, te 

nemas que, total deáoido láctioo asimilado, c,­

es igual: 

c b - a del dla sigu~ente 

Donde: 

a 'total de áoido láctico en muestra .inicial en -

·gramos. 

b total de gramos de ácido láotioo en vol. ~ema-
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nen. te. 

c gramos totales de áCldo 1áctlco aslml1ados. 

Todos los resultados estan conslgna dos en -

,táb1as y gráflcas, para facl1ltar su comprenslón. 

Por ellas se podrá ver que el pH en algunos 

casos ha llegado hasta 7.9, pasando de'un estado -

totalmente ácido de 2.8, a otr¿ totalmente alcall­

no, por 10 que se puede suponer que ha habldo algu 

nas reacclones de tlpo secundarlO con formaclón de 

f.o a tos y amoniaco, de aquí. se slguió en,tonces 

con una serle de pruebas para poner de maniflesto­

su presencia. 
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D I A S 

8 9 10 l.1 .+2 13 14 15 16 l.7 1.8 19 20 2l. 22 23 24 25 26 27 28 29 30 . 31 

5.0 5.0 5.0 5.1 5.l. 5.2 5.3 5.4 5.5 5.8 6.2 6.3 S.4 6.5 6.6 6.6 6.6 6,6 6.6 6.7 6.7 6.8 6.8 6.9 

4.9 5 .. 0 5.l. 5.2 5.3 5.4 5.6 5.8 6.0 6.:1 6.4 6.5 6.6 6.6 6.6 6.6. 6.6 6.7 6.8 6.8 6.9 7.0 7.0 7.0 

4.7 4.7 4.8 4.9 5.0 5.0 6.1 5.3 5.4 6.5 5.7 5.8 6.9 15.0 6.0 6.0 6.2 6 •. 3 6.4 6.5 6.6 6.7 6.7 6.7 

4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 
I 
f·7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.8 4.8 4.9 4.9 4.9 4.9 

4.7 4,7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 <]..7 4.8 4.8 ~.9 4.9 5.0 5.1 5.2 5.2 5.3 5.4 5.5 5.5 5.0 

4.9 .5.0 5.2 5.3 6.5 6.7 5 •. 9 6,0 6.1 6.2 6.3 6.4 6.5 6.6 6.7 6.8 7.0' 7.2 7.3 7.4 7.6 7.8 '7.9 7.9 
1 

4.6 4.6 4.6 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 ¡¡'.7 4.7 4.8 4.8 4.9 4.9 4.9 4.9 5.0 5.0 5.0 

CUADRO N°. II - VARIACloN DE p.H EN. <)AI,MUERA 

77 



8; 9 9 10 11 12 12 t:! lA 1.5 16 1.7 1'7 :1.8 19- 2(l 21 21 22 23 24- 25 25 26_ 2? 28 29 29 

PI!. PI!. ae PI!. Ph PI!. <le PI1 PI!. 1'11 1'11 ae 1'11 1'11 1'11 1'4 1'11 ac 1'11 PI1 1'11 Ph ac Ph Ph 1'11 Ph !le 

.7 4.8 5.4 0.09 5.5 5.6 5.7 0.05 5.8 5.9 6.0 6.2 0.0:; 6.2 6.:1 6.4 6.6 0.01 6.8 7.0 7.1 7.5 0.00 7.8 7.9 8.0 8.1 0.00 

• .1- -41,S· 5.0 0.10 5 • .1-S.l! S.:> 0.07 5.5 5.7 5.9 6.0 0.05 6.1 6.2 6,11 6.6 0.0:; 6.8 7.0 7.2 7.3 0.00 7.4 7.6 7.8 8.0 0.00 

.4 3.4 3.S 0.74 Z.6 3.'7 11.8 0.2.5 4.l. 4.2 4.4 4.6 0.12 4.9 5.3 5.4 5.6 0.09 S-.7 5.8 5.9 6.0 0.03 6.2 6.3 6.5 6.7 0.00 

.5 Z,6 3.'7 0.62 3.8 3.8 Z.9 O,:l6 4.0 4.0 4.1 4.2 0.29 4.3: 4.3 4.:1 4.4 0.18 4.4 4.4 4.4 4.4 0.í8 4.4 4.4 4.4 4.4 1.18 

.8 3.9 4.~0 0.38 4.1 4.11 4,-4 0.2$ 4.6 4.8 5.0 5.2 0.:1.0 5.4 5.5 5.6 5'.8 0.07 5.9 6.0 6.l. 6.2 0.05 &.4 &.5 6.6 &.6 1.02 

.6 3.8 _4.0 0.24 4.2 4.4 4.6 0.0'7_4.9 5.1. 5.3 5.6 0.05 5.8 &.0 6 • .1 6.:> O.02v 6.4 6.7 6.g '7.0 0.00 7.4 7.6 7.8 8.0 0.00 

·.2 -3.2 ;f.Z- 0.a3 3.3 3.3 J'~3 0.83 3.3 3.3 3.3 5.3 0.S3 3.3 3.:1 :l.:! 3.4 0.80 3.4 3.4 3.4 3.4 0.30 3.4 :1,4 3.4 3.4 0.80 

CUADRO III - VARIACION DE pH Y 
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Cand~da mel~n~~ (+) 

CANTIDAD DE GRAMOS DE GRAMOS TOTALES 

DIAS ACIDO LAGTICO ACIDO LACTICO DE ACIDO LACTICO 
POR MUESTRA EN MUESTRA. ASTMILADOS 

EN GRAMOS REMANENTE 

O 0.84 0.84 0.00 

;) 0.6'2 0.58 0.22 

6 0.15 0.16 0.43 

9 0.08 0.07 0.08 

:,12 0.04 0.03 0.03 

17 0.02 0.01 0.01 

21 0.00 0.00 0.00 

25 0.00 0.00 0.00 

29 0.00 0.00 ·0.00 

TOTAL 0.78 g 

CUADRO N°. IV 

(+) Cuadros de concentrac~6n de los datos para -
I 

conocer la as~m~lac~6n total de &c~~o l'ct~-

ca por las d~fererites levaduras. 
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DIAS 

O 

:5 

6 

9 

12 

17 

21 

25 

29 

Candida solani 

CANTIDAD DE 
ACIDO LACTICO 

POR :MUESTRA 
EN GRAMOS· 

2.2 

1.9 

1.5 

1.0 

0.62 

0.29 

0.21 

0.11 

0.06 

GRAMOS DE 
ACIDO LACTICO 

EN MUESTRA 
REMANENTE 

2.2 

1.8 

1..4 

1.0 

0.59. 

0.25 

0.20 

0.10 

0.05 

GRAMOS TOTALES 
DE ACIDO LACTICO 

ASIMILADOS 

0.00 

0.30 

0.30 

0.40 

0.38 

0.30 

0.04 

0.09 

0.04 

TOTAL 1..85 g 

CUADRO N°. V 
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DIAS 

O 

3 

6 

9 

'12 

1'7 

21 

25 

29 

Candida·parapsilosis 

CANTIDAD DE 
ACIDO LACTICO 

POR MUESTRA 
EN GRAMOS 

1.26 

1 .• 26 

1.,20. 

1.03 

0.33 

0.15 

0.11 

0.0.6 

0.05 

GRAMOS DE 
ACTDO LACTICO 

EN MUESTRA 
REMANENTE 

1.26 

1.20 

1.15 

0.98 

0.31 

0.14 

0.10 

0.05 

0.04 

GRAMOS TOTALES 
DE ACIDOLACT¡CO 

ASnrILADOS 

0.00 

0.00 

0.00 

·0.12 

0.65 

0,,16 

0.03 

0 . .04 

0.00 

TOTAL 1.00 g 

CUADRO N° • VI 



DTAS 

o 
3 

6 

9 

12 

17 

21 

25 

29 

Brettanomyces anom~lus 

CANTIDAD DB 
ACIDO LACTICO 

POR MUBSTRA 
EN GRAMOS 

1.34 

1.31 

0.93 

0.5.7 

0.36 

0.14 

0.09 

0.06 

0.02 

GRAMOS DE 
ACIDO LACTICO 

BN MUESTRA 
REMANENTB 

1.34 

1.25 

0.89 

0.54 

0.35 

0.13 

0.08 

0.05 

0.00 

GRAMOS TOTALBS 
DE ACIDO LACTICO 

. ASIMILADOS 

0.00 

0.03 

0.22 

0.32 

0.18 

0.21 

0.04 

0.02 

0.03 

TOTAL 1.15 g 
'" 

CUADRO N o • VII 
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DIAS 

O 

3 

6 

9 

12 

17 

21 

25 

29 

Brettannmyces lamb±cus 

CANTIDAD DE 
AC IDO LACTICO 

POR MUBSTRA 
BN GRAMOS 

1~· 62 

1.64 

1.26 

1.17 

0.66 

0.52 

0.31 

0.30 

0.29 

GRAMOS DE 
ACIDO LACTICO 

EN 
REMANENTE 

.1.68 

1.57 

1.20 

1.12 

0.63 

0.49 

0.29 

0.28 

0.27 

GRAMOS TOTALES 
DE ACIDO LACTICO 

ASIMILADOS 

·0.00 

0.04 
, 

0.31 

0.03 

0.46 

0.11 

0.18 

0.00 

0.00 

TOTAL 1.13 g 

CUADRO N°. VIII 
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DIA$ 

o 
:3 

6 

9 

1.2 

17 

21. 

25 

29 

Pichia membranaefaciens 

CANTIDAD DE 
ACIDO LACTICO 

POR MUESTRA 
EN GRAMOS 

1..26 

1.10 

0.61 

0.83 

0.09 

0.07 

0.03 

0.02 

0.02 

GRAMOS DE 
ACIDO LACTICO 

EN MUESTRA ~ 

REMANENTE 

1..26 

1.05 

0 .. 58 

0.31 

0.08 

0.06 

0.02 

0.00 

0.00 

GRAMOS TOTALES 
DE ACIDO LACTICO 

ASIMILADOS 

0.00 

0.16 

0.44 

0.25 

0.22 

0.01 

0.03 

0.02 

0.00 

TOTAL 1.13 g 

CUADRO N°;. IX 

84 



DlAS 

o 
:) 

6 

9 

12 

17 

21 

25 

29 

Deb.aryornyces klo.eckeri 

CANTIDAD DE 
ACIDO LAGTICO 

.POR MFESTRA 
EN GRA.1VIOS 

1.26 

1.25 

1.20 

1.16 

.1 . .12 

1.04 

1.00 

0.96 

0.92 

GRAMOS DE 
ACIDO LACTICO 

EN MUESTRA 
REMANENTE 

1.26 

1.20 

1.15 

1.11 

1.07 

0.99 

0.96 

0.92 

0.87 

GRAMOS TOTALES 
DE ACTDO LACTIGO 

ASIMILADOS 

·0,00 

0.0.1 

0.00 

0.00 

0 0 00 

0,03 

0.00 

0.00 

0.00 

TOTAL 0.04 g 

CUADRO N°. X 
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IDENTIFICACION DE ALCOHOL, FOSFATOS. Y AMONIACO 

Con los volúmenes finales de la prueba de 

asimilaci6n de 'cido lActico, se procede a una 

déstilaci6n para obtener dos porciones separadas 

en distintos matraces, la destilada y el resid~o. 

Tanto durante la fermentaci6n en los matraces, -

como en el destilado,se percibió un claro.olor­

a alcohol, 10 que hace suponer su presencia, si­

bien se ha evaporado casi totalmente durante e1-

proceso ll1encic:mado de stilaci6n; ademAs, como-

se trata de levaduras no cultivadas, la produc~­

ción de alcohol no es muy fuerte, 10 que explic,!!. 

ria también la poca cantidad de alcohol encontra 

.d.a. 

Identificación de Alcohol 

1) Siguiendo el m~todo de Pel1erin (44, 5), 

a 10 mI de destilado, se le agregaron dos gotas­

.de. una soluci6n al 1% de bic-romato de potasio, y 

.cua tro gotas de ácido sulfúrico concen trado. Al 

entrar en ebu11ici6n, se formó un color verde, 

debido ala presencia de-etanol, pércibi~ndose 

un olor'a acet~ldehido. 

sultado fue negativo. 

S610 en un caso, el re-

Identificaci6n de Fosfatos 
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: , 

·Se realiz61a siguiente prueba (6, 38} c'on,... 

molibd.ato de amonio y benzidina: una gota de la -

soluci6n a probar se coloca en ~apel filtro cuan­

titativo, se da de una gota de molib yuna:­

gota de soluci6n de ·benzidi.na; el papel se coloca 

entonces sobre amoniaco y en caso de haber un re 

sultado pos 

pendiendo su 

aparece una coloración azul, 

ensidad del contenido de fosfato. 

Reactivos: solu.ci6n de molibdato de amonio: 

5 g de l~ s én':tOO mI de agua fria, mezclado --

con 35 mI de do nitrico. 

Soluci6n de benzidina: 0~05 g de'su base'o­

cloruro~ se disuelven en 10 mI de ácido ac&tico 

concentrado, y se aforan CDn agua h:asta 100 mI. 

Soluci6n ~aturada de acetato s6dioo. 

Amoniaco. 

Se han obtenido con esta p:ru~ba resulta:.dos-
\ , 

precisos, h.aciendo primeramente la comp.r'o:ba:ci6n--

mediante la gota prueba para verificar que no hay' 

resultado positivo ( coloraci6n azul) enausen:cia-:­

de fosfato, o bien,que en preE1sncia de ~s;te no 

aparezca la ooloraci6n por malestado·delos re 

tivos. Los resultados se consignan en la tabla 

No. XI. 
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Iden tif ic.ación . de. Amoniaco. E~~0 se hizo se 

gún ~a reacción de N essler (6, 38, 2 i: una gota -

de ~a so~ución a probar ~e mezc~ó con una gota de 

hidróxido a1ca~~no concentrad6 en un vidrio de 

re~oj. Una gota de ~a suspensión co~órante se co 

~o~6 sobre pape~ fi~tro, mediante un tubo caPi--­

~ar, y se trat6 con una gota de ~a solución de -­

Ness~er; en CasO de haber amoniaco, aparece una -

coloración amari~la o anaranjada rojiza. La pru2. 

ba se realizó ante un testigo, y ~os resultados -

se consignan en ~a tab~a N°. XI. 
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LEVADURA ALCOHOL FOSFATO AMONIACO 

CANDIDA MELINII + + + 

(débil) 

GANDIDA SOLANI + + + 

(muy débil) 

CANDIDA PARAPSILOSIS + + + 

BRETTANOMYCES LAMBICUS + + + 

(débil) (débil) (muy débil) 

BRETTANOMYCES ANOMALUS + + + 

(débil) (débil) 

PICHIA MEMBRANAEFACIENS + + + 

bil) 

DEBARYOMYCES KLOECKERI 

CUADRO N°. XI 
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En este·. trabajo se ha procedido. primeramen te 

a un aislamiento de levadur que se encontraban-

formando una gruesa pellcula rugosa sobre la 8U-­

perficie de la salmuera de fermentaci6~ de aceitu 

nas, as! como otras que se encontraron en una la­

tadescubierta en donde se iniciaba un proceso de 

descomposición. 

Se aislaron treinta cepas, apa~entemente di~ 

tint.as, pero con una frecuencia mayor de los géns:. 

ros e -_ ........ --;;.... y Debaryomyces, encontradas-

en los barriles en una etapa primaria de contami,-

nación, y el eTo Brettanomyces,~n un estado -
<, " " 

ya m's avanzado de la m~sma en la lata mencionada. 

Debido a esta predominancia ,. y teniendo en -

cuen ta t.ambi el car'c ter de la. ferme'n tación, se 

han elegido las levaduras menc~onadas .. para some--
, "," 

terlas i un estudio completo. 

El resto de las cepas aisladas se ha guarda­

do para un posibleeBtudio posterior, por presen-

tar algunas de ellas bastante ínt s, sobre todo 

91. 



desde el punto de Vista taxon6mico, perD se con­

sidera dificil abarcar en un estudio como te­

tantas especies distin~as a l~ vez. Entre éstas 

se tenia por ejemplo, una que por su ~orma t~ian 

~ular podria considerarse como y --

ello seria interesante puesto que en México no 

se ha aislado ninguna especie de este g~nero. 

En la prueba de fermentaci6n, proceso te­

de gran importancia industrial, se ha encontrado 

que dos de las cepas ,ele as, Pichia y 

m,Yce§J, son no fermen tativas, tanto en condi'cib­

nes a~r6bicas como anaer6b.icas. A partir de es­

te punto, se ha seguido un estudio in 

ellas, con base a los m~todos y c s dados por 

Lodder y Kreger-Van Rij (25], par~ 108rarclasi-

ficarlas a nivel ie ico . 

Seprest6 un especial cuidado a la for~a--­

ción de p.elic·ula s ya que comerc-ial.men.t.e .-'ca,usa --

gran periuicio al desarrollarse sobre losfras--
l 

cos ya envasados de ~ceitunas, haciendo pensar -

al consumidor que ~stas se encuentran en mal es­

tado. Se encontró que todas, excepto Debaryomy-

~, forman gruesas pel ulas rugosas. 

Una vez lograda su clasificación, se. cons 1 

taran diversas obras sobr'e e'ltema, con el obje­

to de encontrar referencias sobre las levaduras-
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por nosotros ~dent~f~cadas, hayind6se menc~onada~ 

ya en la ~almuera de las ace~tuna~: Cand~da ----­

. krusei, C. teniens, e ~ solani, C.· mycoderma, Q..:.. -
rugosa? C. parapsilosis, Torulops~s sphaerica, --

" -
T.holmii, Hansenula subpelliculosa y Pichia -----

membranaefa¿iens. 

Ello coincide con nuestras observaciones he~ 

chas sobre la abuidancia de las levaduras del g~­

nero Candida, a6n cuando n.o se encontr6 menci6n -

alguna sobre e ------

Pichia es bastante com6n en esté tipo de pr 

cesos, no así bebaryomyces, de la cual no se ha -

encontrado referencia alg;na sobre su presencia 

en las acé~tunas, aunque si, pero de distinta es­

pecie, en la industria afin depep~nillos. 

Podríamos decir ~ue estos tipos mencionados­

const~tuyen una etapa primaria decontaminac 

y que al reducirse la cantidad necesaria de ic~do 

lictico, viene una segunda etapa, con Brettanomy­

Él como dominante. En este estado ya más avanza 

da, las levaduras juegan un papel muy ortante, 

pues al asimilar en maYor cantidad a~n el 'cido 

lictico, favorecen la aparic de bacterias de 

tipo proteolíticó, como Clo-stridium, que en un 

tado ya final de con~&~inac 

to el producto.· 

an por compl,e-
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No se han encontrado referencias sobre ----­

Brettanomyces lambicus ni B. anDmaluB en las Bcei 

tunas, ~610 en pepinilloé, pero aisladaB d~l fon­

do del líquido 1 lo que coincide con las encon tra­

das por nosotros que~e aislaron del fondo miBmo­

de la lata. 

Teniendo un inter6s especial en obtener un -

resultado de tipo pr tico sobre asimilación de -

ido lictico por las levaduras, se ha procedido­

a una prueba para determinarlo cuantitativamente. 

sabiendo así qu& levaduras pueden considerarse ~­

inocuas en el proceso que nos ocupa, y cuáles por 

el contrario son perjudiciales a ~l. 

Como puede verse por los resultados consign~ 

dos en los cuadros y gr icas, Candida y Pichia -

son los g&neros que tienen una curva de asimila-­

ción mispronünciada (cuadros IV, V, VI, IX Y grá 

ficas 1, 2, 3, Y 6) • 

. En el caso de Brettanomyces, y en particular, 

B. lambicus, la curva de acidez es menos un--

ciada, debido probablemente a que ellas son a su­

vez productoras de ácido (cuadros VII y VIII Y -­

gr áf as 4 y 5). 

En cuanto al g&nero Debaryomyces, no hay en­

absolut~ asimilación de ácido láctioo (cuadro X,_o 
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gráf ica 7). 

En las curvas de pH (cuadro 11 y grificas 1-

a 7) se puede obse~var que llega un momento en 

que éste se estaciona en un punto determinado du­

rante variosdia~, o indefin~damente (gráfica 7); 

ello se explica· por la formación de un.a solución­

reguladora, rompiéndose este equilibrio tan solo­

al formarse substancias como 108- fosfatos y amo-­

niaco que alcalinizan el medio, permitiendo que -

el pH suba en algunos casos hasta 8~O incluSive.­

(Cuadro 11). 

Es evidente que las levaduras se encuentran~ 

ampliamente distribuidas en el proceso de fermen­

tación. y tratado con salmuera de las aceitunas, 

bajo la forma.de sedimentos o gruesas películas 

que se forman cuando las barricas tienen alguna -

abertura o no están bien llenas. Su pres~ncia en 

estos procesos mencionados afecta la calidad y 

conservación de las ac~itunas, y si el ácido pro-

ducido por diversas especies de Lactobacillus no­

se mantiene a un nivel constan~eJ se ven afecta-­

das las cualidades organolépticas de sabor, co--­

lor, consistencia y dOllservación del producto. 
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1. Se aislaron para su estudio aquellas le­

vadurasque tuvieron un promedio de frecuencia de 

aparici6n mayor, resultando ser de los g~neros 

Cándida, . Pichia, Brettanomyces y. Debaryomyces, -­

respec tiva.men te. 

2. De las especies Candida melini~, Bretta~ 

nómyces lambicus, Brettanomyces anomalus, y 

rymyces :k·loeckeri no se encon traron referencias 

de haber sido reportadas anteriormente eri aceitu-

nas, aunque , en la industria de los pepinillos. 

3. Estas levaduras se encuentran presentes­

en el prooeso de fermentaci6n de las aceitunas, ~ 

tomando para ellas el .ácido producido durante la­

misma por diversas especies de Lactobacillus, 

transformando consecuentemente el pH 6ptimo para­

el proceso de 2.5 a 4.0, a uno totalmente alcali­

no de B.D, con reacciones secundarias prod~ctoras 

de fosfatos y amoniaco. 

4. Las levaduras del ero en es-

cial t~~olani y las de los eros Pi 
---'-"';;""""';;"" 

y -
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Brettan~myces resultaron ser las que tienen un 

tal de gramos de ido lictico asimilados mayor,­

en el experimento para cuantificarlo. 

5. Se pone de manifiesto que eri la medida 

de·lo posible es necesario evitar el desarrollo 

de levaduras durante el proceso defeTmentaci6n,­

y tratamiento con salmuera, ya que de Dtro modo -

pueden provocar p&rdidas cuantiosas al afectar 

bo~, consistencia, calidad y conservaci6n de las­

aceitunas. 
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RESUMEN 

99 



Se aislaron muestras de salmu&ra de aceitu-. 

nas, realizando una serie de operaciones morfo16 

gícas, fisio16gicas y bioquímicas, para proceder 

al estudio taxon6mico de las levaduFas que en-~~ 

tran en este proceso. Las especies eneontradas­

pertenecen a los gén.eros Candida, Pichi.;:¡., Bre--­

ttanomyces y Debaryomyces, en orden de abundan-

cia. 

Para cuantificar el daffo producido por 1as­

diferentes ~species en el proceso ~e.fermenta--­

ci6n, seestudi6 la cantidad de &cido l&ctieo 

asimilado por ellas en el mismo. Los géneros 

Candi.da, -'-...:::..;;...;..:1.;;;;;."..;;.;.a y Brettanomyces resultaron ser -

los mis perjudiciales. 
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