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RESUMEN

Esta tesls se refiere al alslamiento, estudio e identificacidn de
varias especies de levaduras que forman parte de dos asoclaciones blolg
gicas distintas, conocidas en México como tibicos 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 asoclaclones también estan involucradas diversas especies de
bacterias, que no fueron objeto del presente estudio.

Los tibicos estdn constituidos quimicamente de dextranas, produci=
das por bacterias; la madre del vinagre esta compuesta principalmente
por celulosa, que también es sintetizada por bacterias.

De los tibicos se aislaron dos especies de levaduras: Brettanomyces

Intermedius y Saccharomyces cerevisiae. De la madre del vinagre se aisla

ron Zygosaccharomyces bailll y Pichia membranaefaciens. Se incluyen los

resultados del estudio de las caracterlsticas morfolégicas y flsloldgi-
cas mediante las que se IogrS 1a Identificacién, B. Intermedius se cita

por primera vez para los tibicos y Zyqosaccharomyces ballii para la

madre del vinagre.

Tamblén se incluyen comentarios sobre algunmas otras asoclaclones de
microorganismos semejantes a las tratadas en este trabajo, como son
la llamada nata filipina (nata de pifa y nata de coco) y el ''té hongo"

de varlos palses europeos y orientales.



INTRODUCCION

Los objetivos del presente trabajo fueron aislar, estudiar e lden-
tificar las levaduras que constituyen parte de las asoclaciones bloldgl
cas conocfdas en México como tibicos y madre del vinagre, usadas popu -
larmente en la elaboracidn de diversas bebidas fermentadas, cuyo consu-
mo no se restringe sdlo a México, sino que se extiende a muchos otros
pafsés de) mundo.

Tiblcos

Los tibicos son zoogleas o masas gelatinosas, compactas, de color-
blanquecino o amarillento, translicidas u opalescentes, atravesadas
Irregularmente por vetas muy finas, de forma irregular y de tamafio
varlable, desde unos pocos m!!fmetros hasta uno o dos cent{metros
que se desarrollgn en artfculos y frutos de nopales (Opuntia
spp.), en jugos de frutas, como la pifia, y en agua endulzada con pilon-
cillo o azicar morena {(Ulloa y Herrera, 1981),

Microbioldgicamente, los granos de tibicos estin compuestos por
bacterias y tevaduras, cuya asociacidn ha sido interpretada como una
slmblosts mutualista {Molnas et al,, 1980) o como una forma de sinergls
ﬁo.(Holman y Meekelson, 1926, cltado por Mascott y Terrés, 1952), Esta
asociacidn es muy estable y, al fermentar los diferentes sustratos
donde se desarrollan, no permite el crecimiento de otros microorganis=
mos, o por lo menus su desarrollo no es favorecido. Aparentemente las
levaduras oxldan el aziicar y producen el alcohol, que las bacterlas ox]
dan para dar dcldo acético, ademds de otros productos secundarios

(op. glt.).



Si los tiblcos se desarrollan en sustratos azucarados como el jugo
de plina, al dejar el I1fquido en reposo y a la Intemperie se forma una
nata blanca y delgada en la superficie, que al engrosarse, durante el
transcurso de la fermentacidn, se sedimenta y forma en al fondo los
granos de tibicos, Cuando el 1fquido azucarado se deja fermentar durante
uno o dos dfas se obtlene el 1lamado tepache de tibico, que es una bebide
refrescante de sabor adradable, con un contenido alcohdllco muy bajo,
pero si se prolonga el tlempo de fermentacidn, dicho contenido se incre
menta y la bebida se vielve alcohlica y después acétlica, aunque de una

concentrac!dn menor que la que se obtienas de bacterias acéticas

{Acetobacter spp.) (Rulz Oronoz, 1932; Moreno y Dfaz, 1932; Mascott y
Terrds, 1952; Ulloa v Herrera, 1981). ‘ »

El consumo de los tibicos en México ée hace genefalmante a nlvel‘
domdstico, de manera similar al que se les da a los bilgaros qué fermen-
tan la leche, aunque el uso de los primeros es mds Iimltado; Segﬁn la
conseja popular, algunas personas ingieren el |fquldq‘f6rmentado'por
los tibicos con la inténc!én de reducir de peso (Uiloa y Herrera. 1981);
no obstante, hasta el momento no hay ninguna eyldencla baéaﬂa eﬁ conacl -
mlentos clent{ficos que avale o refute esta supuesta propledad.

A estas zoogleai se les conoce popularmente coﬁo "ﬁlgas marlnas',
vpdigaros de agua' o como 'granillo’! (este Gltimo nombre en Oaxaca) .

Para el desarrollo de los tibicos, en Héxlco se utlllzan plloncillo,
azlcar morena o jugo de pifa, de naranja, ae guayaba o de manzana, En
Europa le agregan hlgos, ddtiies, pasas, rafces de jenglbre y Vimén al
1fquido azucarado, probablemente para proveer factores de crecimiento y
mejorar el saﬁor de la bebida, que en este caso denoﬁlnan tibl (Horieber-
ger, 1968; Molnas et al., 1980), En ambos casos la fermentacidn se res-

11za a temperatura amblente y sin llevar a cabo atguna medida higiénica



especjal.

A finales del siglo pasado se realizaron en México los p;lmerosv
Intentos para esclarecer qué mlcroorganismosIpaftlcipaban en la estable
asoclacléﬁ que constituye los tlbléos y cuya actividad genera la fermen
tacidn del sustrato donde se desarrollan,

Lutz (1898, 1899a, 1899b) realizd un estudio microbioldgico de
las zoogleas que &1 denomind ''tibi" y que describld como: ''zoogleas o
masas blancas, globulosas, transticldas, semejantes a los granos de
arroz cocldo, que crecen sobre los artfculos o sobre los frutos de
diversas especies de nopales. De estas zoogleas als1d una bacteria que

denomind Baclllus mexicanus, y una levadura que determing como

Saccharomyces radaisfi; propuso que B. mexicanus era aerobia y Gram +,

y que al desarrollarse creaba un medio anaeroblo para la levadura S.
radalsi]. Tamblén supuso que estos mlcroorganismos eran los respoﬁsables
del proceso de fermentacidn del colonche, bebida autdctona de México que
se obtiene por fermentacidn del jugo de tunas, al que se le agréga cdlqg
che viejo, o cdscaras de tunas en las que se encuentran las zoogleas,
para acelerqr la fermentacldn (Ulloa y Herrera, 1978),
Después de Lutz vinieron otros Investigadores que contlnuardn estu-

. diando la natuyraleza de los tibicos; todos ellos colncldlerén én aflrmar
que estas zoogleas son originarias de México, que crecen sobre diferen-
tes especles de Opuntia, y que fermentan el sustrato que se les suminis-
’tra {sobre todo s! tiene sacarosa).
| En 1932, Rutz Oronoz consldero que la parte micologlca de los tra -
bajos de Lutz sobre los tibicos fue Incompleta e Inicld un estudlo al
’respecto. leo una descrlpclon de las zoogleas slmllar a la de Lutz e
lnd!co que “puesto el tibico en presenc!a de agua azucarada determlna

una fermentacldn activa del medlo, produclendo un !fquldo de olor pene-



trante, sabor dcido y color amarillento, conocldo con el nombrebde vina
gre de tiblco, y que dejando el 1{quido fermentado en reposo durante
clerto tiempo se nota la formacidn en su superficlie de zoogleas de colors
blanco puro, que encierran enormes cantidades de bacilos y, en nimero
menor, células de levaduras'. Como resultado de este estudio Rulz Oronoz
describl las caracter(sticas morfoldgicas y fisloldgicas de Pichla
radaisii (Lutz) Ruiz Oronoz.

En 1932, Moreno y Dfaz realizd, como tema de sﬁ tesis profesional,
. un estudio bacterioldgico y quimico del vinagre que produce el tlblco.
Deflnlo el tlblco como "un producto bloldgico constituido por una reu-
nién de microorganlsmos que viven en simbiosis!'. Como resultado de su
estudio mlcfob{oléglco alslé y describlé cinco bacterias (Escherichia
coll (Migula) Castellani y Chalmers, Proteus vulgarls Hauser, Baclillus

subtilis (Ehrenberg) Cohn, B. graveolens Meyer et Gotthell, Acetobacter

peroxydans Visser 't Hooft y una levadura (Saccharomyces el)ipsoideus
Meyen ex Hansen), La autora de este estudio considerd que los mlcroorga=
nismos que alslé,y-que viven en simbiosis, contaminan el grano, a excep-
cidn de A, geroxzdaﬁs,que en combinacién con la levadura aumenta la acl=
dez del vinagre,

En 1952, Mascott y Terrés también estudid las levaduras de los tlb]
cos (“del arroz''), como tema de su tesis profesional y describid estas
zoogleas como masas blancas translicidas y de conslstencia gelatinosa,
semejante a granos de arroz cocidos, pero més compactas, con vetas finf-
simas que las atraviesan irregularmente, y que fermentan jugos de frutas
como fa pifia, Menclond que al microscoplo observd levaduras y bacterias

envueltas en una substancia viscosa, AislG y describié dos especies de

P25 —A-b- L

levaduras: Saccharomyces oviformis Osterwalder y Pichla chodat! (Zender)

Dekker var, trumpyi (Zender et Bevan) Dekker. Menciond haber encontrado



varias formas de Corynebacterium, que en combinacidn con las levaduras
y en su medlo acostumbrado bajaban el pH hasta 3.‘Y ﬁue por medio de la
reaccion de Legal detectd la presencia de dcido acético. Esta autora
Indicd que la bacterla alslada de los tibicos por Lutz no podfa perte-
necer al género Baclllus, porque éste es Gram =, vy Lutz la describid
como Gram +, Aparentemente, Mascott y Terrés los nombré tibicos del
arroz, no porque hayan sldo obtenidos a partir de arroz, slno porque

su apariencia es semejante a los granos de arroz cocido,

En 1981, Ulloa y Herrera publicaron un estudio de Pichla

membranaefaciens Hansen y Saccharomyces cerevisliae Meyen ex Hansen,
levaduras que aislaron de los tiblcos y que identlficaron y describie~
ron sigulendo la metodologfa moderna (Lodder, 1970; Barnett et

1979) .

ll;

Posteriormente, el aspecto bacterlqlégico fue nuevamente abordado
en México; Herrera et al. (1984) publicaron un egtudfo sobre bacterias
fijadoras de nitrdgeno, alsladas de ios tlbicos. L&s autores presenta-
ron las pruebas bioqufmicas y culturales que les permitieron identifl~

car dichas bacterlas como Klebsiella oxytoca (Fligge) Lautrop; citaron

que las cepas alsladas fueron capaces de crecer en medlos 1libres de
nitrdgeno; demostraron su capacldad para fljar nltrdgeno atmosférico
por medio de la técnica de reducc 16n dgl acetileno, que verifica la
actividad de la nitrogenasa y la compararon con dos cepas bacterlanas

de coleccidn, fijadoras de nitrdgeno (Beljerinckia in

dica (Starkey and

De) Derx y Azotobacter sp.).

Como se menciond, los tiblcos son originarios de Médxico; sin
embargo, en este pafls su estudio habfa sido esporddico y 1imitada al
endlisis microbloldgico, en especial a tas levaduras, ya que en rela-

clén con 1a matrlz donde se encuentran embebldos los microorganl smos

' . .



sGlo se habla descrito que ''bacterias y levaduras se observan envueltas
en una substancia viscosa' {Mascott y Terre€s, 1952). Por ello resulta
interesante tener conocimiento de que en Europa, particularmente en
Suiza, los tibléos son usados, como en México, para elaborar una bebida
refrescante, pero en este caso es a partir de un 1fquido azucarado al
que se le agregan higos, pasas y jugo de limon. Ademis, se han realiza-
do estudios que abarcan aspectos quimicos y microbioldgicos, y reclen =
temente estructurales por medio de técnlicas muy finas de microscopfa.
En 1965 Hesseltine citd que el tibl era una beblda dclida, moderada
mente alcohlica, que se preparaba en Suiza. Segqn 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 tibi. Después
de 48 horas, al completarse la fermentacidn, el 1Tquido queda 1lsto
para ser embotellado. Sedals tamblén que los _tib]l son granos translicie-
dos de | cm de didmetro, cerosos y de consistencia flexible. Ademds
indicd que esta fermentacidn es simllar a la de la cerveza de jengibre

que se consume en Inglaterra, y reportd l1a bacteria encapsulada

Betabacterium vermiforme (Ward) Mayer y la levadura Saccharomyces
Intermedius Hansen, en los granos de tibl. ‘

En 1969, Horisberger publicéd su§ estudios sobre la estructura de
las dextranas, polisacdridos que constituyen la matriz donde se encuen-
tran embebidas las especies de bacterias ldentificadas como

Lactobaciilus brevis (Orla-Jensen) Bergey et al. y Streptococcus

lactis (Lister) L3hnis, asl como la levadura Saccharomyces cerevisiae,
aunque sefald que el estudic medlante el que fueron ldentiflcados estos
microorgani smos cdmo Integrantes de los tibicos, no habfa sido publica-
do. Como resultado de su estudio indlcd que &1 'complejo tibi" como el

lo 11amd, produce un bollsacirldo constituido solamente por D-glucosa.



Con respecto a sus resultados, Horlsberger menciond que Daker y Stacey
(1938) estudiaronum dextrana del tibi, al que encontraron estar consti-
tuldo principalmente por D(1-26) glucopiranosil; esta dextrana es Insolu
ble y es producida por L. brevis, que fue aislada del ''complejo tibi',

Ademas de lo anterfor, el estudio de Horlsberger permite tener cono-
cimiento de algunos de los trabajos realizados sobre los tibicos en
Europa durante los afios anteriores a su estudio, pues menclona que Ward
(1892) establecid clerta similitud entre la fermentacidn producida por
los tibicos y la que se produce en la cerveza de jenglibre de Inglaterfa.
Ademds sefiald que e) grano de tibico ha sido descrito con varios nombres
(Kebler, 1921) y que esta zooglea se diferencla de los granos de Kefir
en que éstos acidIflcan y coagulan la leche (Hesseltine, 1965).

La estructura de los granos de tibicos fue dilucidada por Moinas,
et al. (1980). Las microscopfas de luz, de transmisién y de barrido les
permitieron establecer que los granos gstén constltuldos de una capa
externa compacta y de una estructura interna esponjosa. La capa externa
estd densamente poblada por lactobacllos, streptococos y levaduras embe-
bidos en la dextrana descrita por Horisberger en 1969 y que es generada
por el lactobscllo, Un método especial de tincidn mostré que las dextra-
nas son mds abundantes en la capa interna. Este andlisis fue reallzado
durante el proceso de flsiGn de un grano de tibico. La fisidn estd éetqg
minada por la presidn Interlor de €0, que se forma durante la fermenta-
cidn y cuya presencia en el interior shueca los granos. En su estudio,
Molnas cita que Porchet, 1934 y Stadelmann, 1957, sefalan que los gra =~
nos de tibicos son de forms Irregular, con un didmetro miximo de 8 a 10
mm. La Informaclidn an::}Ior esta apoyada por Interesantés'fotograffas al
mlcro:cop]o de contraste de fases, de luz, plectrénico de'tran;mlsién y

de barrido, asf como de fluorescencla, reallzadas con modernas técnicas

] 8



de tincidn y de congelacidn que permitieron una observacidn en detalle
de la organlzacidn estructural de un grano de tibico, de las dextranas y

de los microorganismos que constituyen esta asociacidn biolégica (Moinas

1., 1980).

lm
~r

Madre del! vinagre

La madre del vinagre es una nata gruesa, fibrosa, Insoluble en agua,
de color moreno, rojizo, que se forma durante e! proceso de fermentacidn
del vinagre, generalmente a partir de vino de uva. Estd cons-
tltuida por agua (95%2) y celulosa, esta dltima sintetizada por

Acetobacter acetl subsp, xylinum (Brown) comb. nov. (Mendoza, 1961).

Parece ser que en Héxlco no se han realizado estﬁdios pafa dilucl -
dar la naturaleza quimica y microbioldgica de esta nata, ni se sabe que
se le dé otro uso, ademas de! de producir vinagre. €n 1932, Moreno y
Dfaz realizd un andlisis bromatoldgico del vinagre producido por los
tiblcos y lo compard con el producido a partir de vino, por ser éste el
representante tipo de los vinagres y cltd que: 'vinagre sélo debfa ser
el proveniente del vino dado que su etimologfa significa vino égrlo,
pero el uso ha sancionado el que Ja palabra vinagre sea extendida a las
demds bebldas Acldas, que sean producto de la fermentacidn, sélo que
deberd explicarse la procedéncia del vinagre: as{ por ejemple, vinagre
de tibico, de manzana, etc."

En 1976, Piedracru=~Carreto realizo un estudio comparativo de los
dos princlipales métodos de produccidn de vinagre en Méxlco,ky'que son;
a) sistema de acetificacidn sumergida y b) sistema de generadores de
virutas, y menciond que:''la adicidn de hidratos de carbono en cantidad =
excesiva tléne el Inconveniente de favorecer el desarrollo de las
bacteflas del muciiago del vinagre', €1 mismo menciond el 'mucflago del

vinagre', que es muy probable equivalga a lo que se |lama madre del vina=

9



gre, pues lo relaclona con Bacterlum xylinum Brown (un sindnimo de .

Acetobacter aceti var. xylinum).

E} vinagre, por ser el sustrato donde se desarrolla esta nata, tle
ne particular Importancia; es un producto dcido que se obtiene por fer=~
mentacién de carbohidratos contenidos en diferentes sustratos, como fru
tas (manzanas, uvas, peras, ciruelas, etc.), papas, mafz, melaza, jara-
bes azucarados, materias feculantes hidrolizadas, cerveza y vino o
alcohol etf1ico obtenldo por dest!lacidn fraccionada del petrdleo, Tan-
to los tibicos como la madre del vinagre se utilizan para fermentar
Ifqdldos azucarados y obtener vinagre, aunque el de los prlmefos es de
menor concéntracidn que el que se obtiens con las bacterias acéticas de
la madre del vinagre.

Aundhe el vinagre se utiliiza como producto medicinal, condimento o
preservador, la madre del vinagre en nuestro pafls no se utiliza para
otros fines, ademds del de producir vinagre. $In embarge, en clertos
lugares la pulpa o nata de la madre del vinagre sf es objeto de clertos
usos pecullares, En las Islas Filipinas, la llamada nata filipina es
consumida como un dulce o postre, en helados y ensaladas de frutas, Se
produceﬁ dos tipos He nata: la de pifa producida a partir de jugo de’
plha, y‘la de coco, para la que se usa agua o pulpa de coco como sustra-
to. La nata‘flllptna ha sido estudlada por diversos autores, entre los
que se encuentran Mendoza (1961) y Ramos (1977), quienes cltaron que
dicha nata y la madré del vlﬁagre son producidas por el mismo microorga-

nlsmo, Acetobacter acet! subsp, xyllnum, y hacen referencia a diversos

trabajos realizados sobre esta nata, que abarcan los aspéctos flsicos,
qulmicos, microbloldglcos y nutricionales, as{ como el proceso de elabo-
racidn de este dulce.

En 1931, Hibbert y Barsha demostraron que el po1lsa££rldo producido

10



por A. acet!l subsp. xylinum se comportaba qufmicamente fgual qde la cely
losa. En el mismo afio Tarr y Hibbert establecieron que era necesario
teﬁerrun medio dcido con azucar y una pequeda cantidad de alcoho! etfll-
co para la sfntesis de la pulpa o nata celuldsica.

Muhlethaler (1949), mediante microscopfa electrénica, mostrd que
fas células bacterianas son cublertas primero con una, especie de lama,
a la que sigue la formacidn de celulosa en cordones, que gradualmente
se eﬁgruesan 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 et al. estudiaron una muestra del pro=
ducto bacteriano con difraccion de rayos X y concluyeron que definitiva=
mente era celulosa. Describieron que el material amorfo observado en un
estado temprano es un carbohidrato de polimerizacion de un nivel mas
bajo que e! de la celulosa, Hehre {1951) sedald que Acetobacter

capsulatum (Hennenberg) Shimwell (cuyo nombre vdlido actual es

Gluconobacter oxydans subsp. lindustrius (Hennenberg) comb. nov.) crece
sobre dextrfnas produciendo una dextrana consistente de D-glucopiranosa,
y que las células no proliferantes de A. xylinum, activas sobre glucosa,
sintetizan celulosa en presencia de oxfgeno. Mendoza (1953) fue el prime
ro en sugerir que el organismo que producfa esta nata era A. aceti -
(Pasteur) Beijef!nck.

Hestrin y Schramm (1954) comunicaron que la celulosa que constlituye
estainata:es célulbsa tfpica cristalina, del flpo encontrado en el algo=
dén, y QUE estad 1ibre de lignina; ademids demostraron que el material
celular que puede contribulr con alguna protefna es lavado al preparar
la nata, y ﬁue cbnsldcrarla como fuente de calorflas depende de 19 diges-
tlbllidad de la materla celuldsica; en forma de dulce, Iabnata tiene un

gran contenido de calorfas, Asimismo comprobaron que las células no

1



contenfan celulosa, sugiriendo que las enzimas de la superficle da la
célula eran las responsables de la polimerizacidn extracelular, y que
1mg (109) de células liofilizadas pueden catallzar la polimerlzacidn de
0.25 1 moles de glucosa por hora. Esto significa que se polimerizan
1.5 x 108 moléculas de glucosa por hora.

Rao (1957) revisd la lliteratura sobre la sintesis de polisacdridos
sintetizados por bacterias acétlcas,

Mendoza (1961) describld la nata como una pelfcula gelatinosa grue-
sa, color blanco o crema, Insoluble, gue contlene células y polisacari -

dos que Acetobacter xylinum forma en la superficle de un medlo dcido con

aziicar, alcohol etllico y otros nutrimentos.

Hesseltine (1965) sefald que la nata filipina es consumida como
postre, en helados y ensaladas de frutas., La nata se forma como producto
de la fermentacion del jugo de pifia, agua o pulpa de coco; al jugo de
fruta se le adiclona azlicar, para favorecer la fermentacidn con produc -
cidn de acido. Después de 15 dfas se forma una capa bacteriana y un poll
mero, con un grosor de 2 a 3 pulgadas, sobre la superficle del 1{quido.
Esta capa es separada del Ifquido. se corta en pedazos, se lava y se
hierve hasta que desaparece el olor de dcldo acético; se adicionan como
agentes saborlzantes extracto de vainilla o de limén, Hesseltine citd

que "aparentemente' Acetobacter sp. es la bacteria responsable de 1a

sfntesis de esta nata.

En 1967, Lapuz et al, concluyeron que el organismo causal de esta
pelfcula era idéntico a A. xyllnum (Brown) Bergey et al. Lo anterior fue
confirmado por Saturnino~bDimaguila en el mismo afo.

En la 8a. edlcidn del “'Bergey's Manual of Determinative Bacteriology

{(Buchanan and Gibbons, 1974) A, xylinum es clasificado como A. acetl!

subsp., xyllnum,
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Ramos en 1977 analizd los requerimientos de pH 'y temperatura para
que A. aceti sintetizara celulosa y determind que el pH dptimo era de §
y la températura de 28°+ 3°C. Comprobd que A. acet! crece sobre glucosa,
sacarosa, lactosa, maltosa, dextrina y galactosa, siendo la sacarosa -la-
mds usada en Fillpinas para la obtencidn de la nata. Como fuente de
nitrégeno utilizé nitrato de potasio y nitrito de sodio, con una concen
tracidn Sptima de 0.5% de nitrato de potaslo,

" Mendoza (1961) y Ramos (1977) reportaron que la nata se forma a
partir de una suspensidn Iniclal sedosa, que desprende pelillos y flocu-
la para formar largos cuerpos de gel que contienen células bacterianas;
clitaron que el principal componente de esta nata es agua (mas del 95%) vy
el resto consiste de una red espaclosa de celtlosa, que se forma a maxi-
ma- velocidad a los 30 mlnutos después de gue las células lavadas de
A. acetl subsp, xyllnum entran en contacto con glucosa y ox{geno. La
pelfcula (madre del vinagre) producida por A. acetl durante la fermenta-
cidn del vinagre es celuldsica y muy fibrosa; si la pelfcula se separa
durante 1a fermentacidn 'y se seca, al principio es correosa, semsjante
a papel resistente, desgarrado. La celulosa presenta una gran capaclidad
para absorber agua; 3 & U% dé celulosa pueden retener mis del 95% de
agua en una estructura firme parecida a un-gel,

El uso qué en otros pafses se le da al 1fquido a partir del cual se
forma la pulpa de 1a madre del vinagre, fue descrito por Hesseltine
en 1965, E1 1Tquido sobre el que se forma la pelfcula es consumido en
pafses como India, Rusla, Japdn, Polonia, Bulgaria, Alemania, Manchuria,

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

wunderpils (hongo maravilloso), hongo, calnli, hongo japonés y teekwass;

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

bebida, Este autor reportd que para obtener esta beblda en 1a India
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utilizan hojas secas de té (Thea shinensis), las que son remojadas en
agua para obtener un extracto al que se adiclona sacarosa y se esterill
za; se tnocula con una porcidn de nata y se Incuba a 25°C. En poco
tiempo se forma una pelfcula sobre el sustrato; con el tiempo esta capa
se va engrosando hasta alcanzar de | a 2 pulgadas. Después de 15 dias

el 1fquido se recolecta y es consumido; si se adicionan nuevos ingredien
tes nutritivos, la fermentacidn se repite. Respecto a la microbiologfa

de esta bebida, menclond la presencia de la bacteria Acetobacter ;p. y
de dos levaduras, Al determinar la actividad de cada uno de estos organis
mos en el proceso de fermentacidn, sefald que con los tres microorganis =
mos en comblinacidn se forma rapidamente una pelfcula, no se acumula gas
y ocurre una fermentacidn tfpica normal. Cuando sdlo se encuentra
Acetobacter se produce gas y no se forma pelfcula; ias levaduras usadas
solas o en combinacion no forman pelfcula. Ademas, se detecté la activi =
dad de un antlbidtico en contra de Agrobacterium tumefaciens {Smith y
Townsend) Conn. En Rusla se han estudiado los efectos de este antlbidtico,

in vitro e in vivo, tanto en medicina humana como animal.

En 1972, Kozakl et al. reportaron que Acetobacter xyllnum era el

principal organlemo Involucrado en la formacidn de esta nata, Varlos tipos

de levaduras, como son Saccharomyces sp., Torulopsis famata (sindnimo de

Candlda famata (Harrison) Meyer et Yarrow, Plchia membranaefaclens Hansen

y Candida guilliermondil (Castellan!) Langeron et Guerra fueron aisladas

de! té hongo japonés; del té hongo de Formosa se alslaron Candida obtusa

(sIndnimo de Clavispora lusitaniae Rodrfguez de Mlranda) y Kloeckera

ety ae——

aplculata (Reess Emend. Klocker) Janke .
Después de los dltimos estudios microbioldglcos reallzados en las
zoogleas, se despertd el interés de algunos fnvestlgadores por encontrar

alguna apllcacidn préctica a la Investigaclidn baslica reallzads hasta
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ahora.
Saint-Phard Delva (1984), como tema de su tesis profesional, empled
algunas de las cepas de bacterias fljadoras de nitrégeno alsladas por

Herrera et al. en 1984, para enriquecer por fermentacidn sélida el conte
nido de protefnas de los desperdicios de platano maduro con objeto de
producir un alimento animal, destinado principalmente a monogdstricos,
J. Taboada (del Instituto de Quimica de la UNAM), J. Dfaz Garcés
(de 1a Universidad Autdnoma Metropoli tana, Xochimilco), y M. Ulloa y
T. Herrera (de! Instituto de Blolaogfa de la UNAM) se encuentran reallzan
do investigaciones experimentales con tibicos y madre del vinagre para
determinar su posible util‘izacién en la abl Imentacidn de aves de corral

Y

(comunicaclidn personal),
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MATERIALES Y METODOS

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

Las muestras de tibicos 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 ta Ciudad de Xalapa, Ver.

Como los tiblcos 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 diffcil o Imposible conocer el origen ini-
clal de las muestras recibidas en el laboratorio para su estudio; debido
a lo anterior, se desconocen las condiclones en las que se fueron repro=~
duclendo estas zoogleas, aunque se puede suponer que el sustrato donde
se desarrollaron fue plloncillo 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 formd

durante la produccidn casera de vinagre, a partir de vino de uva.



Aislamiento de las cepas de.levaduras estudladas

Se aislaron cinco cepas de levaduras, tres a partlr de tibicos, una
de la pulpa o nata de la madre del vinagre, y otra del 1fquido.en el que
se desarrolld esta nata,

Las tres cepés He levaduras de tiblicos y la cepa de pulpa de madre
del vinagre se alslaron por Inoculacidn directa de un grano de tibico, o
de un pequeiio trozo de pulpa, en placas de medio de V8 agar (JVB agar:
jugo de 8 verduras, marca Campbell, 180 ml; carbonato de calelo, 2 g;
agar, éo g; agua destlilada, 1000 ml), diluyendo el Indculo por medio de
miltiples estrias en varlas placas del medio de cultlivo, La cepa del ’
lfquigo en el que crecid la madre del vinagre se alsld tomando una asada
del mismo y diluyéndolo por estrfas también sobre placa§ de JVB agar.

Posteriormente,‘a partir de las colontas puras obtenidas de cada
muestra, se hicleron reslembras a los medios de cultivo especfficos 5611.
dos y 1fquidos necesar ios pafé el estudioyque se sefalan en los cuadros
3-15, Los medios de cultivo se esterillizaron en autoclave (15 mina 15
Ibs de presidn) o por microfiltracidn, segin el caso, y se culdd de
sequir condiciones asdpticas en todos los procedimientos. Todos los cul~

tivos se hicieron por duplicado.
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Los criterios y métodos que se siguieron para identificar las feva-
duras alsladas estan basados en los propuestos por van der Walt, descri-
tos en el tratado ''The Yeasts'' de Lodder (1970), e incluyen el estudio
de las caracterfsticas morfoidgicas, con las que se demarcan los taxa
superiores (famllias y géneros), y de las caracter{sticas fisioldgicas y
bloqufmicas, con las que se determinan los taxa Inferlores (especies).

La Identificacidn se 11evé a cabo siguiendo las c¢laves de Lodder
(1970), de Kreger-van RiJ (1984), y de Barnett et al. (1970); esta
Gitima clave tamblén est3 basada en las pruebas propuestas por van der
Walt (in Lodder, 1970).

En el cuadro 1 se presentan, comparativamente, las caracter{sticas
que conslderan Lodder y Kreger-van Ri} para la ldentiflicacldn y descrip-
clién de levaduras. El Gltimo autor ha reducido el nimero de fuentes de
carbono para las pruebas de fermentacidn y de asimilacion, e Incluldo
otras pruebas mis modernas.

En el cuadro 2 se Indican las pruebas que se reallzaron en el presen
te trabajo; como se puede apreclar, no son todas las que siguen Lodder y
Kreger-van Rij, pero fueron suficlentes para lograr la identificacidn de
|as‘especles de levaduras estudladas, y, ademis, no hubiera sido posible
hacerlas todas debido a las limitaciones de equipo y materiales que '
cxlstierﬁn. En los cuadros que describen la metodologfa y los resultados -
de esta tesis se siguid el mismo orden de la numeracidn utilizada en el
cuadro 2.

En el cuadro 3 se citan las caracteristicas morfoldglcas estudladas,
En el cuadro 4 se describe el método que se utiliz3 para preparar los
Indculos de tas lavaduras en estudio. En el cuadro § se presenta e! me’tg
do que se u;é para determinar el grado de asimilacidn de compuestos de

carbono, de nltrégenp. de requerimientos vitamfnicos para e! crecimiento
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y de resistencia a la cicloheximida.

La metodologla para estudlar las caracter{sticas fisioldgicas y
bloqufmicas, con la que se pudo ldentificar 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 formulas de los medfos de cultivo util}l
zados, los modos de preparacidn y métodos de Incubacidn, asf como las
observaciones que se realizaron en cada una de las pruebas.

En el cuadro 16 se presentan los resultados de! estudlo morfoldgl=-
co de cada una de las levaduras Identlficadas.

Los compuestos de carbono que se utfllizaron en las pruebas de fer-
mentacion y de asimilacién estdn indicados en el cuadro 17, correspon-=
diente a la seccidn de resultados.

Los cultivos para las pruebas de fermentacion y de asimilacidn se
mantuvieron en incubadoras dlferentes, debldo a que el alcohol etflico
producido por las levaduras durante la fermentac!dn podrfa Interferir
en las pruebas de asimilacidn y dar lugar a resultados positivos de asl-

milacin falsos.
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Cuadro 1. Principales caracteristicas que se toman en consideracidn para la Identificacidn v clasificacién de levaduras, segln la metodologva propuesta por Lodder (1970)

y Kreger-van Rij (1984)

T
Lodder

. A, Caracteristicas morfoldgicas A.

1. Caracterfsticas de la reproduccidn vegetativa . 1.
2. Caracterfsticas de las células vegetativas B 2.

a, C(aracter{sticas culturales
1. Crecimiento en medio 1fquido
2. Crecimiento en medio sdélido

€. Caracterfsticas sexuales
1. Caracterfsticas de ascas y ascosporas
2. Interfertilidad de levaduras ascomicetes como
criterio taxondmico B.
3. Caracter{sticas de teliosporas y esporidios (basidiosporas) - 1.

P. Caracter{sticas fisioldgicas

1. Utilizacidn de comnuestos de carbono R . 2,
a) Fermentacion de 11 compuestos de carbono . ; 3.
b) Asimilacion de 31 compucstos de carbono e
c) Desdoblamiento de arbutina . c.

2. Asimilacidn de § compuestos de nitrégeng, : . 1.
3. Crecimiento en medio iibre de vitaminas _ .
4, Crecimiento en medio de alta presicn osmotica .
5. .Crecimiento a elevada temperatura
6. Produccidn de dcido

7. Produccidn extracelular de compuestos.amiloides
8. Hidrolisis de urea

9. Desdoblamiento de grasa

10. Formacion de pigmento’ N

11. Produccidn de ésteres

12, Resistencla a la cicloheximida (actldlone)

13. Licuefaccidn de gelatina .

Kreger=-van RIj

!
Caracterfsticas de la reproduccidn vegetativa
Tipo de reproduccién vegetatlva
Caracter{sticas de las células vegetativas
a) Harfologfa de células vegetativas creclendo en medio 1fquido y en medio sélido
b) Formacidn de seudomicelio y micelio verdadero
c) Formacion de endosporas asexuales
d) Formacidn de clamidosporas
Formacién de tubos germinativos por Canduda albicans
f) Formacidn de balistosporas
g) Ultraestructura de la pared celular y de los septos

el

Caracteristicas sexuales
Caracter{sticas de la formacidn de ascosparas
a) Caracterfsticas de ascas y ascosporas
b) Métodos para aislamiento (purificacién de tipos de apareamiento)
Caracter{sticas de la formacién de basidiosporas
Técnicas de hibridizacidn para propdsitos taxondmicos

1
Caracteristicas fisiologicas y bioquimicas |
Utilizacldn de compuestos de carbono i
a) Fermentacidn de 6 compuestos de carbono .
b) Asimilacion de 18 compuestos de carbono i
c) Desdoblamiento de arbutina o
Asimilacidn de S compuestos de nitrégeno

i Crecimiento en medio 1lbre de vitaminas y/o requerimientos de vitaminas

Crecimiento en medlos de alta preslon osmbtica

Crecimlento a 37°C; determinacion de la maxjma temperatura de crecimiento
Produccidn de acido a partir de glucosa

Formacion de compuestos amfloldes extracelulares

Produccidn de amonio a partir de urea g

Desdoblamiento de grasa

Produccidn de ésteres

Resistencia al antibidtico cicloheximida

Tolerancla a 1% de acido acético

Licuefaccidn de gelatina

Tincidn de pared celular con azul B de dlazon!c

Crecimiento en medio de canavanina-glicina=-azul de bromotimo!
Porcentaje molar de guanina-cltosina en el ADN nuclear

. Reasociacion de ADN nuclear i

Estructura de la coenzima
TinclSn de ndcleo con Giemsa

. Sfntesis de melanina
. Crecimiento en medlo con indicador de tetragol io
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Cuadro 2. Caracterfsticas morfoldgicas y fisloldgicas conslderadas por la autora para el estudio de las
levaduras objeto del presente trabajo

Caracterlsticas morfoldgicas
Macromorfologfa o caracterlsticas culturales

Crecimiento en medlo 1fquido
Crecimiento en medlo sélido

Micromorfologfa

Caracter{sticas de Ja reproduccidn asexual o
vegetativa

Caracter{sticas de las células vagetativas

a) Morfologfa en medio sdlido

b) Formaclion de seudomlcelio y de micello
verdadero

Caracterfsticas de la reproduccidn sexual

a) Proceso de formacidn de ascas y ascosporas

"~ b) Caracter{sticas de ascas y ascosporas

6l
7.
8.

Caracterfsticas fislolégicas y bloquimicas

Utilizaclén de compuestos de carbono
a) Fermentacidn

b) Asimilacidn

¢) Desdoblamiento de arbutina

Uti11zaclidn de compuestos de nitrégeno

a) Asimllac1dn de KNOg

b) Asimilacicn de NaND,

Requerimientos de vitaminas para el crecimliento

a) Crecimiento sin vitaminas

b) Efecto de diferentes vitamlnas

Resistencla al antibidtico cicloheximida

Crecimiento en medlos de alta presidn osmdtica

a) Tolerancia & 50 y 60% de glucosa

b) Tolerancia a concentraciones de 1-18% de clo-
ruro de sodlo '

Produccidn extracelular de compuestos amiloldes

Produccién de dcido a partir de glucosa

Crecimiento. a 37.0
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Cuadro 3. Metodologla usada para determinar las caracter{sticas morfoidgicas de las levaduras estudliadas

A. Macromorfologfa o
caracterfsticas culturales

1. Crecimiento en medio Ifquido

2. Crecimiento en medio 501 ido

8.

1. Caracter{sticas de la reproduccidn

asexual 0 vegetativa

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

Glucosa-extracto de levadura~

 peptona-agar {GELPA): glucosa,

20 g; extracto de levadura,
5 g; peptona, 10 q; agar, 20 g;
agua destilada, 1000 ml

GELPA

Se incubd a 25-28°C durante
3-4 dfas y se hiclieron obser

" vaciones; después se dejd-

a temperatura ambiente y
semanalmente se reglstraron

_las caracterfsticas del crecl

miento durante 30 dfas

Idem

Idem
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Cuadro 3 (contlnuacidn)

2, Caracterfsticas de las células vegetatlvas
a) Morfologfa en medio sdlido
b) Formaclion de seudomlicello y de

micelio verdadero en placa de
Dalmau

GELPA

Harlna de malz-agar
(HMA Difco): harina de
malz, 17 g; agua dest]
lada, 1000 ml

Placa de Dalmau: se
tnoculd la placa de agar
con dos estrlas paralelas
y dos picaduras y se
cubrieron con cubreobjetos
estériles, el extremo de
una de las estrfas y una
de las plcaduras para
crear condiciones anaero-
blas o mlcroaerof{licas de
cultivo

Idem

Se Incubd a 25-28°C durante
6-8 dfas y se observd sl
hubo o no formacldn de
seudomicello y de micello
verdadero
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Cuadro 3 (continuacidn)

3, Caracter{sticas de la reproducclidn sexual

a) Proceso de farmaclion de ascas y GELPA Tdem A.}
ascosporas
Acetato agar o medlo de
Fowe! (FA): acetato de sodlo,
‘ 5 g; agar, 20 g; agua desti-
b) Caracterfsticas de ascas y lada, 1000 m}
ascosporas
Gorodkowa agar (GA): glucosa,
1 g; peptona, 10 g; cloruro
de sodlo, 5 g; agar, 20 g;
agua destllada, 1000 ml

HMA

Papa-dextrosa-agar

{PDA DIfco): papa-dextrosa-
agar, 39 g; agua destilada
1000 mf

Extracto de malta agar

(EMA Difco): extracto de ma}
te agar, 33.6 g; agua destl-
lada, 1000 m}

Trozos de zanahoria {2):

trozos pequefios de zanahorla
en tubos con un poco de agua
{para prevenir la desecacidon)




Cuadro 4. Método utllizado para preparar el indculo de la levadura por
identificar, y que se usé para las pruebas de fermentacidn y asimi la-

cién de compuestos de carbono, de asimilacidn de compuestos de nitrdge
no, de resistencia a la cicloheximida y de requerimientos de vitaminas
para el crecimiento

Cultivo joven y vigoroso en GELPA

En un tubo de 12 x 160 mm con 3 ml de agua destilada
estéril, se suspendieron varias asadas

Y

Se dlluyo la suspensidn agregando 6 m! de agua destl
lada estérll

Se ajustd la turbldez de la suspensidn, observindola
contra una tarjeta blanca marcada con lfneas negras
de 3/ mm, hasta obtener una concentracién 3+ para
las pruebas de fermentacldn y 2+ para las pruebas de
asimilacién de compuestos de carbono, de asimilacldn
de compuestos de nltrdgeno, de resistencia a la
clcloheximida y de requerimientos de vitaminas para
el crecimiento {ver cuadro §)

Y

Se inocularon 1os tubos con los distintos medios con
una gota (0.05 ml) de esta suspensién (ver cuadros -~
6, 7,9, 10, 11, 12 y 14}
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Cuadro 5. Metodologfa usada para apreciar la turbidez de los cultivos
de levaduras sometidas a las pruebas de asimilacidn de compuestos de
carbono y de nitrdgeno, de requerimientos de vitaminas para el creci-
mlento y de resistencla a la cicloheximlda (ver cuadros 6-7 y 9-12

E! grado de turbldez de los cultivos se determino por observaciones
realizadas durante un mes, agitando fos tubos y colocdndolos contra una
tarjeta blanca marcada con 17neas negras de 3/4 mu de grosor; el creci=
miento de la levadura, que estd directamente relacionado con el grado
de visibilidad de las Ifneas, se Interpretd de la siguiente manera:

3+ el crecimiento tapa completamente las 1fneas

las 1fneas se ven dlfusas

las 1fneas se distinguen, pero los bordes no se ven bien definidos
las 1fneas se ven claramente

2+
Rl

3+

3+

3+

2+

3+

y 2+
1+

y 2+

1+

y 1+

y 2+

Os
L]

Para asimllacion de compuestos de carbono

se conslderaron como asimllacidn positiva
se considerd como asimilacidn positiva débll o negatlva, depen-
diendo de la comparacién con el tubo testigo

Para asimilacion de compuestos de nitrdgeno

en la prugba realizada en el sequndo tubo, se consideraron como
asimilacidn positiva (ver cuadro 9)
asimilacidn negativa

Para determinar los requerimientos de vitaminas para el creci
miento '

en MLV en el segundo tubo (ver cuadro 10) o en MLV mds alguna
de las vitaminas probadas se considerd como crecimiento positi-
vo, lo que indica que la levadura sintetiza las vitaminas que
requiere

se tomaron como crecimlento negativo, lo que indica que la leva
du;a requiere de una fuente exdgena de vitaminas (ver cuadro

1

Para ta resistencla a la ¢lclohexImida

se tomaron como crecimiento positivo, lo que muestra que la
levadura es resistente

se conslderd como crecimlento negativo, lo que Indica que la
levadura ¢s inhibida
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Cuadro 6. Metodologfa usada para determinar las caracterTsticas fisiold
glcas y bioqufmicas de las levaduras estudiadas

1. Utilizacidn de compuestos de carbono

a) Fermentacidn

Medio basal de Wickerham Soluciones de compuestos de carbono

4.5 g extracto de levadura 6.0 g del compuesto de carbono
7.5 g peptona (para la rafinosa se usaron
1000 m) agua dest!lada - 12 g)
* 100 m! agua destilada
2 mi/tubo de Durham® . *

* Se disolvid perfectamente y se este
Se esterilizd en autoclave © ril1zd por microf]ltracidn

1 ml/tubo con medio basal de

Wickerham

Tubos de Durham con 3 ml de medio de cultivo para la
prueba de fermentacidn lv

Se Inoculd con una gota (0.05 mi) de una suspensidn
densa (3+) procedente de un cultivo vigoroso de la
levadura por identificar (ver cuadro 4)

Se Incubd a 25-28°C

Se observé a los 1, 2, 3, 4, 7, 10, 14 y 24 dfas si
hubo o no produccién de COy en los tubos de Durham,
lo que Implica fermentacldn positiva raplda, media-
na o lenta, o fermentacidn negativa

% Tubos de cultivo, de 12 x 160 mm, con un tubo pequedo inver
tido en el fondo, que es en el que se acumula el C0,, des-
plazando ¢! 1fquido, s! hay fermentacidn
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Cuadro 7. Hetodqlogfa usada para determinar las caracter(sticas fislold-
glcas y bioqufmicas de las levaduras estudliadas

1. Utl11zacidn de compuestos de carbono

b) Asimilacién

-

Medio de cultivo

6.7 g base nitrogenada para levaduras (BNL)
5.0 g del compuesto de carbono

{para la rafinosa se usaron 10 g)
100 ml agua destilada

Se disolvid perfectamente y se esterilizd por microfil~

tracidn *

Se transfirieron 0.5 ml del medio de cultlvo a cada
tubo de 12 x 160 mm con 4,5 m1 de agua destilada

estéril *

Tubos con 5 m! de medio para prueba de asimilacidn;
los tubos testigos contuvieron solamente BNL

Se Inoculd con una gota (0.05 ml) de una suspensidn 2+;
‘procedente de un cultivo vigoroso de la levadura por
Identificar (ver cuadro &)

Se IncubS a 25-28°C, se agitd y observd periddicamente
durante un mes *

Se evalud el grado de asimilacidn con una tarjeta blan
ca marcada con |{neas negras de 3/ mm (ver cuadro 5)
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Cuadro B, Metodologfa usada para determinar las caracterfstlcas fis!olo-
gicas y bloquﬁnlcas de las levaduras estudladas .

. Utilizacion de compuestos de carbono

c) Desdoblamlento de arbutina

Medio de cultivo de arbutina agar (AA)

5,0 g arbutina

1.0 g extracto de levadura
20,0 g agar g
1000 m] agua destilada

Se disolvid perfectamente, se vertld en tubos de
10 x 100 mm y se esterllizd en autoclave

Antes de que el medlo de cultivo solldificara,
‘se le adicionaron 2 6 3 gotas de una solucidn
estéri| de citrato férrico de amonio al 1%

Se agitd culdadosamente para evitar la formacidn
de espuma

Sa Inoculs el medio s6lido por estrfa, a partir
de un cultivo vigoroso de la levadura en estudlo

Se Incubd a 25-28°C; se hlcleron observaclones
periddicamente durante un mes

Se observd si hubo o no produccidn de un color
café en el medio de cultivo; (sl lo hay Indlca
desdoblamiento de arbutina) y se compard con un
tubo testigo con AA, pero no [noculado
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Cuadro 9. Metodologfa usada para determinar las caracter(sticas fisiold-
glcas y bloqufmicas de las levaduras estudladas

2. Utillzacion de compuestos de nitrdgeno

a) y b} Asimilacidn de KNO3 y de NaNO;

Medio de cultlvo

11.7 g base carbonada para fevaduras {BCL)
0.78 g KND3 & 0.26 g NaNO,
100 m) agua destilada

Se disolvid perfectamente y se esterii1z8 por micro-
filtracidn *

Se transfirleron 0.5 ml de! medfo de cultivo a cada
tubo de 12 x 160 mm con 4.5 ml de agua destilada

estéril *

Tubos con 5 ml! de medio para prueba de aslmllaclSn;
los tubos testligos contuvieron solamente BCL

Se Inoculd con una gota (0.05 mi) de una suspensidn
2+, procedente de un cultivo vigoroso de la levadura
por identificar (ver cuadro 4)

Y

Se Incubd a 25-28°C durante 7 dfas; después se tomd

una asada para inocular un segundo par de tubos con

medio de cultivo, con objeto de asegurar la ausen-—

cla de trazas de nitrégeno en el medio y en el T
lnoculo. y evitar as{ resultados positivos de asiml

lacién falsos

Se incubd a 25-28°C; se agitd y observs periddica-
mente durante un mes

Se evalud el grado de asimilacidn con una tarjeta
blanca marcada con 1fneas negras (ver cuadro 5)
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Cuadro 10. Metodologfa usada para determinar las caracter{sticas fisiold-
glcas y bioqufmicas de las levaduras estudiadas

3. RequerImientos de vitaminas para el crecimiento

a) Crecimiento sfn vltaminas

Medio de cultivo llbre de vitamlinas (MLV)

16,7 g MLV
100 ml agua destllada

Se calentd el agua para disolver perfectamente el
medio y se esterilizé por microfiltracidn

Se transfirieron 0.5 ml del MLV a cada tubo de
12 x 160 mm con 4.5 ml de agua destilada estérll

Tubos con 5 ml del medio para la prueba

Se fnocuid con una gota (0.05 ml) de una suspensidn
2+, procedente de un cultivo vigoroso de la levadu-
ra por ldentificar (ver cuadro L)

Se incubd a 25-28°C durante 7 dfas; después se tomd
una asada para Inocular un segundo par de tubos con
medlo de cultivo, con objeto de asegurar la ausen-
cla de vitaminas en e! medio y en e} indculo, y
evitar asfl resultados positivos falsos de crecimien
to sin vitamlinas *

Se incubd a 25-28°C, se agitd y observs periddica~
mente durante un mes

Se evalud el grado de asimilacidn con una tarjeta
blanca marcada con |lneas negras de 3/L4 mm (ver
cuadro 5)
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Cuadro 11. Metodologfa usada para determinar las caracteristicas flsiold-
gicas y bloqufmlicas de las levaduras estudiadas

3. Requerimientos de vitaminas para el crecimiento

b) Efecto de difer~ntes vitaminas

Hedio de cultivo

Sa transfirieron 0.5 m! de MLV a cada tubo de
12 x 160 mm con 4.5 m! de la solucidn de vitaminas por

probart *

Tubos con 5 ml del medio para determinar las vitamlnas
requerldas *

Se Inoculd con una gota (0.05 ml) de una suspensidn
2+, procedent: de un cultivo vigoroso de la levadura
por ldentificar {ver cuadro 4)

Se Incubd a 25-23°C; se agits y observé periddicamente
durante un mes *

Se evalud el grado de crecimiento con una tarjeta
blanca marcada con 17neas negras de 3/4 mm (ver cuadro

5)

¥ Soluclones de las vitaminas (esterilizadas por microfi1tracidn)

Mg litro
Biotina - 20
Pantotenato de calcelo 2 000
Acldo folico 2
Inosi tol 10 000
Nlacina 4oo
Acldo paraminobenzolco 200
Riboflavina 200
Hidrocloruro de tiamina Loo
Hidrocloruro de piridoxina 4oo




Cuadro 12. Metodolpgfa usada para determinar las caracterfstlcas Hslolo-
gicas y bloqulmicas de las Ievadhras esthdladas et i

---,.;,.A,n,;..'d PR

'0 Reslstencla a] antlbiotico ciclohexlm!da

Medlo basal I I N AL IO
6.7 g base nitrogenada para levaduras (BNL) Solucién de clcloheximida
5.0 g glucosa al 0.1y al 0,01%
100

m} agua destilada BN *
ARSI R RELY RN

Se diselvid perfactahente
y s ester‘Hizo por"mlcro
flltraciori A

ot ot

(A TSIt RN

Se transfirieron 0.5 ml del medio de culti Se transfirieron 4.5 ml de
vo a cada tubo con la solucidn de ciclohe~ esta solucidn a tubos esté
ximida riles de 12 x 160 mm

Tubos con 5 ml de! medio para la prueba de resisten
cla al antlblotlco .

shidce o Thare Yoo Ot e L

B A ) ;;".‘.t.'. Portowl Lo G Sveiiaz o
Se inoculd con una gota (0.05 m1) de una suspensidn
2+ procedente de un cultivd vigoroso de la levadu-

ra por Identificar (ver cuadro b)

Phgiian

Se Incubd a 25-28°C; se aglto y observo perlodlca-
mente durante tres semanas

Se evaiud el grado de resistencla con una tarjeta
blanca marcada con 1fneas negras de 3/4 mm (ver
cuadro 5)




Cuadro 13. Metodologfa usada para determinar las caracterfsticas fisiold-
glcas y blogqufmicas de las levaduras estudiadas

5. Crecimiento en medlios de alta presidn osmdtica

a) Tolerancia a 50 y 60% de glucosa

Medio de cultivo

50% peso/peso 60% peso/peso
- 50.0 g glucosa 60.0 g glucosa
. 0.5 g extracto de levadura 0.5 g extracto de Iavadura
2,0 g agar 2.0 g agar
50 ml agua destllada 0 ml agua dest!lada

Se disolylé perfectamente y se vertid en tubos de
10 x 100 mm; se esterilizé en autoclave

Y

Se fnoculd el medio sdlido por estrfa, a partir de
un cultivo vigoroso de la levadura en estudio

Y

Se incubd a 25-28°C; se hicleron observaciones
perlddicamente durante un mes
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Cuadro 14, Metodologfa usada para determinar las caracter{sticas fisiolo-
gicas y bioqufmicas de las levaduras estudiadas

5. CrecImiento en medios de alta presion osmdtica

b) Toleranclia a concentraciones de 1-18% de cloruro de sodlo

Medlo de cultivo

.0 g glucosa
.0 g peptona
.5 g extracto de levadura
00 ml agua destilada

Se distribuyd en voldmenes de 50 ml en vasos de precl«
pltados de 100 ml (18 vasos)

A cada volumen se le adiciond la cantldad de cloruro
de sodio correspondiente (concentraciones de 1-18% de-
cloruro de sodio) *

Se disolvid perfectamente, se distribuyd en voldimenes
de 5 m! en tubos de 12 x 160 mm y se esterllizd en
autoclave *

Se tnoculd con una gota (0.05 ml) de una suspensidn
2+, procedente de un cultivo vigoroso de la levadura
por identificar (ver cuadro 4)

Se incubd a 25-28°C durante 7 dfas

La concentracidn mis baja de cloruro dg sodio en la
que no hubo crecimiento visible se tomd como. el |[fmi=
te de tolerancla al cloruro de sodio
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Cuadro 15. Metodologfa usada para determinar las caracterfsticas fisiolé=
glcas y blogufmicas de las levaduras estudiadas

6. Produccidn extracelular de compuestos amiloldes
Al final de las pruebas de asimilacion se seleccionaron algunos de tos
tubos que mostraron crecimiento positivo en afgun azdcar o alcohol y se-

les adicliond una gota de lugol. La producclon de compuestos amiloldes es
comprobada al presentarse una reaccidn de color azul a plrpura o verde

7. Produccién de dcido a partir de glucosa

Medlo de cultivo

50,0 g glucosa

5.0 g extracto de levadura
5.0 g carbonato de calcio
20,0 g agar

1000

6 ml aiua destilada

Se disolvié perfectamente, se esterilizd en autoclave
y se vertid en cajas de petri

Se Inoculd el medio solfdo por picadura central a

' partir de un cultivo vigoroso de la levadura en estu-
dlo, Como testigo se utllizé una caja con medio sin
Inocular

Se Incubd a 25-28°C durante dos semanas

Se observd si hubo o no produccidn de acido en el
medfo, La clarificacidn del medlo indica produccidn
de dcldo.

B, Crecimlento a 37°C

" Tubos con GELP se Inocularon con una asada de un cultivo vigoroso de
la levadura en estudlo. Se incubd a 37°C durante 30 dfas. Se observd s!
hubo o ho crecimiento en este medio de cultivo 1lquido; no se utlllzo
un medio con agar pues a esta temparatura se deshidrata
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RESULTADOS ¥ DISCUSION

Los cuadros 16-17 contienen los resultados del estudio realizado a
las tres cepas aisladas de los tibicos y a las dos cepas aisladas de
la madre del vinagre. Una de las cepas procedente de tibicos fue iden-

tificada como Brettanomyces Intermedius (Krumbholz et Tauschanoff) van

der Walt et van Kerken. Las otras dos cepas alsladas de tibicos fueron

identificadas como Saccharomyces cerevislae Meyen ex Hansen, Las cepas

de la madre del vinagre correspondieron a Zyqosaccharomyces ballll

(Lindner) Guilliermond (aislada de la pulpa) y a Pichia membranaefaclens

Hansen (aislada del 1fquido en que se hallaba creclendo la pulpa).

Siguiendo las claves de Barnett et al. (1979), la cepa de

Brettanomyces correspondid a B. custersii o a Dekkera intermed|a (esta
ultima es el estado sexual de B. lntefmedlus). Siguiendo la clave de '
Kreger-van Rij (1984) para las especies de levaduras que forman mlcelfo
verdadero, se llegé a B. anomalus; no obstante, la diagnésis del género
Brettanomyces no indica que éste produzca micello verdadero (inlcamente
forma seudomiceilo y fllamentos unicelulares, ramificados y no septados,
llamados blastese), Con la clave del género Brettanomyces (del mismo
Kreger=van Ri}) .se observé que la cepa en discusidn era affn a

8. anomalus y a B. custersil, pero los resul tados de las pruebas de as}.

milacidn correspondieron mis a los de B, Intermedius, por lo que en

este trabajo se determind a dicha cepa como perteneciente a esta dltima
especle, que ha sido reportada en mosto y vino de uva, instalaciones de

vinaterlas y de equipo contaminado en fabricas de cerveza de sorgo.
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Cuadre 16. Caracterfsticas morfolSglcas de las especies de levaduras estudladas

I. Caracter({sticas morfoldglcas
A. Macromorfologia o caracteristicas culturales

1. Crecimiento en medlo 17quido (GELP)

* 2 Crecimiento en medio sGlido (GELPA)

B. Micromorfologla
1.Caracter fsticas de la reproduccidn asexual o
vegetativa (GELPA)
2,Caracteristicas de las células vegetativas

a) Morfologfa en medio sélido (GELPA)

b) Formacién de seudomicelio B

y

de micelio verdadero en
placa de Dalmau (HMA)

Brettanomyces’
intermedius

de tiblcos

Abundante sedimento
flocoso y mucoide’

Aprox. 1.6 cm de diame-

“tro a los 35 dfas. Buti

rosa, blanco crema,
Visa, suave y semlbri -
Ilante. Cultivo aroma -
tico (a fruta y/o dcido
acético)

GemacIgn multilateral

‘Células biapiculadas,
‘ogivales y elipsoidales,

de 7.5-12.5 x-5-7.5 ym

8len desarrollado,
anaeroblo

Ausente

Saccharomyces

cerevislae

Abundante sedimento

Aprox. 3 cm de diame-
tro a los 50 dfas.
Butirosa, blanco crema,
11sa, suave y semibri .=
1lante

Gemacidn multilateral

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

8ien desarrollado,
anaerobio

Ausente

Zygosaccharomyces

ballif

Pichla
membranaefaciens

de madre del vinagre

Poco sedimento) anillo

Aprox. 2.4 cm de didme-
tro a los 35 dfas, Butl
rosa, blanco crema,
lisa, suave y semibri =~
Tlante 3

)
Gemacion multilateral

Células ovoides, ellp-
soidales y cilfndricas,
de 10-12.5 x 7.5-10 um

Bien desarrollado,
aeroblo y anaerobio

Ausente

Abundante sedimento;
pelfcula blanca, opaca,
seca y ascendente

Aprox., 2.5 ¢m de diame=~
tro a los 60 dfas. Seca,
rosada, rugosa, opaca,
plegada y.alveolada

Gemacidn multilateral

Células ovoldes a elon-
gadas, de 7.5-12.5 x
5-7.5 ym

Bien desarrollado.
aeroblo y anaercbio

Ausente
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Cuadro 16 (continuacidn)

3. Caracterlsticas de la reproduccidn sexual

a) Proceso de formacidn de ascas y ascosporas
(GELPA, F, G, HMA, PDA, EMA y 2)

b) Caracter{sticas de ascas y ascosporas
(mismos medios del inciso a)

Situacion del asca B .

forma y medidas del asca

Forma y medldas de las ascosporas

Nimero de ascosporas por asca

Y

Brettanomyces
intermedius

Ausentes

Saccharomyces
cerevisiae

Directamente de la
célula vegetativa

Libre (no adherida a
seudomicelio o mice-
1o verdadero)

Esféricas o elfpticas
(en F), de 6.4-8 ym

Proladas a esferoidales
de 1.6-3.2 pm

2,3yh

Zygosaccharomyces
bailli

Después de la conjuga-
cién entre dos células
Independientes

Libre

En forma de pesas(en
HMA), de 9.6-14.4 pm

Globosas a el ipsoida-
les de 3,2 ym

2,3y 4

Pichia
membranaefaciens

No conjugadas, o con-
Jjugadas entre células
independientes, o cé-
lula madre-célula
hija

Libre

Elfpticas (en F y PDA),
de 6.4 pm

En fornfa de sombrero, de
1.6 pm

2,3y4




Cuadro 17. Caracter(sticas fisioldgicas y bioguimicas de las especies de levaduras estudiadas

0

Brettanomyces Ssccharomyces 2ygnzaccharomyces . * Pichia
intermedius cerevisiae bailit merbranaefaciens

11, Caracter{sticas fislaldgicas y bloquimicas
1. Utitizacion de compuestos de carbono

a) Fermentacidn

]
i
i
|
{

D-glucosa
Galactosa
Maltosa

X <metil-D-glucdsido
Sacarosa
Trehalosa
Metiblosa
Lactosa
Celobiosa
Melecitosa
Rafinosa

T4+t
t+1+

'
1
-
'

LR B A N S R

’
LI I )
'

b) Asimilacidn

D-galactosa X + .
L-sorbosa ' -
D-ribosa -
D-xilosa : -
L-arabinosa . ’ R -
D-arabinosa
L-ramnosa

Sacarosa

Maltosa

Trehalosa

KL -meti|-D-glucdsido
Celobiosa

Salicina

Arbutina

Melibiosa

Lactosa

Rafinosa

Melecitosa .
Tnutina -
Almiddn soluble -
Glicerol - . + B
Eritritol - - 3 -
Ribitol - - -

.
TL 4+
LI I | + +
a
Lom
-
(I IR |

R R ]
EXENNI
L}

[ I I S N )
[ 2 BN
[N I B N I A
]

]
+
+
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Cuadro 17 (continuacién)

-

Galactito!
D-manitol
D-glucito!
Mio=Inositol
Gluconolactona
pL-lactico
Acido succfnlico
Kelde cltrico
Metanol

Etanol
D~glucosamina

. Utillzacidn de compuestos de nitrdgeno

a) Asimilacidn de KNOq
b) Asimilacidn de Naho,

Requerimientos de vitaminas para el crecimiento
a) Crecimiento sin vitaminas

. Resistencia al antibidtico cicloheximida

0.01%
0.1%

. Crecimiento en medios de alta presidn osmdtica

a) Tolerancia a 50% de glucosa
Tolerancia a 60% de glucosa

.

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

Produccidn extracelular de compuestos amiloides

. Produccidn de dcido a partir de glucosa

. Crecimiento a 37°C

Brettanomyces

intermedlus

T

+ +

débil

Saccharomyces

cerevl

siae

P+

+ 1

débil

Zygosaccharomyces Pichia

batlil membranaefaciens
+ -
C+ -
: i -
+ ! +
- i +
- -
; +
. + débil
]
I
- ! -
i
- ! -
!
. v
. ) }
{
+ +
+ +
2-3% 5-6%




Luez (1898, 1899a, 1899b) aislS de los tibicos una especie de leva

dura que describid como nueva y la designd como Saccharomyces radalsli;

Rulz Oronoz (1932) la considerd sinonimo de Plchia radaisii. No obstante
Lodder (1970), Barnett et al. (1979) y Kreger-van Rij (198k) no aceptan

la especle . radalsil dentro del genero Plchia y su clasificacidn

continda Inclerta puesto que parece no haber datos acerca del destino de
esta cepa. Moreno y Dfaz (1932) reportd la presencia en los tibicos de
Ta levadura que ella determind como S. ellipsoideus; actualmente esta
especie es conslderada como sindnimo de §. gerevisiae. Las dos cepas de

levaduras afsladas de tiblicos, que estudid Mascott y Terrés (1952), y

que fueron determinadas como S. oviformis y'g. chodatl var. trumpy, han
pasado'a ser sindnimos de S. gerevisiae y P. membranaefaclens, respecti
vamenfe.

Hesseltlne (1965) sefialé la presencia de §. [n; [med!u en las
zoogleas de tiblcos (tibi grains), especie que, como se menclono pasd a
ser sindnimo de 5. cerevisiae. Horisberger (1969), al reportar la compo
siclén quimica de los flblcos. sefald la presencla de células de levadu
ras (correﬁpondlentes a S. cerevisiae) y de célula; bacterlanas'(perte-

necientes a Lactobaclllus brevls y Streptococcus lactls); sin embargo,

no se publicd un estudio detallado acerca de la Ident!ficacidn de estos
mlcroorganlsmos.

En |981 Ulloa y Herrera reportaron la presencia de S cerevisiae

y P. membranaefgclens en diversas muestras de tiblcos, lo que vino a
confirmar los resultados obtenidos por otros aﬁtores.
El presente estudlo v!ene a ratificar que §. cerevlslae es una
espec!e constantemente lnvolucrada en la formacidn de las zoogleas de
los tlblcos Sln embargo, ‘la especie B. Intermedius es aquf reglstrada i

4

por prlmera vez para los tibicos.
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Respecto a la madre del vinagre, se puede decir que éste és.el
primer trabajo en México qué trata sobre el alslamiento e identificacldn
de las Ievaéuras que se asocian con‘ella. Aqul se describe por primera
vez la presencia de 2. ballil en la pulpa de la madre del vinagre., Dicha
especie ha sido aislada en otras partes del mundo a partir de:brandy de
sorgo, ﬁayonesa, jugo de manzana, vinagre, mosto y vino de uva, vino
turbio, sidra de pera, pepinillos en salﬁuera, salsa inglesa
Worcestershire, heces fecales, refrescos gaseosos y otros sustratos. La
pﬁipa de la médre‘del Qlﬁagré, de 13 que se alsld Z. ballti, fue cultiva=-
da domésticamente en vino de uva, con objeto de elaborar vinagre, que son
dos de los sustrafos en que se ha encontrado esta especfe. Su Identifica~
cidn se logrd con las claves de Kreger-van Rij (1984) particulares para

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

et al., (1979) por haber resultado + la prﬁeba‘de asimilacién de la rafi
nosa,

En palses orientales y europeos utllizan madre del vlnagre para ino~
cular una lnfuslﬁn de hojas dé té con azlicar, que al fermentar broducs

una bebida popular |lamada té hongo (Hesseltine, 1965). Del té hongo

japonés se han aislado Saccharomyces sp., Torulopsls famata (sindnimo de

Candida famata (Harrison) Meyer et Yarrow), Pichla membranaefaclens

Hansen y Candida quilliermondil (Castellani) Langeron et Guerra; del té

hongo de Formosa se han aislado Candida obtusa (sindnimo de Clavispora

lusitaniae Rodrfguez de Mlranda) y Kloeckera aplculata {(Reess Emend.

Klocker) Janke.

De los resultados obtenidos en el presente estudio se desprende una

concordancia respecto & la presencla de P, membranaefacliens en el 1fquido
donde se desarrolla la madre del vinagre. Por otro lado, Z, bailll no

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

haber slido aisladas del 1{quldo, no de la pulpa misma,
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