UNIVERSIDAD NAL‘ION\AL AUTONOMA DE  MEXICO

Facultad de Ciencias

TERTITUTC DE ECOLOGIA

ESTUDIO SOBRE LEVADURAS AISLADAS EN SALMUERAS
DE ACEITUNAS '

T E S I S

- Que para obtener el Titulo de:
BIOLOGO

p r e s e n t a

ADELAIDA CASAMITIANA  VIVES

México, D. F. 1965



AGRADECTIMIENTOS

La presente tesis fue elaborada totalmente~—

" con materiales y en las instalaciones de la Com-
pafiia Hijos de Ybarra de México, S. ‘A,, v amable"
 >mente dirigida en sy fase 1ﬁ101a1 por elzDr Ma~

A
t qlormente por el\Dr.

,géel Instituto de. B1010~~

gia ‘de la U.N.A. M , ¥ por el Ing. Qulmn ‘Enrique~

~nuel Ruiz Oronoz
i‘TGOfllO Herre a Sﬁa

N st g L 08

Garcia Galiano, de la citada Compafiia.

- Bl Dr. Horacio Fernéndez Verdet, de la Com-
‘pafiia Hijos de Ybarra, ley6 el manuscrito e hizo
valiosas Sugereﬁcias, especialmente en el capitu

lo introductorio.

‘Algunos aspectos bioquimicos estuvieron ama
blemente asesorados por la Dra. Cristina Pérezama

dor, del Instituto de Quimica de la U.N.A.M.

Todas las fotografias que ilustran el'trabgr
jo, fueron tomadas por el Bidél. Ramén Riba Nava-

Esparza.



Quede patente a todas estas personas e ——-
instituciones, el sincero réconocimiento y gra-

, titud por su inestimable ayuda.

'
'



CONTENTIDO

Introduccidn i
Métodos y Materiales de Trabajo 10

‘Resultados ‘ ‘ 32

»Asimilacién de Aéido Laictico - 72
»Discysién» “ : 30
Conclusioneé ‘ : 96
Resﬁmen : 99

.Bibliografia o 101



INTRODUCCTIOTN




Si bien el motivo del presente trabajo tiene
por objeto*fﬁndaﬁeﬁtai»eliestudio de las levadu~;
fasy‘ési como su efecto sobre las salmueras de --
fermentacidn de aceituﬁas} es 1nteresante éar prl
fmeramente’y aungue sea en forma sucinta, uﬂa rese

fla de 1la elaboracién de aceitunas, t:i;pofespanol°

El Olivo. E1 origen del olivo, Olea euro---
93835 se aéigna indiscutiblemente 4 la zona del -
Mar: Medlterranea ’aunque hayd una dlscrepan01a ge.

nerallzada en cuanto al lugar- preciso.,

Ya fuese este lugar, Egipto, Grecia, Siria o
Etiopia, lo cierto es que su &rea natural de vege

tacidn se extendid a toda la costa mediterrénes,

A América llegbé el olivo traido por los mi--
vsioneros, v asi. aparece tanto en Sudamérica como~
en América del Norte. En el siglo XVII, el rey -
Carlos III de Espafia prohibid las llcen01as de -—
plantaciones de olivo en Amerlca, en previsidn de
>ev1tar‘que‘las colonias espafiolas de aquel enton-

ces, resultaran con el tiempo competidoras en la-
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produccidn de aceite. Afin més, por medio de un -
real decreto, mandé talar todos los olivos exis-—-
tentes en esa fecha en América. Por suerte, esta
real tala no fue todo lo efectiva que el:rey qui-
so que fuese, y los olivos que se salvaron de ---

ella, son los predecesores de los olivos actuales

Las Aceitunas. Como es bien sabido, las --~

aceitunas son los frutos del olivo.

Ante 1la gran;cantidad de variedades de olivo
¥y por ende de aceitunas, existentes en el muné0,4’
se ‘da una relacidén de las variedades utilizadas -
en distintos paises para preparar o aderezar el -

tipo espafiol:

Espafia: Variedades Gordal o Sevillana, Manza

‘nilla, Morona, Ropazalla, Carrésqueﬁa¢

Argentina: Variedades Aranco o Criolla, Man-
' zanilla, Ascolano, Bmpéltre. '
o .,

.Bétadds Unidos de Norteamérica: Variedades‘~

Misidn, Manzanilla, Sevillano, Ascolano.

México: Variedades Misi6n, Manzanilla, Neva
dillo, |

Francia: Variedades Touche, Picholine, Axme



1lau.

Italia: Variedades Ascolano, Cerignola, San

ta Caterina, Areco.

Composicidn Quimica de las Aceditunas Adereza

das. Las aceitunas verdes aderezadas contienen en

100 g;'loe siguientes metalesvexpresadns en mili~-
gramos: 2,8 de hierro; 0.28 de cobre; 2 devmangané
+s803; 00,0011 de sodio. Ademés contienen 200 U. I. -

(7))

de vitamina A y vestigios de vitaminas Bl"

‘Eiaboracidn o Aderezo de AceiﬁﬁhéévfiﬁbMEéﬁa
fiol, Luego de seleccionada la variedad adecuada -
para preparar, lo cual se hace teniendo en cuenta~
1la calidad final que dara como fruto elaborado, —-
asi éomo su tamaflo, se espera a Qque las aceitunas-
 €Qmen su punto adecuado de madurez‘enkelvérbol an%

tes de cosecharlas.

Si las aceitunas se prepararén negras, se-cg
secharén’ totalmente maduras, o sea cuando los Fru-
toé han tomado un intenso color negro violaceo. ~-
Si se las prepararéi verdes, el_punta'ideal déidosé
cha seré cuando los Frutos toman un color verde pg

jizo.

La cosecha se haré con el mAximo de cuidados

‘para que los frutos no se maltraten.
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Tratamiento con Hidréxido de Sodio. Una vez

cosechadas las aceitunas y seleccionadas por tama
fios, se procede a hacerles un tratamiénto>con hi-
dbéxido‘de sodio, que tiene por objeto ellmlnar -
el amargor natural de las aceltunas, debido a la-
presencia de "oleuropeina", glucdsido amafgo,~de«
carhcter levdégiro, soluble en agua. A

El tratamiento alcalino se hace en piletas -
de cemento o cubas de madera. Las soluciones de-
NaOH utilizadas, varian entre concentraciones de»
1.25 a 2.2%, segin la variedad y tamafio de las --

aceitunas a elaborar.

" Este tratamiento dura entre 8 y 12 horas, pa
ra permitir que la solucidn de hiérékido de sodio’
penetré<hasta las 2/3 partes de la pulpa de las -
acgitunasg Conseguide ésto, se elimiﬁa‘la'solu——»

cidén alcalina.

‘Lavados. Tienen ?or objeto eliminar 1a alca
linidad remanente en las aceitunas luego del traw
tamiento con hidrdxido de sodio. .Una‘vez.qﬁifada
la.soluciﬁu de NaOH, es reemplazada de inmediato-
'por agua, hasta cubrir totalmente las aceitunas.—
Estas aguas de 1avado son cambladas a 1ntervalos~
de 3 a 5 horas, hasta consegulr que el agua del

ultlmo tenga un pH max1mo de 8.5



Tratamiento cod Hidréxido de Sodio. Una vez .
cosechadas las aceitunas y seleccionadas por tama
fios, se procede a hacerles un tratamiento con hi-
'dréxido de sodio, que tiene por objeto eliminar -
el amargor natural de las. aceitunas, debido a la-
presencia de “oleuropeina“, glucdsido amafgo, de~
caracter levégiro, soluble en agua. ‘

, El tratamiento alcalino se hace en piletas -
de cemento o cubas de madera. Las soluciones de-
NaOH utilizadas, varian entre concentraciones de-
1.25 a 2,2%, segfin la variedad y tamafio de las --

aceitunas a elaborar.

Este tratamiento dura entre 8 y 12 horas, pa

ra permitir que la solucién de hidréxido de sodio
penetre hasta las 2/3 partes de la pulpa de las -
vaceitunas, Conseguido ésto, se elimina la solu--

cibén alcalina.

Lavados., ,Tienen Qor objeto eliminar la alcg
linidéd remanente en las aceitunas luego del tra-
tamiento con hidréxido. de sodio. Una vez quitada
la solucién de NaOH, es:reemplazada de inmediato~
por agua, hasta cubrir totalmente las aceitunas.-
Estas aguas-de lavadd son cambiadas a intervalos-
de 3 a 5 horas, hasta conseguir qﬁe elxagua del -

tltimo tenga un pH maximo de 8.5



"Envasado en Barriles v Fermentaciédn. Efec——
tuados los 1avédos; las aceitunas son colocadas -
‘en barriles., En América se utilizan barriles de-
200 litros en los cuales caben 130 kg netos de --
aceitunas, mientras que en Espaila se usan reci-~-
pientes grdandes; de igual forma que los barfile35
pero de 700 iitros de capacidad vy eﬁ los que .ca~~
ben 450 kg netos de aceitunas) estos reéipientes-

reciben el nombre de "“bocoy”.

Colocadas las aceitunas en los barriles, és-—
tos son tapadés perfectamente, dejéhdoles solaMeg
‘te en un costado, sobre uﬂardﬁela5 un ordificio de
‘un diémetro de 5 cm, por donde se les agrega la -
salmuera de Eermentaciénb Los barriles se acomo-
dan al aire Libre, en el patio de fermentacidn y-

acostados con el orificio hacia arriba.

En Espafia, por ser las aceitunas de "“secano",
es decir, gque los olivos no son regados sino que-
el agua que reciben es exclusivamente por- precipi
~tacién pluvial, las salmueras de fermentacidn uti
lizadas son de concentracibén alta, variando entre

- 10% y 12% de sal.

Al ser trasladado a América, el olivo se ~--
transformdé en &rbol de riego, ya que si no se rie
ga no fructifica.“ Debido a-ésto, las aceitunas —

,contienén una mayor cantidad de agua; esta parti-
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cularidad hace que en América, las salmueras de -
fermentacidn sean de concentraciones menores a =--—
. las de Espafia, utilizéndose salmueras entre 7% y-

9% de sal.

*

Si se utilizan salmueras mas altas, por efec
to de la exésmosis, los frutos sufren una contrac
cidn resultante en un arrugsdo de su superficie -
exterior que generalmente es permanente, inutili-

zindose los frutos en su valor comercial.

Algunos técﬁicos,elabaraébres adicionan a,%w
~las salmueras "iniciadores" en la fermenéacién;um
éstos esthAn constituidos por cultivos de fermenww

tos lécticos .en distintos caldos de cultivo. Asi
‘mismo, puede ser necesario agregar cantidades va-~
riables de azficares (generalmente glucosa) para -
reemplazar 16s azlicares naturales de las aceitu--
nas perdidos en bnena proporcidbén durante ei'prgge
so de tratamiento con NaOH y los subsiguientes la

vados.

En el patio de fermeﬂtaciéﬂ, al aire libre,-=
las aceitunas comienzan su fermentacidn; durante-
todo el proceso de aderezo 1as:acéitunasrsufren -
en su domposicién una serie de procesos fisicoqﬁi
‘micos y microbiolégicos, con los cuales van adqui -
riendo caracteristicas organolépticas especiales,
gque harfin de ellas al final de la fermentacidn un
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producto alimenticio muy apreciado.

Al iniciarse la fermentacidn, se encuentran-
en la salmuera un gran nimero de microorganismos-—
que comprenden levaduras, otfés hongos y‘bacte~_~
rias y que son aportados por el agua, el aire, -~
las mismas aceitunas, los uténsilios de trabajo,~-
fbarrileé? etc, Las. bacterias del &cido lactico -
se encuentran en muy pequelo nﬁmero, siendo supe—
radas por los microorganismos no deseables en -—-
enprme proporciodn,
¥ . ‘ ’

Sin‘embargo, a medida que transcurren los --
dias, si la fermentacidn por medio de ¢uidados és
lievada por buéa camino, las bacterias légtica$ -
comenzaran a multiplicarse répidamente,VdOminando
por completo la fermentacidn y'produciendo'el tan
deséado dcido lactico, impre&cindiblé para la ob-
tencibn de un buen fruto terminado,‘que al cabo -
de cuatro meses de terminada la fermentacidn, llg

ga a tener las siguientes caracteristicas:

gramos de acido lActico por 100 ml de -

salmuera ~ 0.8 a 1.5 g

pH - 3.5 a 4.2

Las bacterias lécticas predominantes durante

la fermentacidn son las siguientes: Leuconostoc -~

mesenteroides, Lactobééiilus;plantafuﬂ, Lactobacd

) 8



lius brevis, Transforman los azlcares en &cido -

lactico.

Este Acido léictico producido durante la fer-—
mentacibn, es el que aprpvecharéﬁ en su beneficio
ias levaduras gque lleguen‘é desarrollarse por ma~'
la atencién de. los barriles, alcanzando a consu-~
mirlo en tal cantidad, que la diaminucién de aci-
dez y el aumento de pH, harénpeligrar‘lés aceitu-
‘nas greparadas, Ilegando a su total pérdida en -—

ciertos. casos.

Precisamente de este problema surgibé la idea
pararla realizacifén del presente trabajo, tratan-—
do de identificar algunas de las levaduras que --
aparecen méas frecuentemente en el proceso anfes,+
mencionado, y determinar si la cantidad de &cido-
léctico,consumido por ellas es realmente lo bas--
tante importante como para llegér a ser un peli-~-
gro verdadero para la conservacibn de los frutos-

elaborados.



MATERIALES Y METODOS DE TRABAJO
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" MATERIALES Y METODOS DE TRABAJO

-

Con una pipeta estéril se tomaron muestras -
de salmuera de algunas barricas comteﬁiéndO“acéitE
‘nas Vefdes‘y negras (maduras)c"Dichaswmuestrés se
:sembraron en varias cajés de Petri, conteniendo me
dios de chltivofdiversos con el £in de ver cubdl --
‘eré el mas épropiado para su cfecimienté,’a la &ez

que irlas aislando (11, 20, 25, 30, 31, 32).

Se emplearon los siguienteé mediosxdevcul£i+'
vo: |

’a) Infusiﬁn de levadura

b} Infusibn dé alfalfa-agar

¢} Glucosa Malta«agaf

d) Sabouraududextrssa agar

e) Agar nutritivo

£) thract§5de levadura Agar

gl _Extraéto de Malta Agaf'

11



Los que dieron mejor resultado, Sabouraud- -
“dextrosa agar, y extracto de mal'agar& han sido ~.
usados preferentemente a lo largo de este estudio,
excepcibn hecha de agquellas pruebas que especifi-
camente han requerido de determinados medios, co-
mo es el caso de Gorodkowa Agar, Mosto Agar, Me--
‘dio de Fowel, en la prueba de esporul,aciény de =~
AlOSKpreparados especialmente para las pruebas au—
~xanograficas de asimilacién de azlcar y nitrbge--
no, del médio de Papa%agaTAempleaéo para la forma

cién de micelio, etc. (10, 23, 25, 39, 40, 46).

Una§Véz logfédo el aislamiento de las divefe
sas cepas, se ha procedido a unaAseléécién de —w=
aquellas levaduras que. se consideran més intere~-~
santes, sometiéndolas a una prueba deffefmentamwm
cibén de glucosa, eligiendo cinco fermentativas.~ﬂ
(producdién de gas) por considerarselas las més. -
interesantes desde el punto de vista industrial;a
y dos no fermentativas tanto en condiciones aerd-
bicas como anaerdbicas. ‘ ‘

Hecho ésto y quériendo tener la seguridad de
trabajar con cepas puras, se ha'seguido con‘cada»
una de las elegidas el método de "cultivd en Gow-—
‘tas" de Lindner {31). Para ello se efectﬁé una -
dilucién en uno o varios tubos cbnteniendo extrac

-

to Qe malta estéril; a continuacidn se toma con -
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" plumilla estéril también, un poco de la dilucibn,
Qolocéndola répidaménté‘en un cubreobjetos en --
forma de gotas dispﬁestas en hileras, y sin dar-
%iempo‘a que se sequen, se coloca el cubreobje--
tos sobre una cémara hlimeda estéril (anillo de -
vidrio £ijo a un portaobjetos por medio dé'para«
fina o bAlsamo de Canada, f con una gota de agua
en el inténior),»éellanéo‘ioé bordes con vaseii¥ 
‘na para evitar la evaporacidn. Seguidamente, se.
lleva bajo el microscopio para ver cual o quéles‘
fotas contienen una sola célula, sefiglandolas me
diantevﬁna;pequeﬁa marca'hecha con lépiz graso, -
v siguiéndp su crecimiento. En cuanto se ha for
maéo'uné coionias~se absorbe la misma con un pa-
pel estéril, que se coloca répidamente dentr0 de
‘un tubo o caja conteniendo medio sélido. La co~
lonia asi obtenida es pura, por provenir de una-

=

sola célula.

- Por otro lado, en todas aquellas cajas don-
de se ha observado confamiﬁacién de bacterias, -
se adiciona &acido léctico, magnifico bacteriosti
tico que detiene el Qfécimiento de agquelias, sin
perjudicar o afectar el de las levaduras.

Logradas las cepas puras, se inicia una se-
rie de pruebas, de acuerdo con Lodder varegerfé
VanmRij,‘1952, para proceder a schlasificécién‘

Dichas pruebas puedenkreéﬁcirse‘a aquellas de ti.
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"po'morfolbgico vy a las de tipo fisicoquimico (Fi-

siolbgicas). / - .

‘Propiedadee Morfalégicas:ObSQrvadasﬁ

1. Caracteristicas macroscdpicas de los cul

tivos en medios liquidos y sblidos.
2. Forma y tamafio de las células.

3. Caracteristicas de la reproduccidén vege-

tativa.
4. Formacibén de ascosporas.
§., Formacién de balistosporas.

6. Tamallo de las ascosporas.

Propiedades Fisiolbgicas y Fisicoquimicas ob

servadas:

1. Fermentacibn,

2. Asimilacién de azficar.
3. Asiﬁiiacién de nitratos.
4, Etanol como fuente finica de carbono.
5. Desdoblamiento de érbutina.

6. Produccidn de pigmentos carotenoides.
7. Produccidén de compuestos amiléceos.
8. . Produccidn de ésteres.

14



9. Reaccién en leche tornasolada.
10. Desdoblamiento de grasas.

11.  Produccién de acidez.

Todas eétas pruebas se efectuaroﬁypor dupli-
cado, para obtener una mejor aprec1a010n de los-
resultados. La lectura de. 1os mismos ha variado
‘Vdé,acuerdo ﬁon el tipo de experimento, entre 24-

" horas y cuarenta dias.

1. Caracteristigas macrbscépicas

Para estudiarlasg se haﬁ usado los medios de
>Malta agar y Extracto de Maltaa En el caso de -
~forma010n de pellcula tlene gran lmportanc1a la=
comp08101on del medio, asi como la cantldad de -
1noculo, para cada levaéura se preparan dos tum%
bos con extracto de Malta, medlo sumamente favaw
rable, na01endose\la.prlmera observacibn a las -
24 horas,‘a 17°C y después sucesivamente durante

cuarenta dias.

Para el estudio mQrfqiégico de las colonias,
se han empleado tres tubos por levadura, conte--
niendo Malta agar, yfefectuando las siembras por

medio de estrias, placa y picadura, para compa—-—

rar resultados.
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Para el estudio de las colqﬁias gigantes, se
han prepérado cajas de Petri conteniendo Malta -~
agéra 'y efectuando la siembra en el centro,gor‘mg
‘dio de una ligera plCaduf , ¥ a partir de uﬁ cul—
thQ joven. La caja se sella para evitar la dese
cacibn, ha01éndose la observac1on a los cuarenta~'

dias a temperatura ambiente. (8, 11, 20, 25, 31)

2. Forma v. tamafio de las Células

Para ello se emplean. basmcamente tos mismos—
‘medios arriba men61onadosy ademés de aLgunos oo
otros usados para comparacidn de resultados; ya -
que todos han sido similares, no,se/considéra ne-
fQéSario consignarl§s? para no caer en unqgrepeti%
cién de datos, sblo Sejméncionan los obtenidos en
Malta agafky.extracto de Malta. Blzprocedimiento
empleado ha sido la observacibn al estado fresco,
generalmente en una gota de lugol para hacef més~
‘evidenées algunos detalles de estructura interﬁaf‘
Para conservacién~de preparaciones se ha empleado
'1a técnica de Gram. Las observaciones hechas se-—
refieren a forma,‘tamaﬁo, tipo de reproﬁubciéﬁ‘vg’
getativa, disposicién de los brotes con respecto-
a la célula, detalles de’estructura»interna, y -
uno‘de los mas importantes, esporulacidén. (8, -=
120, 25, 31). ‘ |
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20, 25, 31).

3., Caracteristicas de la Réproduccién Vegetati-

véa

De las siete levaduras con que se trabaijd, -
no se pudo observar la formacibn de aséas, por -
lo que se usaron medios especialmente preparados
para Eavbrecef la esporulacibn. .Dichos hedios -
tienen una caraéteristiaa comiin: la de ser pO==—m
‘bres en nutrientes, especialmente carbohidratos.
Los medios que se han usado son: Gorodkowa agar,
~mosto agar (Difco) satﬁrado de carbonato de cal-
~cio, bloques de yeso, blogques de papa y zanaho--
ria, ¥y el medio de Fowel (acetato sédico anhi-—-—-
dro 0.3 a 0.5%, Agar-1.5%). - (20, 25, 29, 31, -~
39). | | o

El primer paso para provocar la esporulacién, 
es. la obtencibén de cepas jbévenes por medio de va -
‘rias reésiembras continuas en un medio apropiado-—’
para su crecimiento, logréndose asi células gran
des y cargadas de reservas, y con la'seguridad~e
de que no han perdido la facultad de formar as—-
cas. Diversos investigadores han.observado,queh(
cuando una cepa es mantenida en un mismo cultivo
durante mucho tiempo, al resembrarla ha perﬁido—

su facultad esporbgena. (14, 23, 29)..
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Asimismo, debe tenerse la seguridad de que =
‘hay suficiente oxigeno en el medio, y mantener --

" ajustado el pH entre 6.5 y 7.0. (20).

Para algunos inVestigadores (39), esta divi-~
sibén entre levaduras ascospordgenas y anascosporﬁ,
genas es totalmente falsa, basindose en la idea. -
de que cuando se trabaja con cepas desconocidas,-
al menos en apariencia, Que no tienen la facultad
de formar ascas, ello puede deberse no a la céiu-
la misma, sino mAs bien a la iﬁéapacidaé que tie-
ne«el medio para inducir esa esporulacién. Esto-
se debe a que muchas especies se considerarop du-
rante alglin tiempo como no formadoras de ascas, -
hasta gque casualmente se encontraba un mediO'favé
rable desconocido hasta entonces, al que la misma
levadura que habia respondido negativamenie ante-
otros medios, resP¢ndia positivamente formando --

sU8 ascas.

Teniendo en cuenta todo esto, 1as*siéte»lev§A
 dﬁras aqui descritas se han Sometido a multitud -
de diferenteS'medids v pruebas;incuﬁéndolas a dos
temperaturas distintas: 20 y 25°C, y‘ajusténdo el
pH entre 6.5 y 7.0. A pesar de ello, sblo se ha—
conseguido hacer esporular a dos de ellas (Pichia

v Debaryomyces), la primera en Gorodkowa,\y'la se

gunda en este mismo medioc y en bloques de-zanaho=

ria,

18



- Se ha procedido ‘de la siguiente forma : péré-
‘cada medio se han preparado dos tubos por levadu
ra, conteniendo cada uno seis ml de medio. ‘Para»
los blogques de yeso, papa ¥y zanahoria, se coloca
en un tubo un poco de agua en el foa@o para conF
seryaf la humedad, se coloca después una horqui-
1lla de vidrio que hace de sostén al‘bloque para-—
que no esté en contacto directo con el agﬁéa ya-
que'elio seria ﬁerjudicial‘al crecimiento del‘¥f
inééﬁlo, ni toque las paredes del tubo, SéAestg
riliza por 20 minutos a 15 1b de presiéﬂ,‘se ——
siembran por estria, incubando unas & 20°C y ——m
otras a 25°C, haciendo 1a observacidn en uh"lapm.

so que va de los cinco a los treinta dias.

Debe anotarse el nfmero de ascosporas por as
ca, su forma,tipo de membrana, si a su formacidn

antecede conjugacibn, etc.

Péra confirmar que 1OS’GprﬁSCUlOS observa—-—
‘dos eran esporas, se‘hélprocedido;a una tincién-
empieando la téChica de Kufferath (20},\con fuc—
sina bhsica de Ziehl, y contrastando con azul de
algodbén. Quedan asi lés\esporas tefiidas en réj0~
»y}el.reato de la célula en azu15'toﬂo sobre un -
fondo negro debido a la capa de tinta china que-

‘se extiende sobre la preparacibn.

Se ha recurrido también al método recomenda—-
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"do por Shimwel (37), tifiendo con verde de mala--
quita acuoso al 5% de 1 a 3 minutos, calentando-
Varia3“veéesa Las esporas se tiﬁen?de;verdeain~

tenso. .

Por Gltimo, se ha hecho una prueba de "culti
VO en lémina“ {25A«31), para estudiaf'elftipo dé
reprodu001on vegetativa y ver si forman lo que -
se llama un verdadero micelio {filamentos cong-—-
tltuldas por células alargadas, no septadas) o -
'por el contrario, no lo forman d bien Qahstituww
- yen un pseudomicelio {filwnéntos~cdnstitﬁidas e
~p@f'¢élulaé alargadas, a menudo ramificadas*y e
. septadas ). - En el‘caeo de las levaduras aqui S G-
:tudiadasg no se han tenido probleﬁés al respec—-
to, puestb que desde el pminci§10 se ha hecho -~
aparente en cualquier medio su formacidn, ocpor—-

el contrario, su ausencia.

Sin embargo,. siguiendo las indicaciones da-—
" das por Lodder & Kreger-Van Rij (25), se ha usa-
fdo umn medlo de papa agar en un cultivo . en lam1~~r
na, llevandolo ‘bajo el mlcroscoplo -a los cinco -~

‘dias para su observacidn.

Los pasos a seguir son los siguientes: se -
esteriliza una caja de Petri con un disco de pa-
pel'f¢ltro en el fondo, conteniendo un trifngulo

de vidrio y coIdcand0 sobre de é1 un portaobje~—
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ths. .Se‘moja el disco de papel filtro bon agua~
destilada estéril, para conservar la humedad del
medioy a continuacibdn se vierte sobre otra caja,
también estéril, el contenido de un tubo previa-
“mente preparado, de papa agar. Sin dar tiempo a
que solidifigque, se introduce el porfaobjetos‘mg
'diante‘unas pinzas'flameadas, prbcurando empapar
lo bien de medio, y regresindolo nuevamente en -

la caja sobre el triingulo; se incuba a 25°C,

De este modo se tiene ya una serie de datos-
bastante completos, de tipe morfoldgico, pero =--
que porrsi solos ﬁd son de mayor validez para --
clasificafalas levaduras, requiriéndose para. —--
ello del concurso de. pruebas de tipo bloqulmlccm

v flSlologlco,

1. Fermentacidén. La fermentacidn de azfca-

res es una de las pruebas de valor méas estable
'y que se toma mas en cuenta en la clas1flcaC1on~

de especmes y aln de generos.

Las levaduras presentan una fermentacibn al-
éohélica, 0 sea una fermenfacién verdadera cons-—
tituida por un proceso desmolitico puro, en el -
que en la destruccidn de la cadena de carbdén de-
,;as'hexosas,'queda totalmente excluida la incor-—
poracién de oxigeno. por la molédula del azlicar ,~

‘0 sus productos de desdoblamiento; sbdlo se adi--
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cionan a la molécula los elementos del agua. (30).

Este desdoblamiento alcohélico del azficar da
como productos finales anhidrico carbdnico y ace-
~taldehido, que es propiamente el precursor del ai

cohol etilico.,

El proceso de fermentacidn por las.levaduras
‘se'?éaliza teniendo como base azficares sencillos,
‘que son los (nicos que pueden desdoblar facilmen-
:te:,glucoéa; levulosa,’manosaﬂ galactosa (monosa~
chridos), sacarosa, maltosa y lactosa (disachrpi—-—
dos), y en algunos casos especiales de identifica
ciénvdevlevadufasg rafinosa {(trisacérido)., (13,~
20, 21, 28, 32, 34). '
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AZUCAR

(hexosa)
triosa

Compuestos =-
orgénicos con COENZIMA
3 fitomos com- »
" binados con -
fcido fosfbri

co i
_ac. fosfo- ac, pirt
pirtivico vico
 ADP ATP
Glicerina alcohol ’ alcohol
: ispamilitico d amfilico -

ALCOHOL
ETILICO

acetal-
dehido

co

fcido
succinico etc.

PRODUCTOS SECUNDARIOS DE,Lg‘FERMENTACION\FOSFOPIRUViCA
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Para la prueba se toma como medio basico, -
extracto de levadura por su alto contenido nu--
tritivo, factor éste de considerable imﬁortan~~
cia en la efectividad de la fermentacién,'si'se
tiene en cuenta que puede haber un resultado ne
gativo si faltan los factores esencialesApafa -
‘un buen crecimiento; al medio basico se le agfg
gan los azicares a probar, en una concentracién;
de 2%, y teniendo en cuenta las le?es de Kluy-—-
ver—-Dekker, 1914: 2

1. Toda levadura que no fermenta glucosa,-

no fermenta ningfin otro azficar.

2. Toda levadura que fermenta'glucoéa, ha-
ce fermentar siempre'la levulosa yfmangi

Sa.,

3. Ninguna levadura puede fermentar a la -
vez maltosa y lactosa.

Dos han sido los métodos empleados:

1) El de Henrici, en el que se usan peque;
fios tubos de Durham o Wasserman colocados inver
fidémente dentro de otro tubo mayor (25 cm x -—
,150 mm), de modo que actfian como receptofesidew
gas. 2) El de Guerra, que consiste en coloéér
en un tubo_de ensaye unos 6 ml de medio‘azﬁcarg

do al Q%Vy, va estéril, se siembra la levadﬁba;
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é continuacidn, con una pipeta Pasteur, se va de-
‘jaﬁGO.Caer gota a gota una mezcla de cinco pértes
R de - parafina por una de aceite de parafina, previg
mente estéril, a modo de formar un tapbén de un --
grosor de 3 a 5 mm, cuidando de que ajuste perfec
tamente a las paredes del tubo, pues de otro modo
pue de escapar inadvertidamente el gas por este‘si

tio.

Asi, el gas formado iré empujando el tapbn -
hacia arriba, ocupando la capa entre éste y la su
péfficie del medio., . Este método tiene la\des&enm
taﬁa de crear condicionés estrictanmente aﬁaerqm-»
bias, bajo las cuales algunas 1evaduras{no se . de~
séfrollan. Las obséfvacicnes se eféctuaron.ton~~
tinuadamente a partir de las 24 horas; hasta los~-

treinta dias, con obten010n de resultados iguales

en ambos metodos. La temperatura ha sido a todo-

lo ‘largo del experimento; de 25°C,

2. Asimilacidén de Aziucares. La asimilacidn

v la fermentacidn de azficares constituyen dos pro
cesos enteramente diferentes, con la capacidad -~

~por parte de la misma levadura, de asimilar azfca.

.res no fermentescibles. Algunas de ellas,incluso,

no llegan a fermentar ningln azficar, y si en cam~
bio a asimilarlos (levaduras pretelnlcas), efec——

tuando una ox1da01oa resplratorla.
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Este tipo de prueba es muy {til también pa-
ra la diferenciacibn de especies, particularmen~

te en aquellos casos en que la fTermentacidn no -

' - se presenta.

El método usado para determihar la asimila-
cibn de azdicares, es el liamado‘auxanogréfico ——
(Beijerinck, 1889), usando como medio base, —-=-
aquél que se~prepara con 0,1% de fosfato monopo-
thsico, 0.05% de sulfato magnésico, 0,05% de sul

fato aménicb, y 2.0% de agar, con ausencia de --
‘fuentee 1norganlcas ‘de carbono. Estas se afiaden
posterlormente bajo la forma de,'glucbsaa galac~
tosa, sacarosa, maltosa y lactosa.

‘ El ﬁrocedimientones>el siguiente: se hace -
uﬁa diluci6n de levaduras en agua estéril, po-—-—
niendo un ml de ella en una caja de Petri esté-—-
ril; se vierte después el medio; cuidando que --
~tenga una temperatura entré 45 y-50°€, nunca —
- mas, para nobperjudlcar la viabilidad de las le~-
- vaduras, e 1mpr1mlendo un ligero movimiento de -
ypotacién a la caja, para distribuir homcgeneamen'
te el contenido. Una vez solldlflcado el med10
se divide la caja en. dos zonas, por medio.de una
llnea.med;a, ¥y en cada una de ellas se poﬁe un -
azlicar distintov(enbforma»sélida) por medio del-
asé~mi¢rdbigiégioa. Al difundirse en el medio,~‘

la levadura crecerd si es que asimila ese azfi-—--
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car; la observac;on debe hacerse culdadosamente a
partir de las 24 horas para evztar la mezcla de -

resultados°

Puede hacerse esto mismo en tubos diferentes
para cada azficar, pero canteniendo‘me§io‘liquiﬁo,
Las pruebas de asimilaciénrtrabajadas»para cadé,w
una de las siete levaduras, se efectuaron porxdu;
plicado, incubando a 25°C y en aquellos casosAené
que el resultado eréVpoco claro, se ha empleado -
una sola caija para el gléicido por probar (24? 25,
35). | |

3. Asimilacibn de Nitratos. La capacidad -
de 'una determinada éspecie deilevaduﬁa,péra wtili
‘zar una fuente dada de nitrdgeno, se ha empleado-
para ayudar“alsu clasificacibu. En geﬁeral, p o=
cas son las especies de/levadufas capaceé.de:asié
~m1Lar el nltrégeno de los nltratos, y esta prueba
de 381m11ac10n de nltratos tiene ademas un valor—
»dudoso para determlnados'1nvest1gadores (46) que-
han Visfo que muchaé especies son capaces“ﬂe uti-
lizar toda clase de compueétos nitrogenados;‘si**
se emplea un medio 939601al conteniendo Vltamlnas
y ciertos elementos dependlendo, en general, el—
metabollsmo del nltrogeno de la concentra016n del .
medlo,,cantldad de - 1n0culo, temperatura y edad de

la cepa,

27



La técnica es la misma que se empled para -
los azficares, pero con la diferencia de qué el =
medio de cultivo en este caso no tiene nitfégeno,
y si en cambio glucosa: glucosa‘Q%y fosfato mono
potésico 0.1%, sulfato de magnesio 0.05%, agar -
2.0%. Las substancias nitrogenadas usadas han -
siéo~nitrato de potasio y sulfato de amonio; la-
'lecturakde los resultados se ha hecho a partir -
de las 24 horas, hasta los ocho dias, a 25°C y -

siempre por duplicado ante una caja testigo.

La asimilacién més intensa de nitrbgeno se-
roduce en el momento en que el crecimiento de -
Levadura es afin muy escaso, o sea, en las diez -~

“‘;@rimeras horas de hecha la siembra. {20} .

4, Etanol como Fuente Unica de Carbono. -

tBste(tipo de prueba tiene un valor secundario en
lia clasificacidn.’ Lodder‘&<Kreger~Van Rij, o e
fiQSQ;iincluyen muchas. veces dentro de una misma—f
Eespecie,a levaduras que difieren en este caréc~——
ter, por lo que no le dan una mayor importancia..
:El'medio'que se emplea es el siguienteg sulfato-
de‘amoni0 O;1%,<su1fato de magnesio 0.05%, fosfa
to monopotésico Omi%, a1cohél etilico’s ml: se -
reparten cinco ml de medio en cada tubo, pero el
alcohol no se agrega sino después de esterilizar

para evitar que durante la misma se volatilice.
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Los respltados, a temperatura ambiénte, 5@ -
~toman una semana despubs cohtna tubos testigo, -~
conteniendo el mismo medio bero sin.alcohol; se =
anota tanto el. grade de crecimiento, como la for-

macibén de pelicula.

5., Desdoblamiento.de Arbutina y Bsculina. -
Este caréctéf se usa més bien para identificar de
ﬁerminadOS'grupcs,lcbmolﬁansenala {positive) de -~
Pichia (negativo}. En muchas especies)esj~9in e&

bargo, una propiedad variable. (23).

El medio que se emplea es el que sigue: 5 g-
de arbutina o esculina, 20 g de agar; en un litro
de extracto de levadura 5118%@‘ Ya preparado, se-.
vierte en una caja de Petri, y se mezcla con una-
‘gota de cloruro. férrico, por lo queﬁeﬁ’caso'de’hg
ber un -resultado positivo,‘se observa una zona de
color morenc alrededor de la'coloniag y.-que puede
observarse a los dos, cuatro o seis dias de efec-

‘tuada la siembra, incubando a 25°C,

6. Producc10n de almidon, Esta prueba no -

tlene un valor absoluto en la evaluacidn taxonoml
Ca, sino que=se usafmas bien como una caracteris-—

~tica diferencial del Gro, Cryptococcus, se ha en-

contrado tamblen én el Gr. Bullera,y en algunos -

otros grupos aislados. Se puede poner de mani--—-
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fiesto &i han formado almiddn, por la adicidn de
~una solucidén de Lugol, que en présencia del almi
dén toma un color azul o morado, a veces algo ma
rrén. El medio usado es el siguiente: sulfato -
de amonio 0.1%, sulfafo de magnesio 0.06%, fosfa
~ to monopqtésico 0.1%, glucosa 1.0%, agar 2.5%, -
ajustando el pH a~4.5, La observacidn de resul-
- tados se hace entre una y dos semanés, incubando
a 25°C. (25). ‘

7. Produccidn de Ester (acetato etilico). -

Tampoco este carhcter tiene mayor significado ta
xonbémico. Ha sido estudiado por Weber, 1922, --
Fabian y Wickerham, 1937, y Bedford, 1942 (25),~

encontrando presente este caracter en Pichia fer

mentans, Candida krusei y Hansenula anomala en-—-

tre otras, Eﬁ este trabajo se ha encontrado que
seis de las levaduras con las qQue se ha trabaja-

 do, han dado un resultado positivo.

El medio que se usa consiste en extracto de-
levadura glucosado 31'5%5 que se vierte en peque-
ﬁos_matraces'ﬁe 50 cc, conteniendo cada uno 20 -
ml. Bl resultado se anota a los siete dias al -
destapaf‘el matraz, juzgando el aroma a éster --

por medio del olfato.

8. Keaceibn en Leche Tormassolada. Este ca-

racter no es lo suficientemente caracteristico -
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como para permitirnos el emplearlo por si solo en
‘la diferenciacidén de especies. Para esta prueba-
se ha empleado el medio ya comercialmente prepara
do: Litmus Milk Difco, agregando en algunos tubos
- lactato de calcio, para proveer al medio de sufi-
cientes iones de calcio necesarios para la preci-
pitaéién,de la paracaseina formada. (25). -Los -
tubos se tuvieron enrqbservaCién durante un mes, -
sin arrojdr resultados precisos tanto en el aspec

to de coagulacién como en el de peptonizacibn.

9. Produccién de Acido. La facultad de pro

ducir Acido a partir de un medio que contenga glu

cosa, es caracteristica del género Brettanomyces. -

El‘métodorideado por Custer, 1940, consiste en —-
v_preparar un medio que contenga 20% dé,agar, 0. 5%
de glucbsa, 0.05% de carbonato de calcio en una -
solucién de extracto de levadura al 8%, Se repa£'
ten 6 ml en cada tubo, los que una vez estériles~
se inclinan. Ya sembrados, se incuban a 25°C du-
rante 10 dias, y si el resultado eé positivo, pa-
rra este tiempo el carbonato de balcioise ha di%—

'uuelto va, estando la cantidad de &cido produc1—

da, en rela01on dlrecta a la rapidez y grado de~

disoluclon del carbonato de calcio.

Asi pues, se ve que no es un caricter aisla
do el. que podra llevar a la ‘clasificacibn de una
levadura, SLno la suma combinada de todos los da

tos mencionados.
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- CANDIDA MELINII DIDﬁBNS ET LODDER

La muestra original de salmuera se tomd de -
‘una barrica que contenia aceitunas‘verées,Varieuv,‘
~dad Misidn, tamafio 210 a 230 aceitunas por kg, y-
la purificacién del cultivo se hizo por medio de-
siembras sucesivas en malta agar, adicionando éc&
do lactico para detener el crecimieaﬁo~de‘las bag
. terias. Lograda la purificacibn aevéasé a la ob~A
tencifpn de una capa cien por ciento pura, por me-

dio'deljmét@dq de “gafas" de Lindnér. (31).

Caracteres Macroscdpicos de los Cultivos en-

Medio iigﬁidb. Bespués 69‘24.h0ras de\hecha la. -

Siembrag empieza a observarse ya un sedimento de-
color lechoso, inidiéndose la formacidén de pelicg
la y anillo: a los 18 dias, el sedimento ha toma-
do un color moreno, y el anillo se ha cOnvertiﬁo~
envun grueso velo membranoso, y el desarrollo es-

muy abﬁndante con enturbiamiento del medio,

Caracteres Macroscbdpicos -de los Cultivos en-
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Medio S61ido. Después de tres dias, en maita ——

agar, a 25°C, se observan ya colonias bastante -
‘bien definidas, de color amarillento, forma irre
kgular,'con supérficie mucosa si bien en algunos-
puhtos se observa ya rugosa, 1los bordes aparecen
‘rodeados por finisimas estriaciones de pseudomi-
celio, y se aprecian mucho mas brillantes que el
resto de la colonia. A los 30 dias el color to-
ma un tinte bastante mas obscuro, que se acentfia
en el centro debido al mayor grosor de la colo—--—
nia en‘ese punto, y la superficie se ha tornado-

completamente membranosa.,

.De -todos los cultivos hechos, mediante los-
sistemas de estria, placa y pitadura, el que ha-
arrojado resultados mas precisos vy un desarrollo

mas abundante, ha sido el de estria.

© Colonias Gigantes, Bn un~medié de malta -~-
agar, a temperatura aﬁbiente, puedén observarse~
:al cabo ‘de treinté,dias, colonias de gran desa--
rrollo, de forma circular y/superficie rugosa, -
més elevadae en el centro que en la periferia, -
y con bordes sumamente irregulares y festoneados'

por pseudomlcello. .-

Caracteres Morfoléglcos de las Células. . En

extracto de malta, se observan a los tres dias, -

a 25°C, células bastante regulares cuyo tamafio -
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va de 2 a 4 x 3 a 7 micras (figura 1), de forma -
oval, algunas mis bien redondas, con brotes pola-
res y subpolares, al principio aisladas, y forman
do cadenitas cortas un poco después; la membrana-
sé‘aprecia més obscura que el protoplasma, y algo
muy caracteristico, es la presencia conétante de-~
una o dos gotas de grasa sumamente refringentes,-
situadas en unO'§ en ambos extremos de la célula;--
en el centro se encuentra una vacucla pequeidla al-
principio, ¥y que va creciendo a medida que enveje
ce la levadura. A los 18 dias, el pseudomicelio-
es notable, pudiendo incluso en algunos casés; ——
llamérsele micelio {aunque priMitiVO)g‘CDH-Célu“”
las predominantemente ovaladas;, cargadas de gra-- -
sa, y la vacuola central ccupando gran parte de1~\

protgplasma.

Cultivo en Lamina.  Se observa un pseudomice

lio muy bien desarrollado, alargado, con blastos-
poras mas bien pequefias, colocadas en verticilos,

a veces en cadenitas.

- Esporulacién. No forma, sparentemente, espo
ras, a:pesar de que se probaron varios métodos ~-

trétandb de conseguirlo. {25},
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CARACTERES BIOQUIMICOS

1. Fermentacibn

Glucosa + ~ Maltésa -~

Galactosa - V Lactosa -

‘Bacarosa -

2, Asimilacidn de Azficar

- Glucosa + o Maltosa +
Galactosa - Lactosa -

Sacarosa +

3. Asimilacién de Nitratos

Nitrato de Potasio -+ (muy débil]

Sulfato de Awmonio +V

4. Etanol com0vUnica;Fueaté de Carbong -

Se observa al cabo de seis dias un ~-
~abundante crecimiento, con formacidbén de anillo,-

velo membranoso y sedimento.

5. Desdoblamiento de Arbutina y‘Es&ulinaj’
Arbutina -

Esculina + ‘ (muy débil)
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6. Produccidén de Almiddn

Negativa

7. Producecidn de Esteres

- Al cabo de siete dias, a temperatura -
ambiente, se percibe claramente un olor a éster -

(Frutas].

8. Leche Tdrﬂéééléda

Sin cambio.

9, Produccién de Acido

Positive (afin cuéndo no muy intensaj.
CLASTIFICACION

Clase Deuteromycetes o

Fungi Imperfecti

Orden . Cryptococeales
Familia CrYp@aoﬂCcacaae

- Subfamilia Cryptécoccoidéae’
Género o Candida‘ ‘

~ Especie . melinii
La diagnosis del género es la siguiente<{Lod
der & Kreger-Van Rifj, 1952): células de tamafio va

‘riable, reprodu0016n por brotes multllaterales, -
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pueden eﬁcontfarse‘clamidosporas,‘y un pseudomi-
~celi0vbastante bien desarrollado, pudiendo haber
ademis ?erdadero micelio. Las blastosporas tie-
nen generalmente, una posiciébn con respecto al -
pseﬁdomicelio moy especifica,‘especialmeﬁte en -~
dlgunas especies. En medio liguido hay forma---
cidn de sedimento, anillo y’ﬁelc, ¥y la'éesasimi—
lacibn que preseﬁtaﬁ es de tipo oxidativo, y en-
muchas especies es ademés, de tipo fermentativo,

‘méis o menos intenso.

Tiene muchas similitudes este género con el

genero Tgru?op31s, con la finica d1€erencma, no -

valida para machos 1nvest1gadores (25), de que -
este Gltimo no forma pseudomicelio o micelio ver

dadero.

"Los caracteres diferenciales de. la especie-

Cj‘melinii, son de tipo fermentativo: fermenta -

3610 glucosa, pero. asimila glucosa, sacarosa y -

maltosa.

LaS‘nueve*cepas'aiéladas deiesta especie --
(28), estén coﬁectadas de alguna forma a la made
ra y la que aqui se estudla,‘aunque alslada en -
la salmuera, tiene probablemente relacibn con la
madera de roble de que estén hechas las barricas
que contienen las aéeitﬁnasfdurante el proceso -

‘de fermentacidn, asi como otros recipientes y ==
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utensilios de madera usados durante el proceso de

elaboracidn.

CANDIDA SQLANI"LODDER & KREGER-VAN RIJ

La muestra original de:salmuefa se tomd de -
unavharfica conteniendo aceitunas verdes variedad
Misién, tamaiio 210 a 230 aceitunas por kg, éurifé
candola por medio de siembras sucesivas eun malta-
agar y obteniendo la cepa pura por medio del métg

do de Lindner.

-Caracteres MacroscOpicos de los Cﬁlfiﬁd8 éﬁ4

Medio Liguido. Veiﬁtieuatfcvhdras\después,,a,QS§C
.sé observa ya un 1ig@fo crecimiento COﬂ,fOfmaciénf
de una delgada pelicula liss que a les tres dias-

toma un aspecto algO‘membranoso; se forma también

un sedimento que con el tiempo, al igual que . la. -
pelicula;’toma un color amarillénto<priméro ¥y ﬁe—

reﬁo‘despuésq A'108718 dias la pelicula se‘obéei~
va. sumamente plegada, seca, opaca y de color ama-—

rillo moreno. '

N

. Caracteres MaCroscéﬁicos‘degios,Guitivbéwéﬁa

Medio Sd1lido. En malta agar, av2590, se obsefvaw

a los 18 dias, una serie de colonias blanco-ama=--
rillentas de forma algo irregular, con la superfi
~cie mucosa en el centro, pero rugosa y orlada con

~
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,pseudomicelio‘hacia la periferia, espeéialmente-
~eﬁ\los bordes; en el'céﬂtro se observan opacas ¥y
con la superficie ligeramente levantada,haciéndo
se mis contorneada a medida que,pasa el'tiempo;Q
1a periferia,gen cambio, se dbéerva sumamente ~—-

transliicida y muy delgada.

Para otros medios usados, casi no se obser-
vd diferencia, excepto un mayor crecimiento en -

unos que en otros.

~Colonias Giganteé, En malta agar, a tempe—
ratura ambiente, se 6bfienen al cabo de‘ﬁo‘diaé,
colonlas sumamente desarrolladas de forma 01rcum
lar, con superficie alge papllada, opacas y le~~
vantadas en el centro, con bordes ciliados, de -

color amarillento y algo translﬁcidqé.

Caracteres Morfologlcos de las Células. En

extracto de malta, a 2500, se observan a las 72-
horas, celulas,de forma ovalada, algunas méis —--
bieh~cilindricas, con un tamaﬁo}variable‘entfe -
2 a 4‘3,3 a\iskmicrask(figura 23, con,ﬁrdtes més
bien polares gue subpolares; la membrana se apre
cia‘mﬁy grueSa y obscura en;cﬁntraste con el pro
foplaéma muy-brillante‘cdn una o dos vacuolas an
'gulares; emplezan a formarse pequefias cadenas de
pseudomicelio, que a los 18 dias es ya muy apa-—:

- rente; para este tiempo las células son princi--
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palmente cilindricas, con una o dos vacuolas ocu~-
pando gran parte del protoplasma y algunos granu-
los muy refringentes.’

Cultivo én Lémina, A los 7 dias, a 25°C, se

observa un pseudomicelio con sus filamentos no --

tan largos como los de C. melinii y con blastospo
ras dispuestas en cadenas y verticilos cortos., --

Bi;cultivo se hizo en papa agar.

 Esporulacidén. No forma esporas.

CARACTERES BTOQUIMICOS

1. Fermentacidn
Glucosa + : : ‘ Maltosa -
‘Galactosa - ‘ . Lactosaw—w

.Sacarosa *+

"2, Asimilacidn de Azficar

Glucosa + . ‘Maltosa+
| (débil)
Galactosa + ‘ ' ‘Lactosa~-

Sacarosa +

3. Asimilacidn de N;tratos

vNitrato de potasio -
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Sulfato de Amonio -

4, Etanol como Unica Fuente de Carbono

A los seis dias, a temperatura ambien
te, se presenta un abundante crecimiento, con --
formacidn de pelicula mucosa primero, membranosa

- después.

5. Desdoblamiento de Arbutina y Esculinas

Arbutina +

Esculina +

6. Produccidn de Almiddn
Negativa, aln cuando en algunos pun—-
tos, al afladir Lugol, el medioc tomd una colora--

cibn marrén.

7.  Prodacci6n de Esteres

Al cabo de siete dias, a temperatura-
ambiente, se percibe ciaramente:un;olof caracte—

ristico a éster (frutas).

8. . Leche Tornasolada

Sin cambio,

9. | Produccién de Acido
Positiva {muy débil)
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-CLASIFICACION

- Clase o - Deuteromycetes o

Fungi Imperfecti

" Orden k Cryptococcales
Familia Crypfocgccaceaeﬁ
Subfamilia Cryptococcoideae
Género Candida
Especie solani

Como este tipo fermenta sacarosa, ademas de—
glucosa, pero no rafinosa, y presenta tambiénm una

pronta formacidén de pelicula membranosa, y no asi

‘mila nitratos, se clasificd como Candida soiani -
(25).

Como solo se tenia referencia de una cepa -~
 eStudiada sin mayores detalles (25}, la considersa
- ron como una nueva especie, dando el.nombre'de‘g0

-solani, debido a que la aislaron en harina de pa-

pa'(Solanumvtﬁberbsﬁm L.}.

CANDIDA PARAPSILOSIS (ASHF.) LANGERON ET TALICE

'Monilia‘pafapsilosis Ashf.

‘Myéoqaﬁdida‘parapéilosis (Ashf.) C. W. Dodge.

Blastodendrion intestinale Mattlet van;-é?idefhi-

Eﬁm70if; ét Alfcnseoaa
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Blastodendrion globosum Zach (Wolfram und Zach).

A$bhiZébléétbsﬁ6fion globosum (Zach) C. W.- Dodge.

_Biaétodendrionygracile'Zach (Wolfram und Zach).

;Sbhizoblastosporion gracilé (Zach)'C.kW; Dodge.

La muestra original se tombé de una lata des
cubierta conteniendo aceitunas verdes variedad -
Misién, tamafio 320 a 350 aceitunas por kg, de la
naﬁa formada en la superficie, ¥ no del dinterior.
- Be purificé el medio con ayuda de siembras suce-
sivas en malta agar, adicionado de #cido lactico,

y obteniendo la cepa pura por el método Lindner. -

. Caracteres MacroscOpicos de los Cultivos en

V Méﬁié Liguido. Bn extracto de malta, a 25°C, a-

las 24 horas, empieza ya a observarse un ligero-
sedimento y‘un anillo; a los 3 dias se ﬁa consti
tuido ya una pelicula aln incompleta, a manera -
_de islotes Yy que ya a los 18 dias se hé,COnVerti
~do en una verdadera pelicula de tibo més bien mu
cosé, de color moreno, y un grueso sedimento obs

curo.

Caracteres Macrosclpicos de los Cultivos en

Medio Sélido. En malta agar, a 25°C, se observa

al cabo de 3 dias, colonias de un color blanco—-
‘grisfhceo, de aspecto mucoso, filiformes en la ba
se del tubo, arrosariadas al final de la estria;

a los 18 dias, el tono se hace mhis amarillento,=
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la superficie se ve algo odntofneadagybrillante,m
translicida, y extendida con sus bordes rodeados-
por pseudomicelio, aprecifndose en todo el contor
‘no\uﬁas estriacioﬁes largas y delgadas; estructu-
ra amorfa y consistencia primeroc cremosa y,fdes~m

pués, algo membranocsa.

Colonias Gigantes. En malta agar, a los 30-

diaé‘y a temperatura ambiente,. se obtuvierom colo
"nias de forma circulara muy desarrolladas, de es-
\trucfﬁra filamentosa y superficie algo convexa y-
rugosa, de color griSWamarilleﬁto v bordes rodea-

dos primero por pseudomicelio que va desaparecien

do para dar paso a una orilla dentada.

»CaracteréS,MorfolégigosVde las Célulasg ~En~

extracto de malta,waAQSOC; se observan, al cabo -
de 3 dias, células no muy grandes, cuyo tamafio va
de 1 a 3 x 2 a 7 micras (figura 3), de forma ova-
lada, algunas alargadas y otras mis bien arredon-
dédas, con brotes polares‘y subpoléres, membrana~
grueSa y obscura y el protoplasma que se observa-
muy brillante, con dos pequefilas vacuolas; empieza
yva a constituirse un pséﬁdomicelio que a los 18 -

~dias esth ya perfectamente constituido.

B
«

~Cultivo en Lamina. A los 7 dias, en papa -~
agér;'a 25°C, se observa un pseudomicelio perfec~

‘tamente desarrollado, con blastosp&ras dispuestas
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en cadenas bastante largas, y colocadas en verti
cilos, a veces no muy claros. Se observan algu=-

‘nas células gigantes.

Esporulacién. No se obtuvo.

CARACTERES BIOQUIMICOS

1. Fermentacidn

"Glucosa  + o ‘Maltosa -
Galactosa + (débil) Lactosa ~ -
Sacarosa -~ ‘Rafinosa -

2, Asimilacidn de Azfcares

Glucosa + o Maltosa +
Gaiaétosa 4 ‘ Lactosa -

"Sacarosa -+

3. Asimilacién devNitratoé;‘

Nltrato de Pota81o -

Sulfato de Amonlov,a

4, Etanol como*Unica,Fuente‘déiCafbono

Al cabo de seis dlas, a temperatura
‘amblente ‘se observa un crecmmlento muy debll i

'31n enturblamlento del medio ni %edlmento.
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Sgy Desdoblamientc de Arbutina‘y}Esculina

Arbutina +-

Esculina =

6, Produccibn de Almidén

Negativa.

~1

Produccidn de Esteres

Al destapar el matraz, después de sie~
te dias de inoculadas, a temperatura ambiente, se

percibid un caracteristico olor a éster (plétano).

8., Resccidn en Leche Tornasolada

Negativa;rcon la particularidad. de que

a los 15 dias se observa un ligero tono azuloso.

9, Prcdﬁccién de Acido

Negétiva.
CLASIFICACION

Clase Deuteromycetes o

Fungi Imperfeéti

Orden V Cryptococcales

Familia =~ Cryptococcaceae
Subfamilia / Cryptococcideae
Género Candida )

. 47



Especie parapsilosis

Como este tipo fermenta glucosa y galacto--
sa, asimila glucosa, galactosa, sacarosa y malto-
sa; y, ademéis farma%un pseudomicelio de tipo —~=-—

"MyéOcaﬁdida" (delgado y muy ramificado, con ver-—

ticilos cortos, con unas cuantds blastosporas for
mando pequeiias cadenas), se considera como C. pa-

rapsilosis.

Tres variedades fueron estudiadas por Van -
Rij vy Verona, 1949-(25), que fueron obtenidas en-

frutos de Olea europaea, se coloca dentro de C. -

 ‘paraps1los1s var. intérmedia, por la propleddd —_

que ‘tiene de’ asimilar arbutina.

BRETTANOMYCES ANOMALUS CUSTERS

La muestra original se tomd de una lata &egr
cubierta conteniendo aceitunas”&erdés'variedad”Mi
sién, tamafio 320 a 550 éceitunés‘pof kg en descom
fposic}én, intrdduCieﬂdo la‘pipeta_hacia el fondd—
de la misma, se ﬁurificélpéf‘medio’de resiembras-
coﬁtinuaé, obteniendo la cepa pura a partir del -

método de Lindner.

Caracteres Macroscoplcos de los Cultivos en

‘Medio‘quuldo._ En extracto de malta? a 25°C, em—

pieza a notarse, a las 24 horas, un ligero creci-



‘miento}~peroy es hasta los 8 dias, cuande se forma
-una pelicula mucosa y delgada al principio, ¥y un -
sedimento moreno. A los 18 dias,la pelicula se —-
vuelve més gfuesa v algo rugosa, de color blanco--
amarillento y con un desarroilo muy abundante; el-
sedimento aumenta al desintegrarse la pelicula y -
_caer al fondo en forma de filéculos; el medio se Og,

serva bastante tTurbio.

Caracteres Macroscdpicos de los Cultivos en-

Medio Sélido;f'ﬁn malta agar, .a 2SQCykempiezanva —~

constituirse al cabo de tres dias, colonias exten—
’didasg de un color blanquecino, con bordes irreguu
lares, que a los .18 dias se ven con proyecciomes -
irrégulares,a manera de cilios; la superficie; al-
principio lisa, empieza a arrugarse con algunas eg
trias muy finaswque van del centfo a la periferia.
En el centroaAla,coioniaztiene una elevaci6n convg ‘
xa, apareciendo en este punto opaca y de color -—=
blanco en contraste con los bordes‘a@arilientos v
muy brillantes. El cultivo por placa, en estescﬁu‘
so, presentd un desarrollo sumamente abuﬁdaﬁteii;;
siendo los caraéteres anotados basicamente los mis

mos.,

Colonias Gigantes. En malta agar, a los —--

treinta dias y a temperatura ambiente, se observan
colonias muy desarrolladas, de forma circular, con

vexas, de superficie granulosa Vv surcada por eg—=—=
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‘trias radiales, de un color més amarillento ha--
cia la periferia, bordes formados por proyeccio-
"nes coherentes y mis brillantes que el resto de-

la colonia.

Caracteres Morfologlcos de las Célulasc En

extracto de malta, a 25009'5e obserVan a losg —---
tres dias células de forma ovalada, muchas de ~-
ellas muy alargadaS? constituyendo un principioe
devpseudémicelio, y;cuyo tamafio varia entre 2.5~
é 4.5 x 2.5 a 11vmiéras (figura 4), con brotes -
multilaterales, la membrana gruesa y‘obécuba? vy
el protoplasma conteniendo abundantes iﬁclusiofm
nes muyrrefringentés, A los 18 diasjse ha couns~
t‘tuido cadenas de Células sumamente largas, en-
donde muchos de los tabiques han desapavec1do, é‘~
dando la 1mpreslon de un verdadéro mlcello°

Culfi#o\en Lamina. Al cabo de siete dias -

de hecha la siembra en papa agaf se observa un-
micelio bastante desarrollado, constltuldo por -
una seérie de células muyvlargas y ramificadas.

~

Esporulacidén. No se obtuvo.

CARACTERES BIOQUIMICOS

1. - Fermentaoiﬁn

.Glucoéa s Maltosa -
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Galactosa + Maltosa ~-

Sacarosa - N Lactosa +

9. Asimilacibdn de Azficar
Glucosa  + “Maltosa -

Galactosa + ) ‘Lactosa -

Sacarosa +

3. Asimilaci6n de Nitratos

Nitrato de Potasio. +

"Sulfato de Amonio +  {débil} -

4., Eténdl COMmo Unica Fuente de Carbono

Al cabo de seis dias, a temperatura am
biente, se observa un crecimiento muy abundante, -

con formacidn de sedimento, y una fina pelicula,

‘,5, Desdbblamiento de Arﬁutina leSCﬁliﬁa
Arbutina + (débil)

Esculina -

6, Produccidn de Almidén

Negativa.

7. Produccibén de Ester

Al cabo de:sietévdiasAdefséﬁbpada la -~
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levadura, a temperatura ambiente, se destapa el-
matraz percibiéndose un caracteristico olor a és

ter (frutas)..

~

8. Leche Tornasolada

Negativa.

9. Produccién de_ Acido

Muy abundante .
CLASIFICACION

Clase . Deuteromycetes o

Fungi Imperfecti

Orden . - Cryptococcales
iFamilia ) ' Cryptocoecaceae
Subfamilia Cryptococcoideae
Género : : “Qretténomyces
Especie ‘anomalus

'Se llega a este género por presentar célu--
las con brotes, sin artrdsperas,pseudomicelid74-‘

,yegularmenté desarrollado.

. La didgnosis del género es la siguiente ———
{25): células ovales o redondas, algunas en fer—
ma de ojiva, otras més alargadas; reproduccidén -~

‘por brotes multilaterales que llevan a la forma~
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cidn de;cadenas irregulares de células, Puede --
formarse un pséﬁdomicelio mas bien'primitiV09 con
blastosporas; en medic Liquido]fdrﬁa sedimento y-
a veces pelicula. Bajc‘condiﬁiones aerobias, hay
una fuerte pfoducdién de dcido, que acaba pcr,pfg
“vocaf la muerte de las‘célulaé; ello se contra—-—-
rresta mediante la adicibn al medio, de Carbonatoy
de calcio. Ademés de una'desasimilaciénerrmentgf

tiva, hay siempre una de tipo oxidativeo.

La especie tipo ‘es Brettanomyéés,bfuxellenea,f

s

: sis, ¥y el género. incluye en total cuatro especies

Debido a que este tipo fe menta glucosa ga~-
lactosa y lactosa, se sitia dentro de la especie-

-B. anomalus. La primera cepa fué aislada por Cus

ters, 1940, a partir dé cerveza negra embotella--
da, Debido a que fermenta lactosa, pero no malto
sa, cara cferlstlca més bien rara en una leVaduram

de cerveza, la -1lamé B. anomalus°

“BRBTTANOMYCES LAMBICUS 'KUFFERATH‘ET VANLAER

La muestra original de salmuera se tomo de -
una lata descublerta contenleﬁdo aceitunas verdes
variedad M151on, tamaiio 520 a 350 aceltunas por -
kg, en descomposiclon, 1ntroduczendo la pipeta -~
:hasta el fondo de la misma. Se purlflco por me——

dio de siembras sucesivas en malta agar, adicio~——
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nado de ébido l8ctico, ngrando la- cepa pura a --

partlr del método de Lindner.

- Caracteres Macroscdpicos de los Cultivos en .

Mediblliquiéoa En extracto de maltay‘é QBOC,femQ‘

piezan a esbozarse a_lOS tres dias de hecha la _—
'siembra; una delgadanelicu;a mucpsavy;brillaﬂtes‘
qué»a 1os 18 dias se convierte en una pelicula ru
.gasa,vopacag‘qae'posteriorménte forma pequefios -~
grumos,; que acaban por caer‘él fondo‘dél tubb; en
forma de un sedimento bastante bien\deéarrolladog
“de color moreno obscuro. Bl'eﬁturbiamiento del -

“medio persxste a lo largo de la- observac16no

- Caracteres Macroscdpicos de los . Cultlvos eni

'vMédiO~SOlld053 En malta agar, a 2500 se observa
ya»a'ibS'tres dias, un abundaﬁte crecimiento cdﬁ«
colonias ex?éndidaé, de superficie lisa, planaQ»a
con bordes 6ndnlados, estructura amorfa, de un co
lor‘amariilento, de consmstencma mucosa y transld
 cida.A\A los 18 dlas, la superficie se observa va
rugOsaj‘squada ﬁ@r %lnas estrias, de color amari
1lento, brillante en elwcent&pude‘l? colonia, y -
los bordes méas extendldos, -opacos, ytbordeaﬁos4—_
por pseudomlcello.r' k

&

~Colonias Glgantes.« En{malﬁa'égar, a los —-

,trelnta alas,‘a temperatura ambiente, se observan
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colonias de forma circular, superficie filamentosa,
pulvinada, con bordes ondulados. - Son opacas, de -

color morenomamarillentog'yvmuy desarrolladas.

‘Caracteres Morioldgicos de las Células., . En -

extracto de -malta, a QSdC;»sé'observa al c¢abo de -
tres dias, células de forma ovalada, alargadas, --
 con un tamafio que varia entre 2;0 a 3.5 x 3.0 a 13
micras (figura 5), aisladas, y con brotes multila-.
terales, y el protoplasma;se observa muy granuloéog
A los 18 dias empiezan a constituirse algunas cadg
nnas de poca loﬁgitudyAlas vacuolas ocupan la mayor
parte del protoplasmay‘yihay°varios corpﬁsculos‘an

el interior, sumamente refringentes.

B

Cultivo.en Limina. En papa agar; a. los siete
dias, 3:2506; se observa uﬁVpseudomicelio.rudimen=
tario, representado.por pqueﬁas'agrupaciones de -
células alargadas, con algunas blastosporas‘poéo -

desarrolladas en los extremos.

Esporulacién. No se obtuvo.

'CARACTERES  BIOQUIMICOS

1. - Fermentacibn

Glucosa  + ‘Maltosa + (débil)

s

- Galactosa - 'Laétosa-w



Sacarosa +

2, Asimilacidn de Azficar

Glucosa + Maltosa + (débil)
Galactosa + Lactosa ~

Sacarosa «+

3. Asimilacién,de'NitratQS

Nitrato de Potasio +
Sulfato de Amonio +  (débil)

4, Etanol como UﬂicérFuente<de'Carb0no

Al cabo ‘de seis dias, a temperatura -
ambienté,‘sé observa un crecimientd_regular, con .
‘formacién de un reducido sedimento, y una peliég’
la muy delgada, que a los pocas'dias cae en for-

" ma de fléculos al fondo del-  tubo.

5. Desdoblamiento dE'Afbutina vy Esculina

Arbutina -

Esculina -

6. Produccidn de Almiddn-

; Negativa.

7. Produccibén de Ester

A1 cabo de siete diss de hecha la ~=—-
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siembra, se percibe al destapar el matraz, un -

‘caracteristico olor a é&ster (frutas)..

8, . Leche Tornasolada

Sin cambio,

9, Produccibn de Acido

- 'Positiva, con gran produccibén de Aci-
do, notable a partir de las 20 horas- -de hecha ~

la siembra,
CLASIFICACIGCN

Clase : Deuteromycetes o

Fungi Imperfecti

'Dﬁdeﬁ\ Cryptococcales
Familia A Cryptococcaceae
Subfamilia Cryptococcoideae
Género Brettanomyces
ESbecie lambicus )

Se incluye dentro de la especie B. lambicus,

debido a gque fermenta glucosa, sacarosa, malto--
sa, y en medio liquido forma una pelicula grue-

sa, membranosa, y de aspecto seco.

La aisld por pr;mera,vez-Kufferath,Ia par4~"

tir de cerveza obscura; Custers ha aislado cua-
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tro mhs, también a partir del sedimento formada -

en cerveza (25}.

‘ Esta éspecie se aproxima mucho a B. bruxe--
iiensis, diferencifndose tan solo por.el aspecfoe
de las colonias en malta agar; pues mientras és--
tas tienen un aspecto mucoso y brillante, las de-

aquella se ven de aspecto SecO y 0Opacoy

PICHIA MEMBRANAEFACIENS HANSEN

Saccharomyces membranaefaciens Hansen -

- Baccharomyces anomalus Hansen var. belgicus Lind-
‘ner '

Willia belgita Lindner -

‘,Haﬁsénﬁla'belgica (Lindner} H. et. P. Sydow.

Bﬂdbﬁ§éesAbeigica (Lindner) Zender

Plohla belglca (Llndner) Dekker (Stelling-Dekker)

;Saccharomyces mycoderma punctlsporus Mé&lard

vPlonla punctispora (Mélard) Dekker (Stelllng«'_~—
‘Dekker)

Pichia alcoholophila Kl8cker

Pichia calliphorae KlScker

5P1ch1a membranaefa01ens Hansen VAT« calliphorae -
(Klocker) Dekker (Stelllng
Dekker)

" Pichia mandshurica Saito

flzygbsééharomyéés chevalie?i~6milliérmond

‘Zygopichia chevalieri (Guilliermond) Kibcker
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»ZygosaccharomycesfbiSporus Anderson

Zygopichia chevalieri (Guilliermond) KlScker var.

nderson11 {(Nickerson)

Endomyces chodati Zender

Willia chodati (Zender) Dékker\(Stelling»Dekkér}'

Endomyces trumpyi‘Zeﬁder5et Bevag Dekker {Stell~

ing~Dekker)

Pichia neeriandica Lodder

Eichia‘alcohéiobhila Kilocker var. méééﬁiéﬂii Lgé

der

Pichia derossii Castelldi:

Zygoplchla chiantigiana Castelllr

PlChia memoranaefacmens Hansen var. acidificans~— '

Scrivani

Pichia chodati (Zender)‘Dekker var. ferménfaﬂslé«

Mrak, Phaff et Vaughn

La muestra original de salmuera .se’ tomd de~-
una barrica, expuesta a la intemperie, conteniag
do. aceitunas negras (maduras) variedad Misidn, -
tamafio 460 a 500 aceitunas por kg, Se purificéw,
el cultivo pob medio de siembtas sucesivas en --
malta agaf, logréndose la cepavpura por el méto~
do de Lindner. ‘ '

Caracteres Macroscdpicos de los Cultivos en

Medio quuldo. En‘extracto de malta, a 2500‘ se

observa al cabo de tres. dias de hecha la. 81embra,

la aparicidn de un sedimento ‘de poco grosor acom
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pailado de un leve_enturbiamiento del medio, y una
pelicula gruesa, bien constituida, color blancoiy
apariencia seca y quebradiza; a los ocho dias se-
complementa con la formacidn de un anillo, transf
licido y blanco griséceo. A los 18 dias el ani--—
1lo se désintegra, pero  la peliculaksubsisteg“u—m
gruesa y bien formada y de un color moreno. El -
sedimento se nota formado por varias capas de de-

posicidn.

Caracteres Macroscdpicos de los Cultivos en

‘Medio S&lido. anmalta°agar; a 259C; se observan

‘al cabo de tres dias colonias' filiformes, de su--
perficie granular gruesa, levantadas en e} centro
con bordes algq’frahjeadds; color blanco amarie-—-
1lentop,opacas'y de -consistencia algo quebradiza.
A los 18 dias seAacentﬁa el qblOr amarillento, la
superficie\Se ve recorrida por pequeﬁas~y;deiga~—-
das estrias que van del centro a ia periferia, --
sin llegar\a los bofdes; éstos se ven brillantes-
en contraste con el resto de la colonia, y fran--

‘jeadosvpor~proyeccicnés‘delgadaéjy cortas.

Coloﬁias,Gigan%es. A los treinta diags de =

hecha la siembra en malta agar, a temperatura am-—
biente, sé;obtienenfoolonias ciréularés, de bor--
des enteros, filamentosas, umbonadas y de color -

émarillento.
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Caracteres Morfoldgicos de laé]Gélulasg- En
extracto de'malfag se observan a los cuatro dias,
é temperatura de 25009 células de forma ovalada,;
otras alargadas, aisladas a\eﬁ-gfupos,fqrmando:n°
Cadénaés los brotes son mulﬁilateraleé? y el ta-
mafio de la célula va de 2.5 a 5.0 x.4.5 a 14 mi-
cras (figura 6)., A los 18 dias se observan en -
el centro de la célula, vacuoias,grandes ocupan-
do gran parte del protoplésma, muy*refringeﬁt@sf
y granulos diversés; ias'ascaS'y.achsporas, son

dificiles de observar,

- Cultivo en Lamina. .Se’observan al cabo. de-

siete dias, en papa agar, filamentos largos cons
- tituyendo un pseudomicelio, con. células alarga--
das y ramificadas, con blastosporas bastante —=-

grandes en los extremos de las mismas.

Esporulacibdn. En. Gorodkowa agar, a 25°C, -

se observa dgspués‘de siete dias de hecha la ——-
siembra, varias aSGQSzgontenienGOAdeAuna a cua--
tro ascoéporgs, algo hemisféricas, que se han --—
formado después de un proceso de conjugacibn. . -
‘Se hizo un frotis que se tifi§ por el método de -
‘Kufferath y el de Shimwell, pudiendo asi"abserm—
varse pe?fectaménté lss:egﬁoras,\ya qué en e;ta—
.do fresco, debido a su contenido tan clar@, es - .

dificilﬂdistinguirlas. La liberacidn de las es=
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poras se efectfia por rompimiento de la membrana-

del asca que las contiene.

En los otros cuatro medios empleados, se -—-
han Obtenido resultados semgjanies en cuanto a‘~
forma de‘laé ascas y~ascosp9fés, pero nd/en cuan
to al nfimero, ya que en éstos fueron muy pocas -
las ascas que pudieron‘observafseo. En el bloque

de yeso, el resultado fue negativo (figura 8),

CARACTERES BIOQUIMICOS

1. Fermentacibn

 Glucosa - ‘ Maltosa -
Galactosa - Lactosa -

Sacarosa -

2, Asimilacibn de Azficar

- Glucosa + Maltosa -

Galactdsa'— " Lactosa -

Sacarosa -

3. Asimilacién de Nitratos

Nitratq de‘Pqtasio —

Sulfato de'Amoﬁid' -

4. Etanol como Unica Fuente de Carbono

Al cabo de siete dias se observa un -
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- ligero crecimiento, empezando a esbozarse ya --
una delgada pelicula blanca, membranosa, y de ~

aspecto seco.

5, Desdoblamiento de Arbutina vasculina -
Arbutina -~

Esculina -

6,"Producci6n de Almiddn

Negati‘}a°

7. Produccidn de Ester-

Negativa.

8. Reaccidn en Leche Tornasolada

Negativa.

9. Produccidn de Acido

Negativa.

CLASIFICACION
Qlase A Ascomycetes
Subclasé Protascales
Orden Endomycetales
Familia - Endomycetaceae
~Subﬁamilia o SaCCharomycetoidéée
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T;ibu ‘Séccharomyceteae

Género ‘Pichia
Especie o membranaefaciens

La diagndsis dél‘género es la siguiente =—-
(25): células de diversosjtamaﬁos, derforma ova
iada,,alargadas, con reproduccidbn Vegetativa‘pof
brotes multilateralés, formacién\de,psegdomicene‘
iiog ﬂna conjugaciﬁn heterbgama puede o no.précgf
der inmediatamente a la forﬁacién de ascas, espo
rés‘hemiéféricaé, en forma de eomérero9 aﬁgalaéw
‘res o redaﬁdasg con una gota de grasa en el cen-
tro, y en nfimero de 1 a 4 por asca. En medio 1%
quido se forma‘unakpeiicula membranosa, -.de aspec
to seco. Metabolismo preferentemente oxidative,
sin embargo, hay‘césos en qué puede haber tam--——
bién una fermentacibén. ' Sin asimilacidbn de nitra
tqs;uni desdoblamiento de arbutina, o bien éste-
muy débil (25). |

Como este tipo presenta asimilacibdn Gnica--
mente de glucosa, sin fermentacidn, se clasificd

como P, membranaefaciens, que es precisamente la

especie tipo.

Se tienen noticias (25) de 31 cepas estudia
das, aisladas a partir de diversos productos; ca
$i todos ellos de origen vegetal, y Gnicamente -
una de origen animal,
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DEBARYOMYCES KLOECKERIT

GUILLIERMOND ET PEJU

Debaryomyces

matruchoti Grigoraki et Peju

Debarvomyces

hudeloi da Fonseca

Debaryomyces

kloeckeri Guilliermond et Peqju wvar.

. Debaryomyces

hudeloi {da Fonseca) Dekker
{(Stelling Dekker)
hildegardi Ota

- ?Debaryomyces

?Debaryomyces

laedegaardi Ota
leo?oldi Ota

H?Debaryomyces*

Debarvomyces

lundsgaardi Ota

fﬁebaryomyces

fabryi Ota .

gruefziiAOta

tremoniensis. Ota

?Debaryomyces

°Debaryomyces

' ?Debaryomyces

fabryi Ota var. tremoniensis (Ota)-
C. W. Dodge \

emphysematosus Ota

Debaryomyces.

matruchoti Grigoraki et Pedju var. —

Debary@myees

cesarii Dekker (Stelling---
Dekker})

kloeckerl Guilliermond et Pe;u var.

Debaryomvces

ma]or Lodder
sake Saito et Ota

La mues
una barrlca
‘dad M1810n
Se purlflco

malta agar,

'tamano 450 a 500" aceltunas por kg

tra original de salmuera se tomé de~
conteniendo aceitunas negras varle-—;
por medio de. 81embras suce51vas en -~

'V se obtuvo la cepa. pura por- medlo -
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“del m§t0d0~de<Lindger, o

Caracteres Macrescéplcos de los Cultlvos en

Medlo quumdo., En extracto de malta, a 25°C, em-

plezan a notarse al cabo de tres dlas de hecho el
cultlvo, un ligero sedlmento, sin indicioc de ani-
1llo o pelicula. Es hasta los 35 dias cuando em--
piezan a crecer unas cuantas colonias en la super
ficie del medio, dando la apariencia de islotes -
blanquecinos muy delgados, de aspecto mucoso y --
k‘muy brillantes. El crébimiénto, al e¢abo de cua--
rénta dias, se ha concentrado en las paredes del-
tubo formando un esbozo de anillo, y el medio se-
aprecia sumamente turbio. Eﬁ ningln momento lle-

ga a formarse una verdadera pelicula.:

Caracteres Macroscoplces de los Cultivos en

‘Medio S61idé. \En:malta agar, a 2500 deSPUéSJde"'
tbéé dias dévhecha 1ansiembra,,pueden,nofafse éOm
lonias de forma extendida,. de superficie amorfa, -
levantada, con bordes lobulados, color amarillen~
sto,ﬂnq‘transparenfes; pero muy brillantes. A 1@3
18 dias la superficie sigue noténdose amorfa, pe-—
,:c‘ﬁan»apareCido algunaé estriés.Que la cfﬁéaﬁ/»~
transversalmente, ‘del centro hacia los bordes; el
“ecolor amériilento\se ha acentuado, asi como la —=-

brillante=z.

Colonias Gigantes. A los treinta dias, en-—
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&

malta agar, a temperatura ambiente, 'se obtienen-
colonias de gran tamaflo, circulares, con bordes-
enteros, lisas, Surcadaé especialmente en el cen
tro por algunas estrias, umbonadas y opaéas a la

luz, pero muy brillantes. ‘ : .

Caracteres Morfolbgicos de- las Celulaso AL

cabo de tres dias de hecha la slembra, en extrag
to de malta y a 25°C, se observan células més -
bien pequefias, en su gran,mayoria aisladas, =——w-
otras formando pequefias agrupaciones,. casi todas
ide forma oval, muy pocas alargadas;:con'ﬁamaﬁo -
que va de'QQO a 4,5 x 3,5 a 5.0 miéraS'(figuba -
7); afin cuando se han medido algungs_ﬁue sobrepa
‘saﬁ‘las siete micras; ics.brotes son mﬁltilatergy
les.. A los 18 dias se observan células redondas
muy!grandes, con varios 'brotes laterales adheri-
dos,*y unos cuantos grupos formando pequefiisimas
cadenas muy ramificadas, de modo que no sé nota=-
muy claramente el eje prineipal. Se llegan a‘og‘
servar, afin cuando muy poco claras, alguna que —

otra asca con una o dos ascosporas.

Cultivo en Léimina. Se observan grupos muy-

pequefios de células férmando cadenas muy cortas-
‘y>bastante*ramificadas, - Representan por su poco
nfimero y reducido tamafio, pseudomicelios de tipo

muy primitivo..
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-Esporulacidén. Se notan varias ascosporas,-

téﬁidas por los métodos de Kufferath y‘Schimwéli,
‘logradasfen Gorodkowa agar, al cabo de siete dias
de hecho el cultivo; casi tddas tienen- una sola -
espora en su interior, no muy grande, y con un --
gldébulo de grasa no muy refringente en el centro.
Se logran»obéervar también algqnas conijugaciones;
pgecediendc a la formacidbn dél aéca; la pared de—
jlas'ascosporas se nota muy gruesa y obscura. Bn-
los otros medios empleados, no se obtuvo éxifp en -
la obtencibén de ascas, a excepcidn hecha quizi --
del -de Fowell, donde logrardn'ébéervafse tan sbélo

tres ascas en toda la preparacién (Figura 9).
CARACTERES BIOQUIMICOS

1. Fermentacidn

Glucosa . - “Maltosa -
Galactosa - Lactosa -
. Sacarosa -~

2, Asimilacidn de Az{icares

‘Glucosa + ‘Maltosa +
Galactosa + Lactosa +

Sacarosa. +°

3. Asimilacibn de Nitratos

Nitrato de Potasio -~
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Sulfato de Amonio -

4. Etanol como Unica Fueﬂte de Carbono

Un crecimiento muy débil, con forma--

cibén a los cuarenta dias de un delgado anillo.

5. Desdoblamiento de Afbutiha v Esculina

Arbutina -

Esculina + (débil)

6.  Produccidén de Almiddn

Al agregar solucidn de Lugol al medio,
hubo una coloracidn rojiza, pero no se considerd

como prueba de presencia de-almidén.

7. Produccidbn de Ester.
Al destapar el matraz conteniendo el-
‘medio prueba, se aprecia al cabo de siete dias,-
un leve olor a plétano por la formacidn de aceta

“to etilico.

8. Reaccibén en Leche Tornasolada

8in cambio.

9, Produccibdn de écidé,

MMNégativa.\
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-CLASIFICACION

Clase ~ Ascomycetes
Subclase = Protascales

Orden _Bndomycetaleé
Familia Endomycetaéeae
"Subfamilia Saccharomycetoideae
Tribu Saccharomyceteae

‘La diagnosis del género es la siguiente»—~~
(259 gélulas de forma oyalgda o redondas, rara -
vez alargadas, reproduccibn vegetativa por medio-
de,brotes multilaterales, excepcionalmente con —-
bseudomicelioVbieﬂ desarrgllada,‘més comfinmente -
Csin éi‘f Las células vegetativas son generalmente
haploides, generalmente con conjugacidén heterbdga-
ma précediend0‘a la formacidn de laé/ascas; la cé
lula puede conjugarse con su propio brote, pudiég
do encontrarse, ademés, una conjugacidn isdgama,-
o bien puede no haber conjugacibn precediendo a -
la formacidén de las ascas; las esporas son redon-
das, en némero de 1 a'Q,"excepcionalmenter4, por—
asca, con una gota de grasa en el centro, y con -
paredes a veces algo rugosas. A menudo sin Eobmg,
cidn de:pelicula»y sin fermentacibn, o si la hay,
muy débil. ’ V

' Este tipo se incluyd dentro de la especie -

D. kloeckeri, por no formar pelicula sino hasta -
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después de mucho tiempo, no asimilar lactosa, no
formar pseudomicelio y presentar sblo una o dos-
espéras. De las 17 cepas eétudiadas dentro de -
la especie, sbélo cuatro han sido reportadas como

de origen vegetal (25).

FERMENTACION

D GLU- GALAC LACTO SACARO
LEVADURAS COSA TOSA SA MALTOSA SA .
Candida melinii + - - - R
Candida solani + - - - £
:Candida | ‘
1Q@rapsilosi§ - (dégil) - -
Brettanomyces :
ifamb:‘;c us + - - Lo +
' (débil)
Brettanomyces
| anomalus“» + + T+ - C -
1Picﬁia - |

membranaef a~

ciens - - - - - -

Debaryomyces:

- kloeckeri - - - -

CUADRO N°o, I
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FIGURA 3. Candida parapsilosis

FIGURA 4, Brettanomyces anomalus
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ASIMILACION DE ACIDO LACTICO
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Las levaduras gue se desarrcllan en las bam‘
rricas conteniendo las aceitunas en salmuera? —
utlllzan, aparentementeg el Acido produc;doVen -
la fermentac1on por diversas bacterxas, perjudi-
cando con ello el ‘sabor y las propiedades de'cog’

‘servacibn de aquellas.

.Teniendo en cuenta esto, ¥y querienGO‘sabern
si las levadufas por nosotros aisladas realmente
‘modifican el pH y el grado de acidez, se ha he--—
cho una prueba eﬁ‘don@eVse*ha'cuantificado'el;m_
Acido iécticovasimilado, vy se han~36guidé 105 ——

cambios consecuentes en la acidez del medio.

Para ello, éeihan preparado dos medios: ex~
tracto de levadura al 8%, adicionado de écidd‘-—f
lactico al 1%, y la salmuera mismamde“las aceitu
nas, filtrada y esterilizada; Con el primero de
ellos ée,han llenado seis matraces de 1000 ml, y
con el segundo, tubos con caﬁpana de fermenta---

cidn.,
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A partir de las 48 horas de haberse inocula
do, se empezd a tomar diariamente el QH tanto en -
tubos como en matraces,y el grado de acidez cada -

tercer dia en estos dGltimos.

Para tomar el pH se ha empleado un papel --
“Merck" para pH con una escala de 2.5 a 4.5, de -
4.5 a 6.5 y de 6.5 é 8.5. Para saber el grado de-
acidez se prepara una solucidban de hidréxido de so-

‘dio al 4%, valorandola a continuacibn.
‘ %

Para valorar la solucidn de NaOH, se parte-

de una solucidén normal de Acido clorhidrico:

Volumen de HC1 = 5 ml
Normalidad = 1N

Volumen de NaOH = 49,1 ml
ml HC1 x N HCi 5 x 1

N NaOH- = ml NaOH = T = 0.1018
Ya que se determind la normalidad del hidrd
'xido de sodio, la’ cantidad de Acido léctico = L, -

se obtiene de la siguiente manera:

il

Lg gramos de Acido léctico en 100 ml de muestra-

~de la solucién.

Lg = ml NaOH x N NaOH x eq. ac. lhctico 0.090 x ——
100 ‘ | |

-

5 ml muestra
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Lg = Vol. NaOH x 0.1018 x 0.09 x 100
{en 100 ml) ; 5

0.183% x ml NaOh

'Y ya para obtener la cantidad total de &ci-
lactico presente en la muestra, se.tiene que ha--
cer la<siguiénté relacidn, teniendo en cuenta los
‘vol@menes originales en cada caso:

Vol.muestra _
100 = 4

Ac, léctico total en muestra=Lg x

b = ac. lActico total que. queda en la muestra des
pués de usar los cinco ml necesarios para el-

andlisis.

Entonces.el peso del Acido lActico en gra--

mos es = a x b,

Finalmente, para obtener el total de &cido-
lédctico asimilado en gramos por las levaduras,vtg
nemos que, total de-Acido lactico asimilado, ¢, -

es igual:

c = b - a del dia siguiente

Donde:

a = total de &cido léctice en muestra inicial en -
gramos., N

b = total de gramos de 4cido lactico enrvol‘ rema~—
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nente.

¢ = gramos totales de &cido lactico asimilados.

Todos los resultados estan consignados en -

~tablas y gréficas, para facilitar su comprensidn.

-Por ellas se podri ver que el pH en algunos
casos ha llegado hasta 7.9, pasando. de un estado -
totalmente &cido de 2.8, a otrd/totalmente alcali-
©no, pdr 1o que se puede suponer que ha habido algu
nas reacciones de tipo secundario con formacibn de
- fosfatos y amoniaco, de aqui se siguid entonces --
con una serie de pruebas para ponér de manifiest6~

su presencia.
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i 2 AN 5 A et i @ S

16 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 .21 22 25 24 25 26 27 28

5.0 §.1 5.1 5.2 '5.5~ 5.4 5,5 3,8 6.2 6,3 6.4 6.5 6.6 6.6 6.6 6.6 6.6 6.7 6,7

4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.8 4.8 4.9 4.9 5.0 5,1 5.2 5.2 5.3 5.4
6
H

5.2 5.5 5.5 5,7 5,9 6.0 6.1 6.2 6.3 6.4 6.5 6.6 6.7 6.8 7.0° 7.2 7.5 7.4 7.6

4.6 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 3.7 4.7 4.8 4.8 -4.9 4.9 4.9 4.9

CUADRO N°, IT - VARIACION DE pH BN SALMUERA



7

8
Ph

4.8
T aE
3.4

3.6

3.9

3.8

5.2

P

5.4

&.0.

3.5
3.7

&0

4.0

3.2

g

ac

0,09

0.30
0.74

0.62

- 0.38
024

C.83

10 11

‘Pr  Ph

5.5 5.6

5.0775.2

3.6 3.7
3.8 3.8

4.1 4.2

4.2 4.4

3.3 3.3

12
o
5.7

5.3

L3.8

3.9

‘4.4

4.6

3.3

12
ag

0,08

T .07

0.25
5»36
0.25
0.07

0.83

13

Pa
5.8

5.5

4.1

4.0

4.6

4.8

3.3

GUADRO TTT — VARIACTON

14
Ph

5.9

5.7

4.2

4.0
4.8 -

5.1

F.3

18

Ph

=

17

;1

0.0

7 5,05

0.12

0.9

0.10
0.05

0.8%

R

Fh

5.2

-~ &t

4.9

4.3

5.4

5.8

3.3

18
Ph

6.3

6.2

5.3

4.3

5.8

6.0

3.5

Pn

6.4

DE pE Y ACIDEZ EN.SXTRACTO DE LEVADURA

- 6.4

20
4

P
6.5

5.5
4.3
8.7
6.2
3.5

21

Pn
6.6
6.6
5.6
4.4
5.8
6.3

3.4

21

ac

0.01

0.05
Q.09
0.18
G.07
.02

G.80

as 23
Pn o Pn
6.8 7.0
6.8 7.0
5.7 5.8
4.4 4,4
5.3 6.0
5.4 5.7
3.4 3.4

4.4

5.1

5.9

25 25 . 26
Pa ac Pa
7.5 0.00 7.8
7.3 0.00 7.4
6.0 0,03 6.2
4.4 0.18 4.4
5.2 0.058 6.4
7.0 0.00 7.4
3.4 0.80 3.4

28

Ph

8.0
7.8

6.5

4.4

6.6
7.8
3.4

29

Ph

8.1
8.0
6.7
4.4
6.6
8.0

3.4

29
ac
0.00
0.00

0.00

1.18

1.02

0.00.

O.80
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Candida melinii (+)

N

CANTIDAD DE GRAMOS DE GRAMOS TOTALES

NﬁIAS ACIDO LACTICO ACIDO LACTICO DE ACIDO LACTICO
- POR MUESTRA EN MUESTRA  ASIMILADOS -
EN GRAMOS = REMANENTE o
0 0.84 ‘ . 0.84 0.00
3 - 0.62 ©0.58 - 0.22
6 0.15 . 0.16 . 0.43
9 0.08 . 0.07 0.08
712 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 No, IV

- (+) Cuadros de concentracién de los datos para -
. - [ ) .
conocer la asimilacidn total de &cido lécti-

co por las diferentes levaduras.
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Candida. solandi

CANTIDAD DE GRAMOS DE ‘GRAMOS TOTALES

pTasg  ACIDO LACTICO ACIDO LACTICO DE ACIDO LACTIEO
POR MUESTRA EN MUESTRA ~ ASIMILADOS
EN GRAMOS. ‘REMANENTE :
0 2.2 2.2 0.00
3 1.9 A 1.8 0.30
6 1.5 . 1.4 0.30
o 1.0 1.0 ~ 0.40
12 0.62 0.59 0.38
17 : 0.29 0.25 ‘ 0. 30
21 0.21 0.20 ~ 0.04
25 0.11 : 0.10 ~ 0.09
29 - 0.06 0.05 ‘ 0.04
| TOTAL " 1.85 g

CUADRO Neo, V
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Candida parapsilosis

. CANTIDAD DE  GRAMOS DE  GRAMOS TOTALES

DIAS‘AGIDQiLACTICO ACIDO QACTIpoiba‘ACIpp LAGTICO
POR MUESTRA BN MUESTRA ASIMILADOS
EN GRAMOS REMANENTE
0 1.26 1.26 0.00
3 1.26 o 1.20 0.00
6 1.20 1.15 . 0,00
9 '1.03 0.98 0.12
12 0.33 0.31 0.65
17 - - 0.15 0.14 0.16
21 0.11 0.10 £ 0.03
25  0.06 - 0.05 0.04
29 - 0.05 - 0.04 - 0.00
TOTAL ~ 1.00 g

CUADRO Neo, VI
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Brettanomyces ancomalus

CANTIDAD DE  GRAMOS DE  GRAMOS TOTALES
ACIDO LACTICO ACIDO LACTICO DE ACIDO LACTICO

DIAS "por MUESTRA EN 'MUESTRA " ASIMILADOS
EN GRAMOS - REMANENTE
0 1.34 1.34 0.00
3 1.31 1.25 0.03
6 0.93 0.89 , 0.22
9 0.57 0.54 : 0.32
12 0.36 0.35 0.18
17 0.14 0.13 0.21
21 0.09  0.08 0.04
25 0.06 0.05 0.02
29 0.02 0.00 = . 0.03

TOTAL  1.15 g

CUADRO N°o, VII
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Brettanomyvces lambicus

CANTIDAD DE  GRAMOS DE  GRAMOS TOTALES
brag ACIDO LACTICO ACIDO LACTICO DE ACTDO LACTICO
- POR MUESTRA EN MUESTRA  ASIMILADOS

EN GRAMOS  REMANENTE |

0 1,62 1.68 0.00
3 1.64 o 1.57 0.04
6 1.26 © 1.20 0.531
9 1.17 | 1.12 0.03
12 0.66 S 0.63 0.46
17 0.52 0.49 o 0.11
21 0.31 0.29 . 0.18
25 0.30 0.28 0.00
29 0.29 0.27 0.00

TOTAL 1.13 g

CUADRO Ne¢., VIII
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Pichia membranaefaciens

- CANTIDAD DE GRAMOS DE WGRAMOS'TOTALES ‘
ACIDO LACTICO ACIDO LACTICO DE ACIDO LACTICO

DIAS "POR MUESTRA ~EN MUESTRA -  ASIMILADOS
“EN GRAMOS REMANENTE

0 1.26 1.26 0.00
3 1.10 1.05 0.16
6 0.61 . 0.58 0.44
9 0.83 0.31 0.25
12 S 0.09 " - 0.08 ‘ 0.22
17 0.07 ~ 0.06 ~0.01
21 0.03 0.02 0.03
25  0.02 ©0.00 0.02"

29 0.02 0.00 0.00

TOTAL 1.19 g

CUADRO No; IX
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Debaryomyees kloec keri

CANTIDAD DE  GRAMOS DE  GRAMOS TOTALES
DbIag ACIDO LACTICO ACIDO LACTICO DE ACIDO LACTICO
POR MUESTRA EN MUESTRA - ASIMILADOS
EN GRAMOS  REMANENTE | ‘
0 1.26 | 1.26 . .0.00
3 1.25 ©1.20 ~ o.o1
6 1.20  1.15 0.00
9 1.16 o 1.41 ~ 0.00
12 1.12 - 1.07 . 0.00
17 1,04 0.99 0.03
21 1.00 0.96 0.00
25 0.96 - 0.92 - 0.00
29 0.92 , 0.87 - 0.00
TOTAL  0.04 g

CUADRO Ne. X
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TDENTIFICACTION DE ALCOHOL, FOSFATOS Y AMONTACO

Con los vollmenes finalesVde‘la_prueba de -~
~asimilacidn de &cido léctico, se.procede a.uné,-
déstilacién para obtener dos porciones separadas
en distintos matraces, la destilada y el residuo.
"Tanto durante la fermentacién en los matraces, -
como en. el destilado, se percibid un claro olor-
a alcohol, ld que hace suponer su presencia, si-
bien se ha evaporado casi totalmente durante el-
proceso mencionado de destilacidn; ademAs, como-
se trata de levaduras no cultivadas, la prbddc~-
cibén de alcohol no es muy fuerte, lo que explica
ria también la poca cantidad de alcohol encontra

da., ~

Identificacién de Alcohol

1) Siguiendo el método de Pellerin (44, 5),
a‘lO,ml de deétilado, se le agregaron dos gotaé%
de una solucibén al 1% de bicromato de potasio, y
.cuatro gotas de Acido sulffirico concentrado. Al
entrar en ebullicidn, se formé un color verde, -
debido a la présencia deAetanoi, percibiénddse -
un olor-a acetaldehido. 8&6lo en un caso, el re-

‘sultado fue negativo. .

Identificacibn .de Fosfatos
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- .Se realizd la siguiente prueba (6;v38§ con-
mplibdato de amonio y benzidina: una gota de la -
solucidn a prdbar se coloca en papel filtro cuan-
t;tativo,4seguida de una gota de molibdato y una-
gota de solucién de benzidina; el papel se coloca
entonces sobre amoniaco, y en caso de haber un re
gultado positivo, apérece una coloracidn azul, dg

pendiendo su intensidad del contenido de-fosfato.

" Reactivos: solucibdn de molibdato de amonio:
5 g de la sal én 100 ml de agua fria, mezclado -=-
con 35 ml de &cido nitrico.
Solucibn de benzidina: 0,05 g de ‘su - base- o~
cloruro, se disuelven en 10 ml de &cidido acéticokw

~concentrado, y se aforan con agua hasta 100 ml.

Solucibn saturada de acetato sbdico.

Amoniaco.

Se han 6btenido con. esta pruéba resultados=—
»preCiSOS, haciendo primeramenteilarcom@rohaciénwm
‘mediante la gota pfueba-para #erificar gue no hay
: resultaéo positivo {ecoloracidn azul} en ausencia-—
de fosfato, o bien, que enAgre§encia’devéSte\nb“w
aparezca la coloracibn §or mal - estado - de  los reag
, tivos. Los resultados se consignan en la tabla -
No. XI. ' :



Identifiéacién'de.Amoniaco.‘

ghn la reaccién de Nessler (6, 38,

de la solucidn a probar se mezcld
hidréxido alcalino‘concentradd en
reloj. Una gota de la suspensidn

locd sobre papel filtro, mediante

Ello se hizo sg.
2Y: una gota -
con una gota de
un vidrio de -——-
colorante se co

un tubo capi-~-—-

lar, y se tratd con una gota de la seolucibén de -~

Nessler; en caso de haber amoniaco, aparece una -

coloracibén amsarilla o anaranjada rojiza. La prue

ba se realizbé ante un testigo, y los resultados =

se consignan en la tabla N°, XTI,
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LEVADURA ALCOHOL FOSFATO

CANDIDA MELINII + +
CANDIDA SOLANTI + +
~ CANDIDA PARAPSILOSIS + £
BRETTANOMYCES LAMBICUS + +

(débil) (débil)

BRETTANOMYCES ANOMALUS + +
' (débil)

' PICHIA MEMBRANAEFACIENS  + -
(débil)

DEBARYOMYCES KLOECKERI - -

-CUADRG Ne, XI

AMONIACO

.

(débil)

+

(muy débil)
+

(muy débil)

. (débil)
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En este trabajo se h&‘procedidb.ppimeramente
a un aislamiento de levaduras que se encontraban-
formando una gruesa pelicula rugosa sobre la su--
perficie'de la salmuera de fermentacién de aceitu
’nas,‘asi‘como otras que se encontraron en una la-
ta. descublerta en donde se lnlclaba un. proceso de

descomposicidn.

Se aislaron treinta cepas, aparentemente di§
tintas, pero con una frecuencia mayor de los géne

ros Candida, Pichia y Debaryomyces,‘ehcontradas f

en los barriles én una etapa primaria de contami-

‘nacidn, y el género Brettanomyces, en un estado -

ya mas avanzado de la misma en la lata mencionada

Debido a esta predominancia, y teniendo en -
cuenta también el caracter de la fermentacidn, se
“han elegido las levaduras mencionadas para some--

terlas a un estudio completo.

Bl resto de las cepas aisladas se ha guarda-
do para un posible estudio posterior, por presen-

tar algunass de ellas bastante interés, sobre todo
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desde el punto de vista taxoundmico, pero. ' se con-
sidera dificil abarcar en un estudio como éste -
tantas especies distintas a la vez. Bntre éstas .

'

gse tenia por ejemplo, una que por su forma trian =

gular podria considerarse como Trigonopsis, y --
ello seria interesante puesto que en México no -

se ha aislado ninguna especie de este género.

En la prueba de fermentacidn, proceso éste-
de gran importancia industrial, se ha encontrado

que dos de las cepas elegidas, Pichia y DebaryO*

myces), son no fermentativas; tanto en condicio-
nes amerébicas como anaerdbicas. A partir de es-
fe punto, se€ ha,seguido un estudio intﬁnsivovde~
"éllas, con base a los métodog/y claves da@oé,pbr
Lodder y Kreger-~Van Rij (25), para lograr clasi-

ficarlas a nivel especifico.

Se presté un especial cuidado a la forma--—-
" cibn de pelicula, ya que comercialmente;cauSa e
gran perjuicio al desarrollarse sobre los fras—-
cos ya enyasados de,ﬁceitunas,,haciendo‘pensar -
al cansumiéor que éstas se encuentran en mal es-—
tado. Se encontrd que. todas, excepto Debaryomy-

ces, Forman gruesas peliculas rugosas.

Una vez lograda su clasificacidn, se consul
taron diversas obras sobre el -tema, con el obje-
to de encontrar referencias sobre las-levaduras-
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por nosotros identificadas, hayéndése mencionadas
ya.en la salmuera de las aceitunas: Candida —-—-~-

"krusei, C. teniens, C. solani, C. mycoderma, C. -

rugosa, C. parapsilosis, Torulopsis sphaerica, -

‘T.holmii, Hansenula subpelliculosa y Pichia —=-w—-

membranaefaciens.

Ello coincide con nuestras observaciones he-
chas sobre la abundancia de las levaduras del gé-

nero Candida, afin cuando no se encontrd mencidn -

alguna sobre C. melinii.

- Pichia es bastante comin en este tipo de pro

cesbs, no asi Debaryomyces, de la cual no se ha -
encontrado referencia alguna sobre su presencia -~
en las aceitunas, aunque si, pero de distinta es-

pecie, en la industria afin de pepinillos.

- Podriamos decir que estos tipos mencionados-
.constituyen una etapa primaria de contaminacifn, -

"y que al reducirse la cantidad necesaria de Acido

lactico, viene una-segumda~etapa, con Brettanomy-
ces como dominante. En este estado ya mis avanza
do, las levaduras juegan un papel muy importanté,
pues al asimilar en mayor cantidad atGn el &cido -

léctico, favorecen la aparicidn de bacterias de -

tipo proteolitico, como Clostridium, que en un es.
tado ya final de contaminacién, dafian por comple-

to el ?rcducto&‘
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‘Ko se han encontrado referencias sobre ————-—

Brettanomyces lambicus ni B. anomalus en las acei

tunas, s6lo en pepinillos, pero aisladas del fon-
do del liquido, lo que coincide con las encontra-
das por nosotros que se aislaron del fondo mismo-

de la lata.

v " Teniendo un interés especial en obtener un -
.resultado de tipo préético sobre asimilacién de -
‘ééido léctico por las levaduras, sé ha procedido~
'a una prueba para determinarlo cuantitativamente,
sabiendo asi qué levaduras pueden considerarse --
1inocuas en el procesc que nos oau?a, i cué%eé por

el contrario son perjudiciales a &1,

Como puede verse por los resultados consigna

dos en los cuadros y grificas, Candida nyichia -

‘son los géneros que tienen una curva de asimila—~-
cidén més pronunciada (cuadros IV, V, VI, IX y gré

ficas 1, 2, 3, y 6].

En el caso de Brettanomyces, vy en particular,

‘éf“iéﬁBiéag, la curva de acidez es menos‘pfonun~4
ciadaj‘debido probablemente a que ellas son a su-
vez'pnoductoras de 4cido (cuadros VII y VIII y —-

graficas 4 y 5.

"En cuanto al género Debaryomyces, no hay en-—

absoluto asimilacibén de &cido lactico {cuadro X,--
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gréfica 7).
En las curvas de pH (cuadro II y graflcas i-
) se puede observar que llega un momento en w—-—
que éste se estaciona en un punto determinado du—
rante varios dias, o indefinidamente {(grafica 7y
ello se explica por la formacidn dé unaVSOluciénf
reguladora, rompiéndose este eqqilibrio tan sélo—
al formarseAsﬁbstahcias qomo los- fosfatos y amo-—-—
.niaco qué alcalinizan el medio, permitiendo que -
el pH subé en algunos casos hasta 8.0 inclusive.-
(Cuadro II).

Es evidente que las levaduras se encuentran—
ampliamente distribuidas en el proceso de fermen-
‘tacibén. y tratado con salmuera de las aceitunas, -
bajo:la forma}de sedimentos o gnuesas‘péliculas -
que se forman cuando las barricas tieneh‘alguna -
aﬁértura 0 no estén bien llenas. BSu presencia en
estos procesos mencionados afecta la calidad y —-
conservacidn de las aceitunas, y si el écidbAprQ%

idut;ido por diversas especies»de Iactobacillus:nof

se mantiene a un nivel constante, se ven afecta—-—
-das las cualidades organolépticas de sabor, co~—-

lor, consistencia y conservacidn del producto.
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1. 8e aislaron para su estudio aquellas le-
vaduras que tuvieron un promedio de frecuencia de
aparicibdn mayor, resultando ser de los géneros —-—

Céndida, Pichia, Brettanomyces y Debaryomyces, —=

respectivamente.

2, De las especies Candida;meliniij Bretta-

nomyces lambicus, Brettanomyces anomalus, y Deba-

rymyces kloecker; no se encontraron referen01as -

de . haber 81d0 reportadas anteriormente en aceitu-

nas, aunque si, en la industria de los pepinillos

3. Bstas levaduras se encuentran presentes-
en el proceso de fermentacidén de las aceitunas, -
tomando para ellas el acido produ01do durante ‘la-

misma por dlvorsas ~especies de Lactobacillus, ~--

transformando consecuentemente el pH 6ptimo para-
el proceso de 2.5 a 4.0, a uno totalmente alcali-
no de 8.0, con reacciones secundarias productoras

de fosfatos y amoniaco.

4, Las levadufas del genero Candida, en es-—

p601al C. solani, y las de los géneros Pichia y -
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‘x

Brettanomyces resulftaron ser las que tienen un to

tal déggramos de Acido lactico asimilados mayor, -

en el experimento para cuantificarlo.

5. Se pone de manifiesto que en la‘medida -
de lo posible es necesario evitar el deearroiléAn
de levaduras durante ¢l proceso de fermentacidn,-
y tratamient0 con salmuera, ya que de,éfre modo -~
pueden provocar pérdidas cuantiosas al afectar‘sﬁ
bor, consistencia, calidad y conservacibn de las-

aceitunas.
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RESUMEN
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Se aislaron mﬁestras de salmuera de aceifu~
~nas, realizando una serie de operaciones:morfolé
gicas, fisioldégicas y bioquimicas, para proceder
él.eétudiovtaxonémico de las levaduras gue en—-—-
tran en este proceso. Las especies encoﬁtradas~

pertenecen a los géneros Candida, Pichia, Bre---

ttanomyces y Debaryomycéé, en orden de abundan--

cia.

Para cuantificar el dafiec producido por las-
diferentes especies en el proceso de fermenta-~-
cidén, se estudid la cantidad de Acido lactico --

asimilado por ellas en el mismo. Los géneros --

Candida, Pichia y Brettanomyces resultaron ser -

los mas perjudiciales.
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