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R E S U H E N 

Esta tesis se refiere al aislamiento, estudio e Identificación de 

varias especies de levaduras que forman parte de dos asociaciones blo12 

glcas distintas, conocidas en México como tfblcos y madre del vinagre, 

utilizadas popularmente para elaborar bebidas fermentadas (tepache, 

vinagre) o para otros fines que se Indican en el presente trabajo. En 

estas asociaciones también están Involucradas diversas especies de 

bacterias, que no fueron objeto del presente estudio. 

Los tlblcos están constituidos qufmlcamente de dextranas, produci­

das por bacterias; la madre del vinagre está compuesta principalmente 

por celulosa, que también es sintetizada por bacterias. 

De los tlblcos se aislaron dos especies de levaduras: Brettanomyces 

lntermedius y Saccharomyces cerevlslae. De la madre del vinagre se alsl! 

ron Zygosaccharomyces !?!.!.l!..!. y !!.Eh!.! membranaefaciens. Se Incluyen los 

resultados del estudio de las características morfológicas y fisiológi­

cas mediante las que se logró la Identificación. ,!!. lntermedlus se cita 

por primera vez para los tlblcos y Zygosaccharomyces .2!!..!ll para la 

madre del vinagre. 

También se Incluyen comentarlos sobre algunas otras asociaciones de 

microorganismos semejantes a las tratadas en este trabajo, como son 

la 1 lamada nata fl 1 lplna (nata de pll'la y nata de coco) y el "té hongo" 

de varios países europeos y orientales. 



INTRODUCCIÓN 

Los objetivos del presente trabajo fueron aislar, estudiar e lden• 

tlflcar
0

las levaduras que constituyen parte de las asociaciones blológl 

cas conocidas en México como tlblcos y madre del vinagre, usadas popu • 

larmente en la elaboración de diversas bebidas fermentadas, cuyo consu· 

mono se restringe sólo a México, sino que se extiende a muchos otros 

par ses de 1 mundo. 

T 1 b 1 c o s 

Los tlblcos son zoogleas o masas gelatinosas, compactas, de color· 

blanquecino o amarlllento, translúcidas u opalescentes, atravesadas 

Irregularmente por vetas muy finas, de forma Irregular y de tamaño 

variable, desde unos pocos m11rmetros hasta uno o dos centímetros 

que se desarrollan en artículos y frutos de nopales (Opuntla 

spp.), en jugos de frutas, como la piña, y en agua endulzada con pllon• 

el llo o azúcar morena (Ulloa y Herrera, 1981), 

Mlcroblológlcamente, los granos de tiblcos están compuestos por 

bacterias y levaduras, cuya asociación ha sido interpretada como una 

simbiosis mutualista (Molnas il.i!l .. 1980) o como una forma de slnergl_! 

mo (Holman y Heekelson, 1926, citado por Mascott y Terrés, 1952), ~sta 

asociación es muy estable y, al fermentar los diferentes sustratos 

donde se de~~rrollan, no permite el crecimiento de otros microorganis­

mos, o por lo menos su desarrollo no es favorecido. Aparentemente las 

levaduras oxidan el azúcar y producen el alcohol, que las bacterias oxl 

dan para dar ácido ac~tlco, además de otros productos secundarlos 

(522,. ill ·) . 
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SI los tlblcos se desarrollan en sustratos azucarados como el jugo 

de pl~a, al dejar el líquido en reposo y a la Intemperie se forma una 

nata blanca y delgada en la superficie, que al engrosarse, durante el 

transcurso de la fermentación, se sedimenta y forma en el fondo los 

granos de tlblcos, Cuando el líquido azucarado se deja fermentar durante 

uno o dos dfas se obtiene el llamado tepache de tlblco, que es una bebida 

refrescante de sabor agradable, con un contenido alcohólico muy bajo, 

pero sl se prolonga el tiempo de fermentación, dicho contenido se lncr_! 

menta y la bebida se vuelve alcohólica y después acética, aunque de una 

concentración menor que la que se obtiene de bacterias acéticas 

(Acetobacter spp.) (Rulz Oronoz, 1932; Moreno y Dfaz, 1932; Mascott y 

Terrés, 1952; U! loa y Herrera, 1981). 

El consumo de los tlblcos en México se hace generaln1ente a nivel 

doméstico, de manera slml lar al que se les da a los búlgaros que fermen· 

tan la leche, aunque el uso de los primeros es más limitado. Segan la 

conseja popular, algunas personas Ingieren el líquido fermentado por 

los tlblcos con la intención de reducir de peso (Ulloa y Herrera, 1981); 

no obstante, hasta el momento no hay ninguna evidencia basada en conocl -

mlentos clentfflcos que avale o refute esta supÚesta ·propiedad. 

A estas zoogleas se les conoce popularmente como "algas marinas", 

"bÚlgaros de agua" o como "granl 1 lo'' (este Último nombre 'en Oaxaca). 

Para el desarrollo de los tlblcos, en México se utilizan piloncillo, 

azúcar morena o jugo de pl~a. de naranja, de guayaba o de manzana. En 

Europa le agregan higos, dátiles, pasas, rafees de jengibre y 1 lmón al 

líquido azucarado, probablemente para proveer factores de crecimiento y 

mejorar el sabor de la bebida, que en este caso denominan .ll!!.l (Horlsber­

ger, 1968; Mol nas!!~ .• 1980). En ambos casos la fermentación se rea­

liza a temperatura ambiente y sin llevar a cabo alguna medida higiénica 
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especial. 

A finales del siglo pasado se real Izaron en México los primeros 

Intentos para esclarecer qué microorganismos participaban en la estable 

asociación que constituye los tlblcos y cuya actividad genera la ferme.!!. 

taclón del sustrato donde se desarrollan. 

Lutz (1898, 1899a, 1899b) realizó un estudio microbiológico de 

las zoogleas que él denominó "tlbl" y que describió como: "zoogleas o 

masas blancas, globulosas, translúcidas, semejantes a los granos de 

arroz cocido, que crecen sobre los artículos o sobre los frutos de 

diversas especies de nopales". De estas zoogleas aisló una bacteria que 

denominó Baclllus mexlcanus, y una levadura que determinó como 

Saccharomyces radalsll; propuso que~· mexicanus era aerobia y Gram +, 

y que al desarrollarse creaba un medio anaeroblo·para la levadura.§.. 

radalsll, También supuso que estos microorganismos eran los responsables 

del proceso de fermentación del colonche, bebida autóctona de Ml!xlco que 

se obtiene por fermentación del jugo de tunas, al que se le agrega colo!! 

che viejo, o cáscaras de tunas en las que se encuentran las zoogleas, 

para acelerar la fermentación (UI loa y Herrera, 1978). 

Después de Lutz vinieron otros Investigadores que continuaron estu-

dlando la naturaleza de los tlblcos; todos ellos coincidieron en afirmar 

que estas zoogleas son originarlas de México, que crecen sobre diferen­

tes especies de Opuntla, y que fermentan el sustrato que se les suminis­

tra (sobre todo si tiene sacarosa). 

En 1932, Rulz Oronoz consideró que la parte mlcológlca de los tra -

bajos de Lutz sobre los tlblcos fue Incompleta e Inició un estudio al 

respecto. Hizo una descripción de las zoogleas similar a la de Lutz e 

,Indicó qu,e "puesto el tlblco en presencia de agua azucarada determina 

una ferment~clón activa del medio, produciendo un 1 Íquldo de olor pene-
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trante, sabor ácido y color amarillento, conocido con el nombre de vlni!, 

gre de tlblco, y que dejando el líquido fermentado en reposo durante 

cierto tiempo se nota la formación en su superficie de zoogleas de color• 

blanco puro, que encierran enormes cantidades de bacilos y, en número 

menor, células de levaduras". Como resultado de este estudio Rulz Oronoz 

describió las características morfológicas y fisiológicas de Plchla 

radalsll (Lutz) Rulz Oronoz. 

En 1932, Moreno y Díaz realizó, como tema de su tesis profesional, 

un estudio bacteriológico y qurmico del vinagre que produce el tlblco. 

Definió el tlblco como "un producto biológico constituido por una reu­

nión de microorganismos que viven en simbiosis¡'· Como resultado de su 

estudio microbiológico aisló y describió cinco bacterias (Escherlchla 

~ (Mlgula) Castellani y Chalmers, ~ vulqarls Hauser, Bacl l lus 

subtil Is (Ehrenberg) Cohn, ~· graveolens Meyer et Gotthell, Acetobacter 

peroxydans Vlsser 't Hooft y una levadura(Saccharomyces ell lesoideus 

Meyen ex Hansen), La autora de este estudio consideró que los microorga­

nismos que aisló, y que viven en simbiosis, contaminan el grano, a excep­

ción de!!· peroxydans, que en combinación con Ja levadura aumenta Ja acl• 

dez del vinagre. 

En 1952, Mascott y Terrés también estudió las levaduras de los tlbl 

cos ("del arroz"), como tema de su tesis profesional y describió estas 

zoogleas como masas blancas translúcidas y de consistencia gelatinosa, 

.semejante a granos de arroz cocidos, pero más compactas, con vetas flnr­

slmas que las atraviesan Irregularmente, y que fermentan Jugos de frutas 

como la pina. Mencionó que al microscopio observó levaduras y bacterias 

envueltas en una substancia viscosa. Aisló y describió dos especies de 

1.evaduras: Saccharomyces ovlformls Osterwalder y ~lchla chodatl (Zender) 

Oekker var. trumpyl (Zender et Bevan) Dekker. Mencionó haber encontrado 
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varias formas de Corynebacterlum, que en combinación con las levaduras 

y en su medio acostumbrado bajaban el pH hasta 3, y que por medio 'de la 

reacción de Legal detectó la presencia de ácido acético. Esta autora 

Indicó que la bacteria aislada de los tlblcos por Lutz no podía perte­

necer al 'género Bacl llus, porque éste es Gram •, y Lutz la describió 

como Gram +. Aparentemente, Hascott y Terrés los nombró tlblcos del 

arroz, no porque hayan sido obtenidos a partir de arroz, sino porque 

su apariencia es semejante a los granos de arroz cocido. 

En 1981, UI loa y Herrera publ lcaron un estudio de PI chia 

membranaefaclens Hansen y Saccharomyce~ cerevlslae Meyen ex Hansen, 

levaduras que aislaron de los tlblcos y que Identificaron y descrlble· 

ron siguiendo la metodología moderna (Lodder, 1970; Barnett ll !l., 

1979). 

Posteriormente, el aspecto bacteriológico fue nuevamente abordado 

en México; Herrera ll .!!.· (1984) publ lcaron un estudfo sobre bacterias 

fijadoras de nitrógeno, aisladas de los tlbicos. Los autores presenta­

ron las pruebas blo~uímlcas y culturales que les permitieron ldentlfl· 

car dichas bacterias como Klebslella oxytoca (FIUgge) Lautrop¡ citaron 

que las cepas aisladas fueron capaces de crecer en medios 1 lbres de 

nitrógeno; demostraron su capacidad para fijar nitrógeno atmosférico 

por medio de la técnica de red~cclón del acetileno, que verifica la 

actividad de la nltrogenasa, y la compararon con dos cepas bacterianas 

de colección, fljadoru de nitrógeno (Bel!erlnckl9 ~ (Starkey and 

De) Derx y Azotobacter sp.), 

Como se mencionó, los tlblcos son originarlos de México: sin 

embargo, en este país su estudio había sido esporádico y 1 Imitada' al 

análisis microbiológico, en especial a'las levaduras, ya que en rela­

ción con la matriz donde se encuentran embebidos los microorganismos 
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sólo se habfa descrito que "bacterias y levaduras se observan envueltas 

en una substancia viscosa" (Mascott y Terrés, 1952). Por el lo resulta 

interesante tener conocimiento de que en Europa, particularmente en 

Suiza. los tlbl~os son usados, como en Héxtco, para elaborar una bebida 

refrescante, pero en este caso es a partir de un 1 fquido azucarado al 

que se le agregan higos, pasas y jugo de 1 imón. Además, se han real iza­

do estudios que abarcan aspectos químicos y microbiológicos, y recten -

teniente estructurales por medio de técnicas muy finas de microscopía. 

En 1965 Hesseltlne c ltó que el .t!.!?J era una bebida ácida, moderad! 

mente alcohólica, que se preparaba en Suiza. Seg4n este autor, esta 

bebida se obtiene adicionando al agua sacarosa, higos, pasas y rebana -

das de cidra e Inoculando con 1-2 decilitros de granos de@. Después 

de 48 horas, al completarse la fermentación, el lfquldo queda listo 

para ser embotellado, Sei'ialó también que los...t.Utl son granos translúci­

dos de 1 cm de diámetro, cerosos y de consistencia flexible. Además 

Indicó que esta fermentación es similar a l¡o de la cerveza de Jengibre 

que se consume en Inglaterra,· y reportó la bacteria encapsulada 

Betabacterlum vermiforme (Ward) Hayer y la levadura Saccharomyces 

lntermedlus Hansen, en los granos de ..tTh.!. 

En 1969, Horlsberger publicó sus estudios sobre la estructura de 

las dextranas, polisacáridos que constituyen la matriz donde se encuen­

tran embebidas las especies de bacterias Identificadas como 

Lactobaclllus ~ (Orla-Jensen) Bergey .!! !.!· y Streptococcus 

~ (Llster) Lohnls, así cOlllO la levadura Saccharomyces cerevlslae, 

aunque sei'ialó que el estudio mediante el que fueron Identificados estos 

microorganismos como Integrantes de los tlblcos, no habfa sido publica• 

do. Como resultado de su estudio Indico que el "complejo· tlbl" como el 

lo llamó, produce un °pol lsac,rldo constituido solamente por O-glucosa. 
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Con respecto a sus resultados, Horlsberger mencionó que Oaker y Stacey 

(1938) estudiaron una dextrana del tlbl, al que encontraron estar consti­

tuido principalmente por D(1-t6) glucoplranosll; esta dextrana es lnsol.!!_ 

ble y es producida por J:.. brevls, que fue aislada del "complejo tlbi". 

Además de lo anterior, el estudio de Horlsberger permite tener cono-

cimiento de algunos de los trabajos realizados sobre los tlblcos en 

Europa durante los años anteriores a su estudio, pues menciona que Ward 

(1892) estableció cierta similitud entre la fermentación producida por 

los tlblcos y la que se produce en la cerveza de jengibre de Inglaterra. 

Además .señaló que el grano de tlblco ha sido descrito con varios nombres 

(Kebler, 1921) y que esta zooglea se diferencia de los granos de Keflr 

en que éstos acidifican y coagulan la leche (Hesseltlne, 1965). 

La estructura de los granos de tlblcos fue di lucldada por Mol nas, 

!.!.!l· (1980). Las microscopías de luz, de transmisión y de barrido les 

permitieron establecer que los granos están constituidos de una capa 

externa compacta y. de una estructura Interna esponjosa. La capa externa 

está densamente poblada por lactobacllos, streptococos y levaduras embe-

bldos en la dextrana descrita por Horlsberger en 1969 y que es generada 

por el lactob1cl lo. Un método especial de tlnclón mostró que las dextra­

nas son más abundantes en la capa Interna. Este anál lsls fue realizado 

durante el proceso de fisión de un grano de tlblco. La fisión está dete.r: 

minada por la presión lnt~rlor de co2 que se forma durante la fermenta­

ción y cuya presencia en el Interior ahueca los granos. En su estudio, 

Molnas cita que Porchet, 1934 y Stadelmann, 1957, señalan que los gra 

nos de tlblcos son de forma Irregular, con un diámetro máximo de 8 a 10 
' . "t•1., 

mm. La Información anterior está apoyada por Interesantes fotografías al 

mlcroscc;>plo de contraste de fases, de luz, ~lectrónlco de transmisión y 

de barrido, asf como de fluorescencia, real Izadas con modernas técnicas 
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de tlnclón y de congelación que permitieron una observación en detalle 

de la organización estructural de un grano de tlbico, de las dextranas y 

de los microorganismos que constituyen esta asociación biológica (Molnas -

.il !l_.' 1980). 

Hadre del vinagre 

La madre del vinagre es una nata gruesa, fibrosa, Insoluble en agua, 

de color moreno, rojizo, que se forma durante el proceso de fermentación 

del vlnagr1.1, generalmente a partir de vino de u~a. Está cons-

t 1 tuf da por a'gua (95%) y ce 1 u losa, esta ÚI t fma sf ntet 1 za da por 

Acetobacter acetl subsp. xyl fnum (Brown) comb. ~· (Hendoza, 1961). 

Parece ser que en México no se han realizado estudios para dllucl • 

dar la naturaleza química y microbiológica de esta nata, ni se sabe que 

se le dé otro uso, además del de producir vinagre. En 1932, Moreno y 

DÍaz realizó un análisis bromatolÓgico del vinagre producido por los 

tlblcos y lo comparó con el producido a partir de vino, por ser éste el 

representante tipo de los vln~gres y citó que: "vinagre sólo debía ser 

el proveniente del vino dado que su etimología significa vino agrio, 

pero el uso ha sancionado el que la palabra vinagre sea extendida a las 

demás bebidas ácidas, que sean producto de la fermentación, sólo que 

deberá explicarse la procedencia del vinagre: asr por ejemplo, vinagre 

de tlblco, de manzana, etc." 

En 1976, Pledracru=·Carreto realizó un estudio comparativo de los 

dos principales métodos de producción de vinagre en México, y que son: 

,!!.) sistema de acetificación sumergida y .!2,) sistema de generadores de 

virutas, y mencionó que:"la adición de hidratos de carbono en cantidad • 

excesiva tiene el Inconveniente de favorecer el desarrollo de las 

bacte~las del mucílago del vinagre''· €1 mismo mencionó el "mucflago del 

vlnagre11,que es muy probable equivalga a lo que se llama madre del vlna• 
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gre, pues lo relaciona con Bacterlum xyllnum Brown (un sinónimo de 

Acetobacter ~ var. xyllnum), 

El vinagre, por ser el sustrato donde se desarrolla esta nata, ti! 

ne particular Importancia: es un producto ácido que se obtiene por fer­

mentación de carbohldratos contenidos ·en diferentes sustratos, como fr~ 

tas (manzanas, uvas, peras, ciruelas, etc.), papas, maíz, melaza, jara· 

bes azucarados, materias feculantes hldrollzadas, cerveza y vino o 

alcohol etílico obtenido por destl !ación fraccionada del petróleo. Tan­

to los tlblcos como la madre del vinagre se utilizan para fermentar 

líquidos azucarados y obtener vinagre, aunque el de los primeros es de 

menor concentración que el que se obtiene con las bacterias acéticas de 

la madre del vinagre. 

AunqUe el vinagre se utiliza como producto medicinal¡ condimento o 

preservador, la madre del vinagre en nuestro país no se utiliza para 

otros fines, además del de producir vinagre. Sin embargo, en ciertos 

lugares la pulpa o nata de la madre del vinagre sí es objeto de ciertos 

usos pecul lares. En las Islas FI 1 lplnas, la 1 lamada nata fl 1 lplna es 

consumida como un dulce o postre, en helados y ensaladas de frutas. Se 

producen dos tipos de nata: la de piña producida a partir de jugo de· 

piña, y la de coco, para la que se usa agua o pulpa de coco como sustra­

to. La nata filipina ha sido estudiada por diversos autores, entre los 

que se encuentran Hendoza (1961) y Ramos (1977), quienes citaron que 

dicha nata y la madre del vinagre son producidas por el mismo microorga­

nismo, Acetobacter ~ subsp. xyllnum, y hacen referencia a diversos 

trabajos realizados sobre esta nata, que abarcan los aspectos físicos, 

químicos, microbiológicos y nutrlclonales, asr como el proceso de elabo­

ración de este dulce. 

En 1931, Hlbbert y Barsha demostraron que el polisacárido pro~iucldo 
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por~· acetl subsp. ~yllnum se comportaba químicamente Igual que la cel~ 

losa. En el mismo año Tarr y Hlbbert establecieron que era necesario 

tener un medio ácido con azúcar y una pequeña cantidad de alcohol etÍll­

co para la sfntesls de la pulpa o nata celulósica. 

Huh l et ha ler ( 1949). mediante mlcroscop ía electrónica, mostró que 

las células bacterianas son cubiertas primero con una. especie de lama, 

a la que sigue la formación de celulosa en cordones, que gradualmente 

se engruesan para diferenciarse las fibras de celulosa. Las fibras son 

formadas fuera de la célula, por lo que las células bacterianas no con 

tienen celulosa. En 1951, Kaushal !.! .!!.!· estudiaron una muestra del pro­

ducto bacteriano con difracción de rayos X y concluyeron que definitiva­

mente era celulosa. Describieron que el material amorfo observado en un 

estado temprano es un carbohidrato de poi lmerlzación de un nivel más 

bajo que el de la celulosa. Hehre (1951) señaló que Acetohacter 

capsulatum (Hennenberg) Shlmwell (cuyo nombre válido actual es 

Gluconobacter oxydans subsp. industrlus (Hennenberg) ~· ~.) crece 

sobre dextrinas produciendo una dextrana consistente de 0-glucoplranosa, 

y que las células no proliferantes de h· xyl lnum, activas sobre glucosa, 

sintetizan celulosa en presencia de oxígeno. Mendoza (1953) fue el prlm.!?, 

ro en sugerir que el organismo que producía esta nata era&·~· 

(Pasteur) Beljerlnck. 

Hestrln y Schralllll (1954) comunicaron que la celulosa que constituye 

esta nata es celulosa típica cristalina, del tipo encontrado en el algo­

dón, y que está llb.-e de llgnlna; además demostraron que el materia! 

celular que puede contribuir con alguna protefna es lavado al preparar 

la nata, y que considerarla como fuente de calorías depende de la dlges­

tlbl 1 ldad de la materia celulóslca; en forma de dulce, la nata tiene un 

gran contenido de calorías. Asimismo comprobaron que las células no 
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contenían celulosa, sugiriendo que las enzimas de la superficie de la 

célula eran las responsables de la pol lmerlzaclón extracelular, y que 

1 mg (109) de células llofll Izadas pueden catal Izar la polimerización de 

0.25¡u moles de glucosa por hora. Esto significa que se pollmerlzan 

1.5 x 108 moléculas de glucosa por hora. 

Rao (1957) revisó la literatura sobre la síntesis de polisacáridos 

sintetizados por bacterias acéticas. 

Mendoza (1961) describió la nata como una pe! Ícula gelatinosa grue­

sa, color blanco o crema, Insoluble, que contiene células y poi Jsacárl -

dos que Acetobacter xyllnum forma en la superficie de un medio ácido con 

azúcar, alcohol etílico y otros nutrimentos. 

Hesseltlne (1965) señaló que la nata filipina es con!umlda como 

postre, en helados y ensaladas de frutas, La nata se forma como producto 

de la fermentación del jugo de piña, agua o pulpa de coco; al jugo de 

fruta se le adiciona azúcar, para favorecer la fermentación con produc • 

clón de ácido. Después de 15 dfas ~e forma una capa bacteriana y un pol! 

mero, con un grosor de 2 a 3 pulgadas, sobre la superficie del 1 rquldo, 

lsta capa es separada del líquido, se corta en pedazos, se lava y se 

hierve hasta que desaparece el olor de ácido acético; se adicionan como 

agentes saborizantes extracto de vainilla o de limón. Hesseltlne citó 

que 11apa renternente" Acetobacter sp. es la bacter 1 a responsab 1 e de 1 a 

síntesis de esta nata. 

En 1967, Lapuz ~!..!.·concluyeron que el organismo causal de esta 

pel fcula era Idéntico a &· xyl lnum (Brown) Bergey !! .!l· Lo anterior fue 

confirmado por Saturnlno-Dlmagulla en el mismo año. 

En la Sa. edición del "Bergey's Manual of Determlnatlve Bacterlology 

(Buchanan and Glbbons, 1974) &· xyllnum es clasificado como 8.· !E.!!l!. 

subsp, xyl lnum, 
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Ramos en 1977 ana.1 Izó los requerimientos de pH y temperatura para 

que fi. !S.ill sintetizara celulosa y determinó que el pH Óptimo era de 5 

y la tempera'tura de 28°± 3°C. Comprobó que~. acetl crece sobre giucosa, 

sacarosa, lactosa, mal tosa, dextrina y galactosa, siendo la sacarosa .Ja 

más usada en Filipinas para la obtención de la nata. Como fuente de 

nitrógeno utilizó nitrato de potasio y nitrito de sodio, con una concen. 

trac1Ón Óptima de 0.5% de nitrato de potasio. 

Mendoza (1961) y Ramos (1977) reportaron que la nata se forma a 

partir de una suspensión Inicial sedosa, que· desprende pelillos y flocu­

la.para formar largos cuerpos de gel que contienen células bacterianas; 

citaron que el principal componente de esta nata es agua {más del 95%) y 

el resto consiste de una red espaciosa de celulosa, que se forma a máxi­

ma velocidad a los 30 minutos después de que las células lavadas de 

~· ~ subsp. xyllnum entran en contacto con glucosa y oxígeno. La 

pe 1 Í cu la {madre de 1 V 1 nagre) produc 1 da por ~· ~ durante la fermenta• 

clón ·del vinagre es celulóslca y muy fibrosa; si la pel fcula se separa 

durante la fermentación y se seca, al principio es correosa, semejante 

a papel resistente, desgarrado. La celulosa presenta una gran capacidad 

para absorber agua; 3 ó 4% de celulosa pueden retener más del 95% de 

agua en una estructura firme parecida a un·gel. 

El uso que en otros países se le da al 1 Íquldo a partir del cual se 

forma la pulpa de la madre del vinagre, fue descrito por Hesseltlne 

en 1965. El líquido sobre el que se forma la película es consumido en 

paf ses· comÓ India, Rusia, Japón, Polonia, Bulgaria, Alemania, Manchurla, 

e Indonesia, y recibe nombres como Teeschwamm, té hongo, kombucha, 

wunderplls (hongo maravilloso), hongo, S!l!!.!J., hongo faponés y teekwass; 

todos' estos nombres son de acuerdo al lugar donde es consumida· esta 

bebida. Este autor reportó que para obtener esta bebida en la India 
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utl llzan hojas secas de té (Thea shlnensls), las que son remojadas en 

agua para obtener un extracto, al que se adiciona sacarosa y se esterill 

za; se Inocula con una porción de nata y se Incuba a 25°C. En poco 

tiempo se forma una película sobre el sustrato; con el tiempo esta capa 

se va engrosando hasta alcanzar de 1 a 2 pulgadas. Después de 15 días 

el líquido se recolecta y es consumido; si se adicionan nuevos lngredle.u 

tes nutritivos, la fermentación se repite. Respecto a la microbiología 

de esta bebida, mencionó la presencia de la bacteria Acetobacter sp. y 

de dos levaduras. Al determinar la actividad de cada uno de estos organl.! 

mos en el proceso de fermentación, se~aló que con los tres mlcroorganis -

f110S en combinación se forma rápidamente una película, no se acumula gas 

y ocurre una fermentación típica normal. Cuando sólo se encuentra 

Acetobacter se produce gas y no se forma pel Ícula; las levaduras usadas 

solas o en combinación no forman película. Además, se detectó la actlvl -

dad de un antibiótico en contra de Agrobacterlum tumefaclens (Smlth y 

Townsend) Conn. En Rusia se han estudiado los efectos de este antibiótico, 

l.!l ~e l.!l vivo, tanto en medicina humana como animal. 

En 1972, Kozakl !!_!l.· reportaron que Acetobacter xyllnum era el 

principal organismo Involucrado en la formación de esta nata. Varios tipos 

de levaduras, como son Saccharomyces sp., Toruloesls ~ (sinónimo de 

Candlda ~ (Harrlson) Meyer et Yarro~. Plchla membranaefaclens Hansen 

y Candlda gullllermondll (Castellanl) Langeron et Guerra fueron aisladas 

del té hongo japonés: del té hongo de Formosa se aislaron Candlda .2.!?!l!.!! 

(sinónimo de Clavlspora lusltanlae Rodríguez de Miranda) y Kloeckera 

aplculata (Reess Emend. Klocker) Janke • 

Después de los Últimos estudios microbiológicos realizados en las 

zoogleas, se despertó el Interés de algunos Investigadores por encontrar 

alguna aplicación práctica a la Investigación básica realizada hasta 
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ahora. 

Salnt-Phard Delva (1984), como tema de su tesis profesional, empleó 

algunas de las cepas de bacterias fijadoras de nitrógeno aisladas por 

Herrera~.!.!. en 1984, para enriquecer por fermentación sólida el cont~ 

nido de proteínas de los desperdicios de plátano maduro con objeto de 

producl r un al !mento animal, destinado principalmente a monogástrlcos. 

J. Taboada (del Instituto de Qurmtca de la UNAM), J. DÍaz Garcés 

(de la Universidad Autónoma Metropolitana, Xochlml leo), y M. Ul loa y 

T. Herrera (del Instituto de Blologra de la UNAM) se encuentran reallza.!1 

do investigaciones experimentales con tlblcos y madre' del vinagre para 

determinar su posible utilización en la al lmentaclón de aves de corral 

(comunicación personal). 

15. 



MATERIALES Y MÉTODOS 

Origen de las muestras de tlblcos y de la 
madre del vinagre estudiadas 

Las muestras de tlblcos de las que se aislaron las levaduras, obje-

to del presente estudio, son de diferente procedencia: tres son de la 

Ciudad de México y una de un mercado de la Ciudad de Xalapa, Ver. 

Como los tlblcos son utilizados por amas de casa y otras personas 

para obtener tepache y vinagre, estas zoogleas se van pasando de una 

persona a otra, lo que hace difícil o Imposible conocer el origen lnl-

clal de las muestras recibidas en el laboratorio para su estudio; debido 

a lo anterior, se desconocen las condiciones en las que se fueron repro-

duclendo estas zoogleas, aunque se puede suponer que el sustrato donde 

se desarrollaron fue pllonclllo o el jugo de alguna fruta y sacarosa. 

La pulpa de la madre del vinagre de la que se aislaron las otras 

dos especies de levaduras descritas en el presente estudio, se formó 

durante la producción casera de vinagre, a partir de vino de uva. 
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Aislamiento de las cepas de.levaduras estudiadas 

Se aislaron cinco cepas de levaduras, tres a partir de tlblcos, una 

de la pulpa o nata de la madre del vinagre, y otra del 1 Íquldo en el que 

se desarrolló esta nata. 

Las tres cepas de levaduras de tlblcos y la cepa de pulpa de madre 

del vinagre se aislaron por Inoculación directa de un grano de tlblco, o 

~e un pequeño trozo de pulpa, en placas de medio de VB agar (JVB agar: 

jugo de 8 verduras, marca Campbel 1, 180 ml; carbonato de calcio, 2 g; 

agar, 20 g; agua destilada, 1000 ml), diluyendo el lnóculo por medio de 

múltiples estrías en varias placas del medio de cultivo. La cepa del 

líquido en el que creció la madre del vinagre se aisló tomando una asada 

del mismo y diluyéndolo por estrías también sobre placa~ de JV8 agar. 

Posteriormente, a partir de las colonias puras obtenidas de cada 

muestra, se hicieron resiembras a los medios de cultivo específicos sóll 

dos y líquidos necesarios para el estudio y que se señalan en los cuadros 

3-15. Los medios de cultivo se esterilizaron en autoclave (15 mln a 15 

lbs de presión) o por·mlcroflltraclón, según el caso, y se cuidó de 

seguir condiciones asépticas en todos los procedimientos. Todos los cul­

tivos se hlcleron por dupl lcado. 

'•, \ 

·.' 
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los criterios y métodos que se siguieron para identificar las leva• 

duras aisladas están basados en los propuestos por van der Walt, descri· 

tos en el tratado "The Yeasts" de Lodder (1970), e Incluyen el estudio 

de las caracterfstlcas morfolÓglcas, con las que se demarcan los taxa 

superiores (familias y géneros), y de las caracterfstlcas flsiolÓglcas y 

bioquímicas, con las que se determinan los taxa Inferiores (especies). 

La Identificación se llevó a cabo siguiendo las claves de Lodder 

( 1970), de Kreger-van RIJ ( 1984), y de Barnett ,tl !!· ( 1970); esta 

Última clave también está basada en las pruebas propuestas por van der 

Walt (In Lodder, 1970). 

En el cuadro 1 se presentan, comparativamente, las características 

que consideran Lodder y Kreger-van RIJ para la Identificación y descrlp· 

clón de levaduras. El Último autor ha reducido el número de fuentes de 

carbono para las pruebas de fermentación y de asimilación, e Incluido 

otras pruebas más modernas. 

En el cuadro 2 se Indican las pruebas que se realizaron en el prese.!l 

te trabajo; como se puede apreciar, no son todas las que siguen Lodder y 

Kreger-van Rlj, pero fueron suficientes para lograr la Identificación de 

las especies de levaduras estudiadas, y, además, no hubiera sido posible 

hacerlas todas debido a las 1 Imitaciones de equipo y materiales que 

existieron. En los cuadros que describen la metodología y los resultados 

de esta tesis se siguió el mismo orden de la numeración utilizada en el 

cuadro 2. 

En el cuadro 3 se citan las características morfolÓglcas estudiadas. 

En el cuadro 4 se describe el método que se utilizó para preparar los 

lnóculos de las levaduras en estudio. En el cuadro S se presenta el mét,e 

do que se usó para determinar el grado de aslml ración de compuestos de 

carbono, de nltr0geno, de requerimientos vitamínicos para el crecimiento 
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y de resistencia a la clclohexlmlda. 

La metodología para estudiar las características fisiológicas y 

bioquímicas, con la que se pudo Identificar y describir las levaduras 

estudiadas, se presenta en forma resumida en los cuadros 6-15. En los 

cuadros 3 y 6-15 se Indican las fórmulas de los medios de cultivo utlll 

zados, los modos de preparación y métodos de Incubación, asr como las 

observaciones que se real Izaron en cada una de las pruebas. 

En el cuadro 16 se presentan los resultados del estudio morfológi­

co de cada una de las levaduras Identificadas. 

Los compuestos de carbono que se utilizaron en las pruebas de fer­

mentación y de asimilación están Indicados en el cuadro 17, correspon-­

dlente a la sección de resultados. 

Los cultivos para las pruebas de fermentación y de asimilación se 

mantuvieron en Incubadoras diferentes, debido a que el alcohol etfllco 

producido por las levaduras durante la fermentación podría Interferir 

en las pruebas de aslmllaclón y dar lugar a resultados positivos de asl­

ml lac Ión fa 1 sos. 
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Cuadro 1. Principales características Que se toman en consideración para la ldentlffcación v clasificación de levaduras, según la met.odología propuesta por Lodder 11970) 
y Kreger-van Ri j 11984) 

Lodder 

A. Características morfológicas 
1. Características de la reproducción vegetativa 
2. Características de las células vegetativas 

R Características culturales 
1. Crecimiento en medio líquido 
2. Crecimiento en medio sól Ido 

c. 
1. 
2. 

3, 

r. 
1. 

2. 
3. 
4 . 
5, 
6. 
7. 
8. 
9. 

10. 
11. 
12. 
13. 

Características sexuaies 
Características de ascas y ascosporas 
lnterfertil idad de levaduras ascomlcetes como 
criterio taxonómico 
Caracterfsticas de tel losporas y esporidios (basidiosporas) 

Características fisiológicas 
Utl 1 lzaclón de comn11Pstos de carbono 
al Fermentación de 11 compuestos de carbono 
b) Asimilación de 31 compuestos de carbono 
c) Desdoblamiento de arbutlna 
Aslml !ación de 5 compuestos de nitrógeno, 
Crecimiento en medio libre de vitaminas 
Crecimiento en ~edlo de alta presión osmJtica 
. Crecimiento a elevada temperatura 
Producción de áciQo · 
Produce ión extracelular de compuestos .a~I loides 
Hidrólisis de urea 
Desdoblamiento de grasa· 
Formacion de pigmento· 
Producción de ésteres 
Resl stencl a a la e i e loliex imi da 1act1:d i one) 
Licuefacción de gelatina 

Kreger-van Rlj 
1 

A. Características de la reproducción vegetativa 
1. Tipo de reproducción vegetativa 
2. Características de las células vegetativas 

a) Morfología de células vegetativas creciendo en medio 1 Íquido y en medio sólido 
b) Formación de seudomicel io y micelio verdadero 
c) Formación de endosporas asexuales 
d) Formación de clamidosporas 
e) Formación de tubos germlnatlvos por Candida albicans 
f) Formación de ballstosporas --.--
g) Ultraestructura de la pared celular y de los septos 

B. Características sexuales 
1. Características de la formación de ascosporas 

a) Características de ascas y asco5poras 
b) Métodos para aislamiento (purificación de tipos de apareamiento) 

2. Características de la formación de basldlosporas 
3. Técnicas de hlbrldlzaclón para propósitos taxonómicos 

c . 
1. 

2. 
3; 
4. 
5. 
6. 
7. 
8. 
9, 

10. 
11. 
12. 
13. 
14. 
15. 
16. 
17. 
18. 
19. 
20. 
21. 

1 

Caracterr st 1 cas f 1 si o lógicas y. bioquímicas ¡ 
Utl 1 lzaclón de compuestos de carbono i 
a} Fermentación de 6 compuestos de carbono.'., 
b) Aslml !ación de 18 compuestos de carbono ,¡ 
c) Desdoblamiento de arbutlna 
Asiml !ación de 5 compuestos de nitrógeno 1 

Crecimiento en medio 1 lbre de vi tamlnas y/o: requerimientos de vitaminas 
Crecimiento en medios de alta presión osmótica 
Crecimiento a 37°C; determinación de la máxima temperatura de crecimiento 
Produce i Ón de ácl do a pa rt 1 r de g 1 u cosa , 
Formación de compuestos amlloldes extracefulares 
Producción de amonio a partir de urea 
Desdoblamiento de grasa 
Producción de ésteres 
Resistencia al antibiótico ciclohexlmlda 
Tolerancia a 1% de ácido acético 
Licuefacción de gelatina 
Tlnclón de pared celular con azul B de dlazónlo 
Crecimiento en medio de canavanlna•gf lclna•azul de bromotfmol 
Porcentaje mofar de guanfna-cltoslna en el ~DN nuclear 
Reasoclacfón de ADN nuclear 
Estructura de la coenzlma Q 
Tlnclón de núcleo con Giemsa 
Síntesis de melanina 
Crecimiento en medio con indicador de tetra~ol ío 



Cuadro 2. Características morfológicas y fisiológicas consideradas por la autora para el estudio de las 
levaduras objeto del presente trabajo 

1. Características morfológicas 

A. Hacromorfología o características culturales 

1. Crecimiento en medio líquido 
2. Crecimiento en medio sólido 

B. Hlcromorfología 

1. Características de la reproducción asexual o 
vegetativa 

2. Características de las células vagetatlvas 

a) Horfolo~ía en medio sólido 
b) Fonnaclon de seudomlcello y de mlc•llo 

verdadero 

3. Características de la reproducción sexual 

a) Proceso de formación de ascas y ascosporas 
b) Características de ascas y ascosporas 

11, Características fisiológicas y bioquímicas 

1. Utilización de compuestos de carbono 
a) Fermentac 1 ón 
b) Aslml !ación 
e) Desdoblamiento de arbutlna 

2. Utilización de compuestos de nitrógeno 
a) Asimilación de KN03 
b) Asimilación de NaN02 

3, Requerimientos de vitaminas para el crecimiento 
a) Crecimiento sin vitaminas 
b) Efecto de diferentes vitaminas 

4. Resistencia al antibiótico clclohexlmlda 

5. Crecimiento en medios de alta presión osmótica 
a) Tolerancia a 50 y 60% de glucosa 
b) Tolerancia a concentraciones de 1-18% de clo­

ruro de sodio 

6. Producción extracelular de compuestos amlloldes 

7, Producción de ácido a partir de glucosa 

8. Crecimiento a 37•c 
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Cuadro J. Metodología usada para determinar las características morfolÓglcas de las levaduras estudiadas 

A. Macromorfología o 
características culturales 

1. Crecimiento en medio 1rquldo 

2. cr·eclmlento en medio sól Ido 

8, 

1. Características de la reproduce 1 ón 
a sexua 1 o vege·ta t 1 va 

Glucosa-extracto de levadura­
peptona (GELP): glucosa, 20 g; 
extracto de levadura, 5 g; 
peptona, 10 g; agua destl lada, 
1000 mi 

Glucosa-extracto de levadura• 
pepttina-<igar (GELPA): glucosa, 
20 g; extracto de levadura, 
5 g; peptona, !O q; agar; 20 g; 
agua dest 11.ada, 1000 mi 

GELPA 

Se 1 ncubó a 2s-2s•c durante 
3·4 días y se hicieron obser 
vacfones; después se dejó -
a temper°a tura amb 1 ente y 
semanalmente se registraron 
las características del crecl 

·miento durante JO días -

ldem 

1dem 



Cuadro 3 (cont 1 nuacl ón) 

2. Caracterrstlcas de las células vegetativas 

a) Morfologfa en medio sólido 

b) Formación de seudomlcello y de 
micelio verdadero en placa de 
Dalmau 

GELPA 

Har 1 na de ma Í z-aga r 
(HMA DI feo): harl ná de 
maíz, 17 g; agua destl 
1 ada, 1000 m 1 

Placa de Da lmau: se 
Inoculó la placa de agar 
con dos estrías paralelas 
y dos p lcaduras y se 
cubrieron con cubreobjetos 
estériles, el extremo de 
una de las estrías y una 
de las picaduras para 
crear condiciones anaero­
bias o mlcroaeroffllcas de 
cultivo 

ldem 

Se Incubó a 25-28°C durante 
6-8 dÍas y se observó si 
hubo o no forma e 1 ón de 
seudomlcello y de micelio 
verdadero 



cuadro 3 (continuación) 

3, Características de la reproducción sexual 

a) Proceso de formación de ascas y 
ascosporas 

b) Características de ascas y 
ascosporas 

GELPA 

Acetato agar o medio de 
Fowel (FA): acetato de sodio, 
5 g: agar, 20 g; agua destl• 
lada, 1000 mi 

Gorodkowa agar (GA): glucosa, 
1 g; peptona, 10 g; cloruro 
de sodio, 5 g; agar, 20 g; 
agua destilada, 1000 mi 

HHA 

Papa•dextrosa-agar 
(PDA Olfco)~ papa-dextrosa­
agar, 39 g; agua destilada 
1000 mi 

Extracto de malta agar 
(EHA Olfco): extracto de mal 
ta agar, 33,6 g; agua destl:' 
lada, 1000 mi 

Trozos de zanahoria (Z): 
trozos pequei'ios de zanahoria 
en tubos con un poco de agua 
(para prevenir la desecación) 

ldem A.1 



Cuadro 4. Método utl 1 lzado para preparar el lnóculo de la levadura por 
Identificar, y que se usó para las pruebas de fermentación y aslml la­
clón de compuestos de carbono, de aslml laclón de compuestos de nltróg~ 
no, de resistencia a la clclohexlmlda y de requerimientos de vitaminas 
para el crecimiento 

Cultivo joven y vigoroso en GELPA 

En un tubo de 12 x 160 mm con 3 mi de agua destilada 
estérl 1, se suspendieron varias asadas 

t 
Se diluyó la suspensión agregando 6 mi de agua destl 
lada estéril 

t 
Se ajustó la turbidez de la suspensión, observándola 
contra una tarjeta blanca marcada con líneas negras 
de 3/4 mm, hasta obtener una concentración 3+ para 
las pruebas de fermentación y 2+ para las pruebas de 
asimilación de compuestos de carbono, de asimilación 
de compuestos de nitrógeno, de resistencia a la 
clclohexlmlda y de requerimientos de vitaminas para 
el crecimiento (ver cuadro 5) 

t 
Se Inocularon los tubos con los distintos medios con 
una gota (0,05 mi) de esta suspensión (ver cuadros • 
6. 7. 9' 1 o. 11 • 12 y 14) 
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Cuadro 5, Metodología usada para apreciar la turbidez de los cultivos 
de levaduras sometidas a las pruebas de asimilación de compuestos de 
carbono y de nitrógeno, de requerimientos de vitaminas para el creci­
miento y de resistencia a fa clclohexlmlda (ver cuadros 6-7 y 9-12 

El grado de turbidez de los cultivos se determinó por observaciones 
real izadas durante un mes, agi tancJo los tubos y cof.:icándolo; contra una 
tarjeta blanca marcada con 1 íneas negras de 3/4 nv11 de grosor; el creci­
miento de la levadura, que está directamente relacionado con el grado 
de visibilidad de las 1 íneas, se Interpretó de la siguiente manera: 

3+ el crecimiento tapa completamente las líneas 
2+ las líneas se ven difusas 
lt las líneas se distinguen, pero los bordes no se ven bien definidos 
- las líneas se ven claramente 

Para asimilación de compuestos de carbono 

3+ y 2+ se consideraron como asimilación positiva 
1+ se consideró como asfmllación positiva débil o negativa, depen­

diendo de la comparación con el tubo testigo 

Para asimilación de compuestos de nitrógeno 

3+ y 2+ en la prueba real Izada en el segundo tubo, se consideraron como 
aslml !ación posi tlva (ver cuadro 9) 

1+ aslml laclón negativa 

3+ 

2+ y lt 

Para determinar los requerimientos de vitaminas para el crecl 
miento 

en MLV en el segundo tubo (ver cuadro 10) o en MLV más alguna 
de las vitaminas probadas se consideró como crecimiento positi­
vo, lo que Indica que la levadura sintetiza las vitaminas que 
requiere 
se tomaron como crecimiento negativo, lo que Indica que la leva 
dura requiere de una fuente exógena de vitaminas (ver cuadro -
11) 

Para la resistencia a la clclohexlmlda 

3+ y 2+ se tomaron como crecimiento positivo, lo que muestra que la 
levadura es resistente 

1+ ó - se consideró como crecimiento negativo, fo que Indica que fa 
levadura es Inhibida 
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Cuadro 6. Metodología usada para determinar las caractedsu'cas flslol.2, 
glcas y bioquímicas de las levaduras estudiadas 

1. Utilización de compuestos de carbono 

a) Fermentación 

Medio basal de Wlckerham Soluciones de compuestos de carbono 

4.5 g extracto de levadura 
7,5 g peptona 

1000 mi agua destilada 

6.0 g del compuesto de carbono 
(para la rafi nosa se usaron 
12 g) 

t 
2 mi/tubo de Ourham* 

t 
Se esterl 1 Izó en autoclave 

100 mi agua destl lada 

t 
Se disolvió perfectamente y 
rlllzó por mlcrotltracfón 

1 mi/tubo con medio basal de 

7 
Tubos de Durham con 3 mi de medio de cultivo para la 
prueba de fermentac 1 óri t 
Se Inoculó con una gota (0.05 mi) de una suspensión 
densa (3+) procedente de un cultivo vigoroso de la 
levadura por Identificar (ver cuadro 4) 

t 
Se Incubó a 25-28°C 

t 
Se observó a los 1, 2, 3, 4, 7, 10, 14 y 24 dras si 
hubo o no producción de COz en los tubos de Durham, 
lo que lmpl lea fermentación positiva rápida, media­
na o lenta, o fermentación negativa 

se est! 

"'Tubos de cultivo, de 12 x 160 mm, con un tubo peqúei'lo lnver 
tldo en el fondo, que es en el que se acumula el co2 , des~­
plazando el 1 Íquldo, si hay fermentación 
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Cuadro 7, Metodología usada para determinar las características fisioló­
gicas y bioquímicas de las levaduras estudiadas 

1. Utl 1 lzaclón de compuestos de carbono 

b) Asimilación 

Medio de cultivo 

6,7 g base nitrogenada para levaduras (BNL) 
5,0 g del compuesto de carbono 

(para la raflnosa se usaron 10 g) 
100 mi agua destilada 

. t . Se dlsolvlo perfectamente y se esterilizo por mlcrofll· 
traclÓn t 
Se transfirieron 0,5 mi del medio de cultl~o a cada 
tubo de 12 x 160 mm con 4.5 mi de agua destilada 
estérl 1 t 
Tubos con 5 mi de medio pera prueba de aslml !ación; 
los tubos testigos contuvieron solamente BNL 

t 
Se Inoculó con une gota (0.05 mi) de una suspensión 2+; 
procedente de un cultivo vigoroso de la levadura por 

·Identificar (ver cuadro 4) t 
Se Incubó a 25-28°C, se agitó y observó periódicamente 
durante un mes t 
Se evaluó el grado de aslml !ación con una tarjeta bla.!l 
ca marcada con líneas negras de 3/4 rrm (ver cuadro 5) 
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Cuadro 8. Hetodolog(a usada para determinar las características fislolÓ• 
glcas y bioquímicas de las levaduras estudiadas 

, Utilización de compuestos de carbono 

c) Desdoblamiento de arbutlna 

Medio de cultivo de arbutlna agar (AA) 

5,0 g arbutlna 
1.0 g extracto de levadura 

20,0 g agar 
1000 mi agua des ti lada 

- t . . 
Se dlsolvlo perfectamente, se vertlo en tubos de 
10 x 100 mm y se esterilizó en autoclave 

' t . 
Antes de que el medio de cultivo solidificara, 
'se le adicionaron 2 ó 3 gotas de una solución 
estéril de citrato férrico de amonio al 1% 

Se agitó cuidadosamente lra evitar la formación 
de espuma 

t 
Se Inoculó el medio sólido por estría, a partir 
de un cultivo vigoroso de la levadura en estudio 

t 
Se Incubó a 25·28°C; se hicieron observaciones 
periódicamente durante un mes 

. t . 
Se observo si hubo o no producclon de un color 
café en el medio de cultivo; (si lo hay Indica 
desdoblamiento de arbutina) y se comparó con un. 
tubo testigo con AA, pero no Inoculado 
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Cuadro 9, Metodología usada para determinar las características flslolÓ· 
glcas y bioquímicas de las levaduras estudiadas 

2. Utilización de compuestos de nitrógeno 

a) y b) Aslml laclón de KN03 y de NaN02 

Medio de cultivo 

11 .7 g base carbonada para levaduras (BCL) 
0,78 g KN03 & 0.26 g NaN02 

100 mi agua destilada 

Se disolvió perfectament~ y se esterilizó por micro• 
fl ltraclón 

t 
Se transfirieron 0.5 mi del medio de cultivo a cada 
tubo de 12 x 160 mm con 4.5 ml de agua destilada 
estéri 1 

t 
Tubos con 5 mi de medio para prueba de asimilación; 
los tubos testigos contuvieron solamente BCL t . 
Se Inoculó con una gota (O.OS mi) de una suspensión 
2+, procedente de un cultivo vigoroso de la levadura 
por Identificar (ver cuadro 4) 

t 
Se Incubó a 25·28°C durante 7 días; después se tomó 
una asada para Inocular un segundo par de tubos con 
medio de cultivo, con objeto de asegurar la ausen­
cia de trazas de nitrógeno en el medio y en el 
lnóculo, y evitar asf resultados positivos de aslml 
faetón falsos t -
Se Incubó a 2s-2s•c; se agitó y observó periódica· 
mente durante un mes 

Se evaluó el grado de asl!llaclón con una tarjeta 
blanca marcada con 1 Íneas negras (ver cuadro 5) 
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Cuadro 10. Metodología usada para determinar las características fisioló­
gicas y bioquímicas de las levaduras estudiadas 

3. Requerimientos de vitaminas para el crecimiento 

a) Crecimiento sin vitaminas 

Medio de cultivo 1 lbre de vitaminas (MLV) 

16.7 g MLV 
100 mi agua destilada 

t 
Se calentó el agua para disolver perfectamente el 
medio y se esterilizó por mlcroflltraclón 

t 
Se transfirieron 0,5 mi del MLV a cada tubo de 
12 x 160 mm con 4.5 mi de agua destilada estéril 

t 
Tubos con 5 mi del medlo~ara la prueba 

Se Inoculó con una gota (0.05 mi) de una suspensión 
2+, procedente de un cultivo vigoroso de la levadu· 
ra por Identificar (ver cuadro 4) 

Se Incubó a 25·2B°C dura~e 7 días: después se tomó 
una asada para Inocular un segundo par de tubos con 
medio de cultivo, con objeto de asegurar la ausen• 
cla de vitaminas en el medio y en el lnóculo, y 
evitar así resultados positivos falsos de creclmlen 
to sin vitaminas 

t 
Se Incubó a 25·2B°C, se agitó y observó periódica• 
mente durante un mes 

t 
Se evaluó el grado de asimilación con una tarjeta 
blanca marcada con líneas negras de 3/4 nvn ·(ver 
cuadro 5) 
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Cuadro 11. Metodología 1,;sada para dete:-minar las características fisioló­
gicas y bioquímicas de las levaduras estudiadas 

3. Requerimientos de vitaminas para el crecimiento 

b) Efecto de dlfer~ntes vitaminas 

Medio de cultivo 

Se transfl rieron 0.5 mi de MLV a cada tubo de 
12 x 160 mm con 4.5 ml de la solución de vitaminas por 
probar* 

t 
Tubos con 5 ml del medio para determinar las vitaminas 
requeridas 

t 
Se Inoculó con una got~ (0.05 mi) de una suspensión 
2+, procedent,-! de un cultivo vigoroso de la levadura 
por Identificar (ver cuaJro 4} 

Se Incubó a 25-za•c; s_e ritó y observó periódicamente 
durante un mes 

t 
Se evaluó el grado de crecimiento con una tarjeta 
blanca marcada con 1 íneas negras de 3/4 mm (ver cuadro 
5) 

~'Soluciones de las vitaminas (esterilizadas por mlcroflltraclón) 

Blotina 
Pantotenato de calcio 
l'Ccldo fól leo 
lnosltol 
Nlacl na 
l'Ccldo paramlnobenzolco 
Rlboflavfna 
Hldrocloruro de tlamlna 
Hidrocloruro de plrfdoxlna 

,.ug 11 tro 

20 
2 000 

2 
10 000 

400 
200 
20:J 
400 
400 
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Cu¡idro 12. Metodolpgía usadii para determinar las características flsloló-
glcas' y bloquíinú:ás de las 1evadur·~s1 estl:iifladiú{·' ·· 1•• .• 1,,,, 1 ••• 1· ,_J 

· r· , ; ' · , ; · , ' ' · :~· :' • .. /, '· : •. _; ,, · i} G ') rj 

4. Resistencia al antibiótico clclohexlmlda 
.,, i,1·1;•:· : _•i¡ 1' .' ) .' 

Medio basal . l·. 

6.7 g base nitrogenada pará' leVaéluras' (BkL) 
5.0 g glucosa 

Solución de clclohexlmlda 
al 0.1 y al 0.01% 

100 mi agua destl lada: .. -: ·' . ·,:; , .. t·· .. ,., ,;,· 
. · ·t. •:. , ·' :~··! • .i. Se dlsolvla perfect_all\ente y .~e, esterilizo . Se dls'olvH>'perfectalnente 

por'm'icroflltractóri"· '") ' · · r ª""·' •1y'se··est'eri111zó pot1mlcro 
·, .. ··.··.·t"·,..·.:,·.·.· 

1 
, '.·.· •.• ~ filtración··);\ · ' · -

:.!,1.f ';"'! 1: ;•· ·····t ' .. ·:-. 
Se transfirieron 0.5 mi del medio de cultl Se transfirieron 4.5 mi de 
vo a cada tubo con la solución de clclohe':' esta solución a tubos esté 

xl•ld• .... ~·~ 1~~ -

Tubos con 5 ml del medio par:a la prueba de resisten 
cla.al .antibiótico . , . , . .. . -:, 

·' ",'.' ','." ~ .. ~,'',~ ·-~'l'·,·;·~,' ... :,·,'.,',!'. '.-v',,.·¡;~ "' 
Se Inoculó con una gota (O.QS mi) de una suspensión 
2+:. procedente de un cultlvcf vigoroso de la levadu­
ra por Identificar (ver cuadro 4) 

· i:~1 • , .. ""' •''-''l' ''''.,,.:.,:;: ·.;, .·· .,,;:;'.):.:,' ., 
Se Incubó a 25-28°C; se agitó y observó perlódlca-
mante durante tres semanas · 

Se evaluó el grado de reÍstencla con una tarjeta 
blanca marcada con líneas negras de 3/4 mm (ver 
cuJdro 5) 



Cuadro 13. Metodología usada para determinar las características flsloló­
glcas y bioquímicas de las levaduras estudiadas 

5. Crecimiento en medios de al ta presión osmótica 

a) Tolerancia a 50 y 60",{, de glucosa 

Medio de cultivo 

50% peso/peso 

· 50.0 g glucosa 
, 0.5 g extracto de _levadura 
2.0 g agar 
50 mi agua dest 1 lada 

60",{, peso/peso 

60.0 g glucosa 
0.5 g extracto de levadura 
2.0 g agar 
40 mi agua. des ti lada 

Se disolvió perfectamente y se vertió en tubos de 
10 x 100 mm; se esterilizó en autoclave 

t 
Se Inoculó el medio sólido por estría, a partir de 
un cul tlvo vigoroso de la levadura en estudio 

t 
Se Incubó a 25-28°C; se hicieron observaciones 
periódicamente durante un mes 
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Cuadro 14. Metodología usada para determinar las características f lsioló­
glcas y bioquímicas de las levaduras estudiadas 

S. Crecimiento en medios de alta presión osmótica 

b) Tolerancia a concentraciones de 1·18% de cloruro de sodio 

Medio de cultivo 

18.0 g glucosa 
9 ,O g peptona 
4.S g extracto de 1 evadura 
900 mi agua destilada 

. . t 
Se distribuyo en volumenes de 50 mi en vasos de precl• 
pitados de 100 mi (18 vasos) 

t 
A cada volumen se le adicionó la cantidad de cloruro 
de sodio correspondiente (concentraciones de 1-18°/o de• 
cloruro de sodio) 

t 
Se disolvió perfectamente, se distribuyó en volúmenes 
de S mi en tubos de 12 x 160 mm y se esterilizó en 
autoclave t 
Se Inoculó con una gota (0,05 mi) de una suspensión 
2+, procedente de un cultivo vigoroso de la levadura 
por Identificar (ver cuadro 4) 

o t 
Se Incubó a 25·28 C durante 7 días 

t 
La concentración más baja de cloruro de sodio en la 
que n9 hubo crecimiento visible se tomó como el líml• 
te de tolerancia al cloruro de sodio 
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Cuadro 15. Metodología usada para determinar las características fisioló­
gicas y bioquímicas de las levaduras estudiadas 

6. Producción extracelular de compuestos amlloldes 

Al final de las pruebas de asimilación se seleccionaron algunos de los 
tubos que mostraron crecimiento positivo en algún azúcar o alcohol y se­
les adicionó una gota de lugol. La producción de compuestos amlloldes es 
comprobada al presentarse una reacción de color azul a púrpura o verde 

7. Producción de ácido a partir de glucosa 

Medio de cultivo 

50.0 g glucosa 
5.0 g extracto de levadura 
5.0 g carbonato de calcio 

20.0 g agar 
1000 mi ª1ua destilada 

Se dlsolvló perfectamette, se esterilizó en autoclave 
y se vertió en cajas de petrl 

. t Se Inoculo el medio sol Ido por picadura central a 
partir de un cultivo vigoroso de la levadura en estu­
dio. Como testigo se utilizó una caja con medio sin 
Inocular 

t 
Se 1 ncubó a 25·28°C durante dos semanas 

• t 1 • • Id 1 Se observo si hubo o no produce on de ac o en e 
medio. La clarificación del medio Indica producción 
de ácido. 

8. Crecimiento a 37°C 

Tubos con GELP se Inocularon con una asada de un cultivo vigoroso de 
la levadura en estudio. Se Incubó a 37°C duraQte 30 dfas. Se observó si 
hubo o no crecimiento en este medio de cultivo líquido; no se utll Izó 
un medio con agar pues a esta temperatura se deshidrata 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Los cuadros 16-17 contienen los resultados del estudio realizado a 

las tres cepas aisladas de los tlblcos y a las dos cepas aisladas de 

la madre del vinagre. Una de las cepas procedente de tlbicos fue Iden­

tificada como Brettanomyces lntermedlus (Krumbholz et Tauschanoff) van 

der Walt et van Kerken. Las otras dos cepas aisladas de tlblcos fueron 

Identificadas como Saccharomyces cerevlslae Heyen ex Hansen. Las cepas 

de la madre del vinagre correspondieron a Zygosaccharomyces .!?i!.L!l!. 

(Llndner) Gullllermond (aislada de la pulpa) y a f..!..Eb..!.! membranaefaclens 

Hansen (aislada del líquido en que se hallaba creciendo la pulpa). 

Siguiendo las claves de Barnett !! .2J.. (1979), Ja cepa de 

Brettanomyces correspondió a.!!.· custersll o a~ Intermedia (esta 

Última es el estado sexual de.!!.· lntermedlus). Siguiendo Ja clave de 

Kreger-van Rlj (1984) para las especies de levaduras que forman micelio 

verdadero, se llegó a.!!.· anomalus¡ no obstante, la dlagnósls del género 

Brettanomyces no Indica que éste produzca mlcel lo verdadero (únicamente 

forma seudomlcel lo y filamentos unicelulares, ramificados y no septados, 

llamados blastese), Con Ja clave del género Brettanomyces (del mismo 

Kreger-van RIJ) se observó que la cepa en discusión era afín a 

.§.. anomalus y a,!!. custersll, pero los resultados de las pruebas de as! 

mllaclón correspondieron más a los de.!!· lntermedlus, por lo que en 

este trabajo se determinó a dicha cepa como perteneciente a esta Última 

especie, que ha sido reportada en mosto y vino de uva, Instalaciones de 

vinaterías y de equipo contaminado en fábricas de cerveza de sorgo. 
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Cuadro 16. Características morfológicas de las especies de levaduras estudiadas 

1. Características morfológicas 

A. '1acromorfolog[a o caracter[sticas culturales 

1. Crecimiento en medio 1 fquldo (GELP) 

2. Crecimiento en medio sÓI Ido IGELPAl 

B. ~lcromorfología 

1. Caracterfstlcas de la reproducción asexual o 
vegetativa IGELPA) 

2.Caracterfstlcas de las células vegetativas 

al '1orfología en medio sól Ido (GELPA) · 

b) Formación de seudomlcello 

y 

de micel lo verdadero en 
placa de Dalmau IH'IA) 

·+ 

Bret tanomyces · 
intermedius · 

de tlblcos 

Abundante sed 1 mento 
flocoso y mucolde· 

Aorox. 1 .6 cm de diáme­
tro a los 35 dÍas. Buti 
rosa, blanco crema, -

~· lisa, suave y semlbri -
1 lante. Cultivó aromá -
tlco lá fruta y/o ácido 
acét leo) 

Gemación' multilateral 

Células blaplculadas, 
·oglvales y ellpsoldales. 
de 7,5-12.s x s-7.5 )l!1l 

Bien desarrollado, 
anaerob lo 

Ausente 

Saccha romyces 
cerevl slae 

Abundante sedimento 

Aprox. 3 cm de diáme­
tro a los 50 días. 
Butlrosa, blanco crema, 
1 Isa, suave y semlbrl -
1 lante 

Gemación multilateral 

Células esferoidales y 
globosas, de 7.5-12.5 
X 7,5•12.5 µm 

Bien desarrollado, 
anaerobio 

Ausente 

Zygosaccharomyces 
.!!illJl 

Pi chia 
;;;;;;;;¡;-;:;na e fa c 1 en s 

de madre del vinagre 

Poco sedimento; ani 1 lo 

Aprox. 2..4 cm de diáme­
tro a los 35 días. Butl 
rosa, blanco crema, -
lisa. suave y semlbrl 
l lante 

j 

Gemación multilateral 

Células ovoides, elip­
soidales y cll(ndrlcas, 
de 10-12.5 x ].S-10).lm 

Bien desarrollado, 
aerobio y anaerobio 

Ausente 

Abundante sedimento; 
pelTcula blanca, opaca, 
seca y ascendente 

Aprox, 2.5 cm de diáme­
tro a los 60 dfas. Seca, 
rosada, rugosa, opaca, 
plegada y alveolada 

G emac Ión mul t lla tera 1 

Células ovoides a elon­
gadas, de 7 .s-12.5 x 
5-7 .5 Jim 

Bien desarrollado, 
aerobio y anaerobio 

Ausente 



Cuadro 16 (continuación) 

3. Caracterfstlcas de la reproducción sexual 

a) Proceso de formación de ascas y ascosporas 
(GELPA, F, G, HMA, PDA, EMA y Z) 

b) Caracterfstlcas de ascas y ascosporas 
(mismos medios del Inciso a) 

Situación del asca 

Forma y medidas del asca 

Forma y medidas de las ascosporas 

Número de ascosporas por asca 

Brettanomyces 
1ntermed1 us 

Ausentes 

Saccha romyces 
cerevlslae 

Directamente de la 
célula vegetativa 

Libre (no adherida a 
seudomlcello o mlce-
l lo verdadero) 

Esféricas o el Íptlcas 
(en F), de 6,4-8 pm 

Proladas a esferoidales 
de 1.6-3.2 Jlffi 

2, 3 y 4 

Zygosaccharomyces 
.!?tlill 

Después de la conjuga­
c Ión entre dos células 
1ndepend1 entes 

Libre 

En forma ,de pesas (en 
HMA), de 9,6-14.4 pm 

Globosas a ellpsolda-
les de ],2J1ffi 

2. 3 y 4' 

PI chia 
;;;;;;¡;;:¡¡naefaclens 

No conjugadas, o con­
jugadas entre células 
Independientes, o cé­
lula madre-célula 
hija 

Libre 

El Íptlcas (en F y PDA), 
de 6.4 pm 

En forma de sombrero, de 
1.6pm 

2, 3 y 4 



Cuadro 17. Características fisiológicas y bioquímicas de las especies de leva~uras estudiadas 

11. CaracterÍ9tlcas fisiológicas y bioquímicas 

l. Utilización de compuestos de carbono 

a) Fermentación 

O-glucosa 
Galactosa 
'11 I tosa 
OC:-metl 1-D-glucósldo 
Sacarosa 
Trehalosa 
Mel iblosa 
Lactosa 
Celoblosa 
Mel ec 1 tosa 
Raf i nosa 

b) Asimilación 

O-galactosa 
L-sorbosa 
D-ribosa 
D-xl losa 
L-arabinosa 
D·a rab 1 nosa 
L-ramnosa 
Sacarosa 
Ha 1 tosa 
Trehalosa 
.-i<-ml!'tl 1-0-glucósldo 
Ccloblosa 
Sa 1 i el na 
Arbut 1 na 
'1el ibiosa 
Lactosa 
Raf i nosa 
Mel ec 1 tosa 
1 nul i na 
Almidón soluble 
GI icerol 
Eritrltol 
Rlbi tol 

Bret tanOl'l!yces 
i nter'lll!'d 1 us 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 

+ 

+ 

+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 

+ 

Sacd>a rc-"'yces 
cerevlslae 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 

+ 

+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 

Zygo?accharomyces 
bal 1i1 

+ -,i 
r, 

+ 

" 

l )! 

'! 

·;,• 

+ 1 

+ débil :l 
~:.1 

.·:\ 

+ 
+ 

i " 
f.; 
¡ 
l 

+ 

+ 

Pi chia 
;;;;;;¡;-¡:¡;naefaciens 

+ 

+ 

+ 

+ 



Cuadro 17 (continuación) 

Galactltol 
D-manl to 1 
D•g I ucl tol 
Hlo-lnosltol 
Gluconolactona 
DL-láctlco 
lkldo succínlco 
.(cldc cítrico 
'le ta no 1 
Etanol 
0-g l ucosam 1 na 

2. Ut 111 zacl ón de compuestos de n l t rógeno 
a) Asim! !ación de KN03 

b) Asimilación de NaN02 

3, Reouerimlentos de vitaminas para el crecimiento 
a) Crecimiento sin vitaminas 

4. Resistencia al antibiótico clclohexlmlda 
0.01% 
O. !f.. 

5, Crecimiento en medios de alta presión osmótica 

a) Tolerancia a 50% de glucosa 

Tolerancia a 60% de glucosa 

b) Tolerancia a concentraciones de 1-18Y. de 
cloruro de sodio 

6. Producción extracelular de compuestos ami loides 

7. Producción de ácido a partir de glucosa 

8. Crecimiento a 37°C 

8rettanomyces 
1 ntermedlus 

+ 
+ 
+ débl 1 

+ 
+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

3-4/ 

+ 

+ 

Saccha romyces 
cerevl siae 

+ débl 1 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Zygosaccharomyces 
.!?!l.lJ.l 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

2-3% 

+ 

Plchla 
;¡;;;¡;;:a na e fa el en s 

+ 
+ 

+ 
+ débil 

+ 

+ 

+ 

5-6% 

+ 



Lui:z (1898_. 1899a, 1899b) aisló de los tlblcos una especie de lev! 

dura que describió como nueva y Ja designó como Saccharomyces radalsll; 

Rulz Oronoz (1932) la consideró slnonlmo de~ radalsll. No obstante 

Lodder (1970), Barnett .!!!. tl_. (1979) y Kreger-van Rlj (1984) no aceptan 

la especle..f. radalsll dentro del género.fl.s.h!.!, y su clasificación 

continúa Incierta puesto que parece no haber datos acerca del destino de 

esta cepa, Moreno y OÍaz (1932) reportó la presencia en los tlblcos de 

la levadura que ella determinó como§.. elllpsoldeus; actualmente esta 

especie es considerada como sinónimo de .S.. ceceylslac. Las dos cepas de 

levaduras aisladas de tlblcos, que estudió Mascott y Terrés (1952), y 

q~e fueron determinadas como§.. ovlformls y f . .!:.!!.2,datl var. trumpy, han 

pasado a ser sinónimos de~ .. cerey!slae y f., membranaefaclens, respectl 

vamente. 

Hesseltlne (1965) señaló la presencia de¡. !ntermedlus en las 

zoogleas de tlblcos (tlbl gralns), especie que, como se mencionó pasó a 

ser sinónimo de 1· cerevlslae. Horlsberger (1969), al reportar la comp.Q 

slclón qufmlca de los tlblcos, señaló la presencia de células de levad.Y, 

ras (correspond 1 entes a §.. cerevl s lae) y de células bacterianas (perte• 

neclentes a Lactobaclllus ~y Streptococcus ~); sin embargo, 

no se publicó un estudio detallado acerca de la Identificación de estos 

microorganismos. 

En 1981, UI loa y Herrera reportaron la presencia de§.. cerevlslae 

y f. membranaefaclens en diversas muestras de tlblcos, lo que vino a 

confirmar los resultados obtenidos por otros autores. 

El presente estudio viene a ratlf lcar que 1· cerevlslae es una 

especie constantemente Involucrada en la -formación de las zoogleas de 

los tlblcos. Sin embargo, ·1a especie!· lntermedlus es aquí registrada 

por primera vez para los tlblcos. 
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Respecto e la madre del vinagre, se puede decir que éste es el 

prfmer trabajo en México que trata sobre el afslamlento e Identificación 

de las levaduras que se asocfan con el la. Aquí se describe por primera 

vez la presencia de¡, ~en la pulpa de la madre del vinagre. Dicha 

especie ha sido aislada en otras partes del mundo a partir ·de: brandy ~e 

sorgo, mayonesa, jugo de manzana, vinagre, mosto y vino de uva, vino 

turbio, sidra de pera, peplnlllos en salmuera, salsa Inglesa 

Worcestershlre, heces fecales, refrescos gaseosos y otros sustratos. La 

pulpa de la madre del vinagre, de la que se aisló I· ~. fue cultiva• 

da domésticamente en vino de uva, con objeto de elaborar vinagre, que son 

dos de los sustratos en que se ha encontrado esta es pee 1 e. Su 1 dent i f i ca­

c Ión se logró con las claves de Kreger-van Rij (1984) particulares para 

el género Zygosaccharomyces, lo que no se pudo hacer con las de Barnett 

~ .!!l·• (1979) por haber resultado+ la prueba de asimilación de la raf! 

nosa. 

En países orientales y europeos utll Izan mádre del vinagre para lno• 

cular una Infusión de hojas de té con azúcar, que al fermentar produce 

una beb.lda popular llamada té hongo (Hesseltlne, 1965), Del té hongo 

Japonés se han aislado Saccharomyces sp., Torulopsls ~ (sinónimo de 

Candlda ~ (Harrlson) Meyer et Yarrow), ~ membranaefaclens 

Hansen y Candida gullliermondll (Castellanl) Langeron et Guerra; del té 

hongo de Formosa se han aislado Candida ~(sinónimo de Clavispora 

lusltanlae Rodrfguez de Miranda) y Kloeckera aplculata (Reess Emend. 

Kléicker) Janke. 

De los resultados obtenidos en el prese~te estudio se desprende una 

concordancia respecto a la presencia de f· membranaefaclens en el lfquldo 

donde se desarrolla la madre del vinagre. Por otro lado, !:.· .!a!!l!J. no 

habfa sido registrada en la madre del vinagre, ni en México ni en otros 
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lugares, y las especies de levaduras reportadas para el té hongo parecen 

haber sido aisladas del líquido, no de la pulpa 111l1ma, 
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