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INTROCDUCCIOHN

Bl presente estudio es de intéres para la indus
triz cervecera, porque aporta una forma de detec
tar contaminaciones con levaduras silvestres,-—
que 1legan a produclr anormalidages er la fabrica
cibén de cerveza, ¥y por lc tanto, crear graves pro

blemzs para estas industrias.

Una levadura silvestre se define comc cualguier
levadura que ne es usada deliberadamente ¥y bajo
plens centrol. Aun cuando no todas lzs levaduras
silvestres son dafiinas, ni producen deterioro en
la cerveza, es indeseable su presenciz, ya que es

-~

un indieio de infesccibn (9).
Entre las levadurass silvesires identificzdas comd
respensables del detericrc de la cervema se en

cuentrzn especies que pertenecen a los génercs



Szccharomyces, Hansenula, Kloeckera, (andids,
Bocrulopsig, Bhodotorutz, Pichia y Brettanomyces.

Han sido estudiados varios medios selectivos para
1z deteccibn de levaduras shlvestres, ninguno de
los cuales ha resultadc completamente satisfacto
ric. Bsto se debe principalmente a el comporta
miento que tiene la levadura lager en cada uno de
ios medios selectivos. Se han reportado variacio
nes en el comportamientoc de una misma levadurz de

una fébrica a otra. 21

De entre los medios selectivos reportados en 1la
literatura, utilizados para la deteceibn de levadu
ras silvestres, los més ubtilizados han sido: €l me
dic de Lin, medio diferencial universal de cerveza
agar (UBD), el medio bzse + lisina y el medic dife

rencial de Schwartz.



GENERALIDADES

Las levaduras se hzn explotado durante milliones-—
de afios para la fabricacifén de pan y bebidas alco
hélicas, =fn antes de que se supiera gue eran mi
croorganismos y se gdescubriera la verdadera natu-
raleza de la fermentacibén. Su presencia en 1z cer
veza fue detectadz tor primera vez por Anton.vanp
Leeuwenhoel, en 168C; cerca de 200. afios después,—
en 1876, Pasteur presentd sus ideas sobre la fer
mentacibfn en un trabzjo ya clisice "Riudes sur la
biére", er el que postulaba gque miercorganismos—
que viviar en condicicnes anaerébicas, erarn capa—
ces de desarrcllarse y crecer sustituyendo el pro
ceso de la respiracién gue llevaban a cabo en pre
sencia de cxigeno, por el procesc de fermerntacibn
mediante el cual ur zzdcar se convierte en alco
hol y diéxido de cartcno, suminisirdndole de esta

manera g 2285 células de levadurz la energia que



. . . 2 2
requeririn para vivir en estas condicones. 3, 24

Las levaduras estén muy difundidas en la naturale
za. Se encuentran en las frutas, los granos ¥
otras materias nuitritivas que contienen aszlcares,
en el suelo (especialmente en los wvifiedos y en
los huertos), el aire, la piel v el intestino de
los animales ¥y algunos insectos. Se diseminanp

por medic de poritadores ¥y por el viento. 24, 7

Las levaduras son por 1o general, organismos uni
celulares gue se presentan en formas muy variadas
desde las esféricas, ovoides, cilindricas y elip
soidales hasta las triangulares; la mayoria de —
las 500 especies de levaduras conocidas, se han
clasificado taxonémicamente desde el punto de vis
ta de su reprcduccién, que puede ser asexual y/o
sexual, incluyéédase en tres clases de hongos: -
Ascomycetes, Basidiomycetes y Deuteromycetes. 23,

24 A la primera pertenecen las levaduras cuyas



estrucsuras reprciuctoras sexuales son las ascosg
poras. El asca ccentiene por lo general de una a
cuatrc ssporas, pero a veces su numero es de
ocho & m&s. Tas esporas se producen por divi -
siones sucesivas el nicleo; cada nlcleoc asi for
mado se rodea de material citoplésmico y después

por la pared celular;24

La clzse Basidiomycetes se reproduce formando es
poras sexuales externas, en una estructura denomi

nada tz=sidio o er un promicelio.

La clase Deutercmycetes inciuye levaduras a las
que nc se les conoce reproduccidn sexual; se re
prcducen solamente de forma vegetativa por gema

cién o fisibn.

Les levaduras no tienen poder fotosinbtético depen
diexdc por ello estrictamernte de la presencia de

materiz orgénica para dessarrollarse; pueden fermern



tar algunos azlceres, tales como los monosacari
decs constituidos por seis atbmos de carbono ¢
sus polimercs, los gue previamente son degrada
dcs a monosaciridos parz su utilizacidn; medisn
te hijdrolasas. Asi comoc hay levaduras que meta
belizan pocos azlicares, existen algunas como -
C. dtilis que poseen capacidad para metabolizar
ciertas pentosas (xilosa y arabinosa) y S. dias
taticum que fermenta inclusive dextrinas simples

de la cerveza.

Lzs levaduras pueden obiener el nitrégeno necesa
rio para laz sintesis de sus proteinas a partir
de compuestos de origen orgénicc c¢ inorgédnicce-
(nitritos o nitratos), la maycr parte de las es
pecies pueden aprovechar el ibén amonio. ILizs &i
ferencias en su capacidad para utilizar nitrato
o nitrito ¥y la desaminacidén de los amonoécidcs,
se aplica para distinguir clertas razas ¥y espe
ciesz; las vitaminas que requieren pertenecen en

su mayoriz =z complejo B. Las levaduras crece:xn



dentro de un amplioc intervaloe de +Femperaturas de
0° 2 47 °C y la temperatura 6ptima para la mayoria
es de 20 a 30 °c. El rango de pH 6Sptimo para su-

desarrollc varia entre 3.5 y 6.5 aunque existen -

excepciones: Sghizosaccharomyces estd restringi-
da a unva de 5.45 ¥y Torulopsis pintalopesgsii de-
0.9 a 1.1 cuando crece a 37 °C. Bn general la ma
yoria de las levaduras pueden crecer bien dentro

de un rango de 3 a 1l. 4, 15 8

Tas levaduras utilizadas en la industria cervece
ra se clasifican en: ILevaduras bajas, que se em
plean comunmente en la elaboracién de 1z cerveza
“lager" ¥y levadurzs altas, empleadas en la cerve
za inglesa "ale". Tas gque nc pertenecen a estos

dos grupos son dencminades “levaduras silvestres”.

Una levadura silvestre, se define come cuslguier
levadura que no es empleada deliberadamente y ba

jo plenc control de su compoertamiento en 1a fer



mentzcibn . Entre las identificadas como respcn
sables del deterioro de la cervezz se encuentran-

especias que peritenecen a los géneros Saccharomy -~

ces, Hansenula, Candida, Torulopsis, Rhodoitorula,-

Pichia y Brettanomyces; su presencia puede produ—
cir velos biolégicos y desarrollo de sabores desz
gradables. De acuerdo con la literatura, las leva

duras silvestres de la especie Saccharomyces son —

las més difundidas, el 80 4 de las ccniaminantes —
pertenecen a este género. Para darse cuenta del

peligro gue representa una conbtaminacién con leva_
duras silvestres, se ha reportado (9) gue una célu

la de Jaccharomyces cerevisige var. turbidans en —

16,000,000 de levaduras lager, produciri velo en-
lz cerveza; Saccharomvces diagstaticum es una de-
las més peligrosas en 1a cerveza embotellads -
¥ nc pasteurizada, preoduce velo en la cerveza,
asi como sabores desagradables. ILa rpresencia de

gaccharomyces cerevisise var, ellipsoideus es csu

sante de sabores fenblicos durente 1z fermenta-



cibn ¢ el almacenamiento, razbén por 1a cual es
aconsejable que en las cervecerias se cuente con

una forma de detectar su presencia.

Las levaduras silvestres pueden ser detectadas,
mediante el empleo de medios selectivos, que =se
dividen en dos grupos.

Grupe Y. Bsta formado por el medio diferencial
universal de cerveza agar (UBD.} ¥y un medio base
+ lisina. Bstos son los més adecuados para la ds
teccidn de levaduras silvestres que no pertenecen

al género Saccharomyces. Grupo II. Consta de el

medio diferencizal de Schwartz {SDM) ¥ el medic
de Lin, y son los adecuzdos para la deteccidn de

levaduras silvestres del género Saccharomyces. 17

Bl medio diferencial universal de cerveza agar, -
contiene el antibidtico actidina a unz concentra-
cién de 2a4 prm suficiente para impedir el desarro

1ls de la levzdura leger,no asi el de las levaduras



cilvestres

Bl medio base + ligina cimtiene come Gnica fuexnte

de nitrbgenc el aminocgciic lisinz, el cusal =no

v}
0]
s;i

puede ser uwtili-ado por Lz levadura lager par

m

crecimiento, ©Dpor lo ccritrario las levaduras sil

vestres 81 pusien haceric.

Rl medio diferencial de Schwartz afin cuando es -
muy utilizade en la deteccifn de levaduras silves
tres, presenta ciertas dificultades, ya que en eg
te son capaces de crecer Tznto las levadvuras sil—
vestres come la lager gue se emplez en la cervece

riz ¥ el criteric para difsrsnciarlizs no es muy —

[

exacto: TLos tipos de colonizs desarreollizdas por =—

las levaduras sz denominaxn tipo "IV {grandes)y =i

i

pe "S" {(chicas}. Por lo gexeral, las primeras o«

l@

rresponden a las levaduras silvestres y las seguxn

das & las lager; sin embarze esto nc siempre resul

? =

-

ta cierto,ya que existen zlgzunas espescies de levaidu
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ras silvestres que desarrolian colonias de un tz2

mafio igual o menor al de lzs levaduras lager,3’l4

15 a las que inclusive se les denominsz tipo "“QU
indefinidas; por estcos motivos para saber que -
tipo de Ievadura se encuentra presente es necesa
rio ademfs efectuar pruebas de cardcter bioquimi

co biolbégico, para realizar su completa identifi

cacibn. ILevadurasa como S.willianus, S.fragilis,

Hansenula sp., Torulaspors fermenti y otras, nco

son capaces de crecer en €ste medio, 1o gque de

muestrs la ineficiencia del mismo. 14y 15

Tratande de mejorar este medio, Y. Lin obgervé-
que cuando la levadura lager se inocula en el me
dio SIM es incapaz de crecer al incubar a 37 °c
por 24 hrs y posteriormente & 30 °¢  durante 4
dfas més. Bl inconveniente de este tratamiento -
es que afecta de la misma ZIorma a algunas levadn
ras silvestres que pueden ser detectadas en este
medio cuando se emplea una scla temperatura de in

cubacidn de 30 °c. Para algunas otras levadurss
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15

se ve reducido su porcentaje de recuperacibn.””’ -
Por lo tanto, este medio no serd utilizado en es

te estudio.

Bl medioc de Iin fue desarrollado por Yishan ILin

al observar el efecto que tenia el colorante crig

tal-vicleta y una mezcla de fuscina-sulfito sobre

el desarrollo de la levadura empleada en la indus

tria cerveceragl; Bstas substancias fueron afia —~
didas z un medio base a una concentracidn de' 0.2
a 4 ppm para el colorante y 0.05 a 0.4 & de 1a
mezcla de fuscina-sulfito. Las pruebas permitie-
ron establecer que cuando la concentracibn del co
lorante llegd a 0.7 ppm ningunz de las levaduras—
probadas logrd deszrrollarse. Cuando sclamente se
agregaba al medioc la megzcla e fuscinz-suifito to
das crecfan y lo khzcian con un tamafio en su colo -~
nia mucho menor gue cuando se emplea el medio base

sin la =zdicibn de ninguna de las dos substancias.



51 ambas substancias se adicionabar szl medic base
la supresibdn del desarrcilo de lz levadura lager
se lograba a una concentracibén de C.4 ppm. del co
lorante y 0.1 % de la mezcla de fuscina-sulfito.

Bncontrando una levadura lager que crecia =%n =
20 ppm. del colorante. Bl medio se designé con

1z letra A.

4

Levaduras que provenian de varias cervecerfas Tfue
ron probadas en el medic A, dando cocmo reaultado
gue cuando el inoculo estaba a una concentra-
2ibn de 2 x 107 célulasf/caja no se obtenfa ningun
Zegarrollo. Sin embargo cuando el inoculo se in

crementabs 2 6 X 106

céiulas/caja si se presenta
ta desarrollo, concluyendo de estoc gue la efecti
vidad del medio en pafte esta dadz por la ccmten
*racibn del inoculo. Si se inoculzba en el me=dio

4 una mezcla de levadurz lager cn silvestras a2

una concentracién de 5xi0° v 300 células/caj

)
b
[42

vecktivamente se presentaba el deszrrollo ds zol

)]
2
5]
Lt
o
<

=ias grandes ue al cemtarlas erzn meno
y 4



y alrededor de estas inumerables colonias peque
fias, lo que demostraba que las levaduras silves-
tres tienden a reducir el efecto supresivo que
tiene el medio A sobre las levaduras lager.

Yishan Tin°-+

2l esgtudiar el efecto de varios fac
tores que podrian influir en el desarrollo de las
levaduras en el medio A observ6 gue cuando la con
centracibn de fosfato dipotésico no rebasa el 0.1
%, el porcentzje de recuperacién de las levaduras
silvestres se incrementa. Con esta Gltima modifi
cacién cambib el nombre de medio A gl de Tin.

Y. Iin concluye en su artfculo diciendo que 1la
concentracibn efectiva de cristal-violeta en el
medio no puede ser restringuida a un nivel defini
do, ya que ésta dependeré del tipoc de ingredien
tes empleados en la preparaciln del medio, asi co
mo el tipo de levadura que sea empleads en cada

cerveceris-

Los medios diferenciales gue se han venide mencig



nardc requieren de 5-6 dias de incubacién a fin
de obkener los resultados, esito significa un tiem
po relaiivamente largo y 1o gue se reguiere es ob
tenerlos lo méAs r&pidamente posible. Bsta necesi
dad dié origen =21 desarrollc del método de forma—
cifn de microcclcnias. Este emplea los mismos me
dios selectivos, dinicamente gue a las 24 o 30 hrs
de incubacibn se hace una observacidn microscdpi-
ca de la superficie del medioc en busca de colo -
nias que empiezan a sarrollarse peroc que ain no

son visibles.

13 4

Harrisen probarcn este méitcdo, encon

v Lin;
trémdoe que entre =21 medio gue contiene a2l antibid
tico actidina (UED) y el de Tin no existfa nin
gun problema para la deteccifn de levaduras sil
vestres. Sefilalzan que bajo la observacidn micfos
cdpica cuardo el medio fue incculado con mezcla
de levzdura silvestre y lager se podia zpreciar-

un gran numero f2 células individuales esparci-

das s=ctre la superficlie ¥ =n alguncs lugares pe
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guefios agrupzmientoes de células gue con el Hismpo
Zermarfan uxz coloniz. 3n contraste, cuande se em

-
¥

rlea el medic base + lirina las levaduras 1

)

zer
probadas desarrollarcrn microcolenias dentre de 24
2z 30 horas ée incubacifzn. Bajo ckservacibn =i -
croscbpica Iss colonizs tenfan forma irregular ¥y
de varios tazmafios, en z=lzunas parecfa que se ha
bian fusiorz3o unas ccm otras. Las levaduras -

silvestres del géners Saccharomvess tuviercn tam

bién un deszrrollo serczjante al de la levadurz la
ger, sin ezbargo cuaxic se inoculaban levaduras-
silvestres gue no pertsmecen al género Sacchsromy
ces estas crscian més répidamente que la levazdura
lager, pudierdo de éstz maneras hzcerse la diferen

. : - . 4. 2C
ciacibn entrs unas cclconias y otras. 13,14,2C

Ccmo en urz contaminacsidn por levaduras silves

¢

tres es rezlimente 4ificill que estas lleguen z pre
deminar, rara poder dsisctar su presencia resulta
necegarie inocular en Zos medics una gran cantl

dad de células, lc gu2 es positle cuando se *ra



ta de muestras de levadura empleada para inocula
cién de tanques de fermentacibn, muestras de la
mismz o bién de cerveza exn tanques d= reposo, en
las gue la cartidad presente de levadura es eleva
da. Bn muestras de cervezz filtrada y embotellzda
resulta dificil,.porque en estos cascs la levadu-
ra s muy escasa. Para resolver esta dificultad,
se han empleado filtros de membranz ccm 108 cua~
les se pueden filtrar volftmenes relatiwamente -
grandes de cerveza, aumentando de estz manera 1z
posikbilidad de detectar levaduras silvestres en -

este tipo de muesiras.

La técnica que emplea filtros de membrana utiliza
los mismos medios selectivos mencionzdos en parré
fos anteriores e inclusive se puede esmplear el mé
todo de formacién de microc-ilonias, gin embargo
para algunos sasutores el empleo de filtyros de men
brana es poco efsctivo, pcr gue la eficiencia de
cada medio se ve influenciada por el <ipo de mem

20

branz utilizada. Lin = considera gus uns membra—



na de nficleopore de policarbonato es la més indi
cada; otras como millipore~blanca, millipore-ne
gra, etc. permiten el desarrollo de levaduras la
ger en algunos de estos medios, dificultando de -
esta manera la diferenciacibdn entre las colonias-

de levaduras silvestres y lager. 2,19,20
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METODOLOGTIA

Aislamiento de levaduras silvestres.

Se filtraron 100 ml de retcrno de embote
11ado+_proporcionado por diferentes cerve
cerias, empleando membranas millipore, las
cuazles posteriormente se colocaron en ca
jas petri con medio UEA (Universal de -
cervesza agar). y se incubaron a 25 °C por

48 horas.

Se realizb una observacidn microscépica de
ias levaduras que desarrcllaron en el me
dic anterior, marcandc 1zZs colonias cuyas
eélulas presentaron une morfologia diferen

e a la de 1z levadura cervecera.

Obtencidn de cultivo purc de las lsvaduras

silvestres.

erveza sobrante en las Lfneas gue alimen

4 . < -
gn 2 las lincas embotelladoras.
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2,24

2.3.~
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Se suspendif una cantidad pequefia de leva
duras en 5 ml de solucidn salina isoténi

ca estéril.

Se efectuaron 1las siguientes dilucicnes:

10~2, 10-3 y 1074,

Se inocularon 0.2 ml de las dos WUltimas-
diluciones en cajas Petri con agar mosto

lupulado y se incubaron a 25 Ou por 48 h.

Se efectué una observacién microscédpica pa
ra confirmar la presencia de levaduras gil

vestres.,

Lzs levaduras silvestres se inocularon por
estria en +tubos de ensayc con agar mosto
inclinado y se incubarom a 25 °c por 5

dfzs,

Las levaduras adecuzadamente etlquetzizs se

refrigeraron para su investigacidn.
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3.0.~ Diferenciacién de las levaduras cervece

ras y silvestres.

3.1.— Tanto la levadura “lager" como las silves
tres aisladas durante los pasos anterio
res, fueron sometidas a las siguientes
pruebas, que permiten diferenciar a las

contaminantes de las de uso industrial.

3.1.1.~ Fermentacibn de mostc acidificado con -
4cido tartérico. Las levaduras se inocu
laron en mosto e incubaron a 30 °C duran
te 48 horas, afiadiéndose posteriormente
a 30 mi de mosto acidificado al 1.5 %
con &cido tartérico y se incubaron a
30 °C. Una fermentacién activa dentro de
48 horas es evidencia de la presencia de

Jevaduras silvestres.

3,1.2.-~ TUtilizacibn de lisins. Las levaiuras -

son lavadas y centrifugadas 3 vecas con
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agua destilada estéril y 0.3 ml de una
suspensibfn conteniendc aproximadamente
£ x 105 céiuiss, se inceularon schre la
erficie del medic agzr lisina. Les

cz’as se incubaron a 25

L4

W
(41}
)
O]
i
Q

por

{

®: desarrollce de ccolornizs indica Ia-

presencia ée levaduras silvestres.

Bzzarrolle exn presencia de cristal-vio

=]

(=

2. Se inccularon cajas petri con

ch

agzr mostc aque contienern 20 ppm de -
cristal-vicleta ¥y se incubaron = 3C %
durante 48 horas, Bl desarrollec d&e co
lonias en el medio indica presenciz de

levaduras silvestres.

Dasarrollo de las levaduras en el medio
diferencial universal de cervezz agar -~
(T®2). Se inccularon las czjas petri gue
ccntenian UTBD {gue coniiene 4 ppm de zo

t23ina),con & = 10° células cada unz, se
o

irzzsharon & 2% "0 durante VI horas. BL



ZelebHsa= BSe considerarcrn como leveiuras silve
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deszrrollo de cclonias iriica la presen

ciz de levaduras silvestres.

tres a aguellas que presentaron pseudo
micelio o alguns forma pzriticularmernte
ancrmal en su morfologiz, al ser cbser
vadas en el microscopic <Eespués de ser

cultivadas en =gsr mosto durante T2 L.

4.~ QObtencibn ée ux medio seleztivo para sl

aisigmiento de levaduras = livestrss.

4.1l.— .Se preparé medic de Lin cocm diferentes
concentraciones del colc:ante ,crisﬁal~
violeta en un rango de C.X1 2 5.0 ppm -
(el medio se d&istribuyb en cajas petri

gue se refrigeraron 24 hr rosteriocrzente).

4,2.,~ Se inocularon las cajas petri que conte

nfzn medio de Lin con 0.1 =1 (gue eccx
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tenfz aproximadamente 5 x 10° células ng
ra la levadura lager y 100 para las sil
vestres) de cultivos de 24 horas, obteni

dos de la siguiente maneras

£.,2.1.~ Se sembraron 4 matraces que contenian 20
ml de mosto lupulado: 3 con cepas sil
vestres y 1 con levadura lager. Se incu

baron durante 24 horas a 25 a.

£.2,2.~ Tos cultivos de levaduras se lavaron 3
veces, utilizando sclucién salina isoté

nica estéril.

4.2.3.~ ILas cflulas se suspendieron en 15 ml de

solucién salina isotébdnica.

5.~ Ajuste de 1la concentracidn de los culti

vos por investigar.

“ele= BSe centaron las células utilizando un he

-

mocitfmetre,.



5eZ o

5.3'—

6.

602."'

Se hicieron diluciones hasta obtener una
concentracibn de aproximadamente 5 x 10°
células por 0.1 ml para la levadura “"la -
ger" y de 100 células por 0.1 ml para las

levaduras silvestres.

Las cajds con el medio de Tin (pérrafo 4.1)
fueron inoculadas e incubadas a 25 °¢ qu -

rante 5 dias observéndolas diariamente.

Investigacibn del efecto del pH del medio
de ILin sobre el desarrollo de las levadu -

ras.

Se prepzrbd medio de Lin con una concen -
tracibn de cristal-violeta de 2.5 y 3 ppm
variandc el pH de 6.0 a 8.5 con ranges de

0.25

TLos medics se inocularon con (0.1 ml de cz
da cultivo obtenido en la formz descrita-
en el pérrafo 4.2.1. v se incubaron a 25°C

durante 5 dias.
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Desarrollo de las levaduras en el medic de
Iin cuandoc se encuentran mezcladas levadu.

ras silvestres con lager.

Se prepard medio de Lin conteniendo una -
concentracibén de cristal-violeta de 3.0 -

+
ppm. ¥ se ajusté el pH a 7.8 - 6.2,

Los medios fuercn inoculados tal y como se
ilustra en la sigmiente tabla, y fueron in
cubados a 25 °¢ durante 5 dfas, efectufndc

se observaciones diariamente.
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Concentracibn de Células por Caja

Lev. Silvestres Lev. Lager
Levadurs lager —_ 5 x 105
TLevadurza lager 5
mezclada con 01 100 5 x 10
Levadura lager 5
mezclada con 02 100 5 x 10
Levadura lager 5
mezclada con 03 100 5 x 10

G5 C, vy C; son levaduras silvestres.

NOTA: Tos inbculos se obtuvieron de la forma des

crita en los pérrafos 4.2.1 y 5.0

Be~ Desarrollo de las levaduras silvestres y la
ger en el medic de TLin a unz temperatiira de

incubacibén de 30 %z,

8.1.— Se preparb medic de Lin con una concentra—
cibén de cristal-violeta de 3.25 ppm ¥y =zjus-

tando el pH a 7.8 £ 0.2 (el medio se —-



- 29 -

distribuyd er cajas petri y se refrigerd du

ranie 24 horas).

8.2,- Lzs cajas se inocularon con cultives (pérra
fo 4.2.1 y 5.05 de levaduras silvestres y
lager, de lz forma como se ilustra en la si

guiente tabla.

Concentracibn de Células por Caja

Tevaduras Levaduras Silvestres Tevaduras Lager
"Lager" — h x 105

Cl 100 ——

Co 100 —

03 100 ——
Lager/C, 100 5 x 107
Tager/C, 100 5 x 10°
Lager/, 100 5 x 10°

C.; C

5 ¥ CB son levaduras silvestres.
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8.3.~ ILios medios fueron incubades a 30 ¢ Gurante

5 éfas, observandolos diariamente.

9.~ Corparacibn de la efectividad para 1z detec
cién de levaduras silvesires, entre los me
dics de UBD, medio base més lisina y el de

Lin.

9.l.~ Se prepararon los medios ¥y se distribuyeron
ern cajas petri y se refrigeraron durante 24

her=s.

9.2.- TLog medios se inocularon ccn culdives (pé~
rrafo 4.2.1 y 5.0) de levaduras silves -
tres en mezcla con lager & wuna concentra -
cién e 100 ¥y 5 x 10° células, respectiva~

men&e.+

“Bn esta ccasibn se probaron 20 levaduras silves —

tres aislzias y 5 tipificadas,
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Iics mecios ge incubsron g la=s sizuientes

temperaturas durznte © dias:

Medioc bz=se con lisina 25 °C
Medio U3ER 25 %
Medio de Lin 25 v 30 %

Deteccibdn de levadurzs silvestres por 1a

formacidn de microcolonias.

Se prepararon los medios y se distribuye
ron en cajas petri, se refrigeraron durcn-

te 24 horas.

Los medios se inocularon con medios de cul
tivo {pérrafo 4.2.1 y 5.0) de Ilevadurzs
silvestres con lager = una concentracifn
de 100 ¥ 5 x 10° células por czj= respecti
vemente, utilizando como controcles cajas-
inoculadas unicamente con levadurzs lager

para cads uno de los medios.



10.3.~ ILos medics se incubaron a las siguientes-—

temperaturas:
Medio base méds lisina 25 %
Medio UBD. 25 %
Wedio de Lin 25 v 30 %

Después de 24 y 30 horas de incubacibn se
efectuaron observaciones microscépicas de
la superficie de los medios en busca de mi

crocolonjase.



Se aislaron 25 levadurzss, las cuales posteriormente fueron

| Y3

Lan

RESULTADOSES

egtudiadas para caracterizarlas como silvestres.

TABEA # 1

Resultados de las pruebsas
duras silvestres y lager.

para la diferenciacién entre leva

{ Levae-~ |Observa- | Utiliza- | Desarro | Fermentacién | Desarrolic |
. duras {cién Mi|cién d&e ;1llo en | de Mosto Aci {en opresen |
] crosclpi | 1la lisi-— | UBD dificado con | cia de
ca & las | na g Acido Tarté~ | Cristal
48 h. de ! rico { Yioleta
incuba - ‘ (20 ppa)
| cién
] i
. Lager - a , - - - !
- b - |
Gl + + 3 + ‘
‘(;3 + + # + + - l
Gs + + ' - + -
07 + + 2\ - + -
cg + + ! - + -
10 * - T - ~
C14 + - - a -
G + + - a -




Resultzdos de 1lsg
vaduras silvestres v

entre le-

r ; ¥ ; 1

| Leve- %@bserva— » Ttiliza~ ﬁDesarrg Permentacibn Desarroll@%

duras jeibn Hi - cifn de [ 1lo en |de Nosto Lci | en presen-|

terosebpi; la Lisi | UBD dificede con { eia de &

‘e a las | na ; Acido Tarth- | Cristel -]

48 h, de ! j rico Violeta !

' inocuba - | {26 ppm) |

: cibn ! j

7 ¥ [

i : ‘ !

W X — - il

C16 &+ * s, g * -

017 + + P - + - I

Cop + + - + - :

¢ + + - + + b

c22 l

-+ — — - - I

023 + %

— - 3 - [

o %%

+ - - - ~ i

25 i

Rhodo- !

torula + + - a - {

sp. %

Diasta + + - + - i
ticun

S. - !

Frue- + - - + - :

tun :

Toru- :

la sp. + + - + - i

Toru- f

lopsis + + - a - 5

Observacién microscépica: (+)

algun: forma particularmente anormal en 1=z
d: Débiimente p

las células,.

-

Presencia de pseudomicelio &
nerfologia de

D m

-

cys
peitiva.
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TABTA # 2

Resultados en la &btencién de un medio paraz el aislamiento -~

de levaduras silvesires.

Concentracibn de Cristal-Viocleta en el Medio
de Lin en ppm

Lev. 0.1 [0.5 ]1.0 |1.5]2.0 {2.5 |3.0 }3.5 |4.0 {4.5 | 5.0

cy 100 |98 |99 97 {95 {86 (B2 77 |73 |68 |66

02 100 199 100 {08 a8 91 |8g 187 88 85 79
¢y 98 196 |97 |88 |82 |75 |73 168 |56 |42 |39

NOTA: ILos resultados estén dados en porcientos de recupera -
eién.

(+) Desarrollc de la levadura lsger con un ntmero in
contable dée colionias,.

(0) Ia levadursa lager no presenis desarrollo.
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TABLA # 3

Resuitado de las investigaciones del efecto del pH del medio de
Lin sobre el desarrolle de las levaduras.

a) Concentracién del colorante cristal-violeta de 2.5 Ppm.

Valores de pH en el Medio

6.0{6.25]6.50]6.75{7.0 | 7.25|7.50{7.75!8.0 | 8.25]8.50
Lager | + | + + + + + + |+ 4+ + +
¢y 85 |85 |8 |84 |8 | 87 | 8 |85 | 87| 84 |85
02 89 91 92 90 911 93 | g0 81 | 92 30 S0
03  73 73 75 | 74 74 | 75 | 15 T4 | 76 75 75

+Incon:!:a.bles.

b) Concentracién del colorante cristal-violeta de 3.0 ppm.

Valores del pH en el Medio
6.0[6.25]6.50]6.T5]7.0 |7+25|7.50§7.75|8.0 8.2518.50

Lager ! 0 | O o0 (o lo 0710 C o) o 0
82 1 82) 8382 |81} 8 |8 |8 |83 81 | 82

1
C, 86 |90 | 91} 90 | 83 89 |90 |91 |92 | 8 | g0
Cq 70 T4 72013172 T3 (T3 j7E 1270 |71

(0) Ia levadura lager no presenta desarrolilc.

Los resultades estén dados en 4 de recuperacién.
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TABLA # 4

Resultados del desarrolle de las levaduras en el me -
dic de Lin al inocular una mezcla de levaduras silves

tres y lager.

Levaduras Inoculo RECUPERACION

Células/
Caja Celonias/Caja %
Lager 650,000 0 0

Cl en mezcla
con lager 120 100 83

02 en mezcla
coen lager a3 89 91

03 en mezcla
con lager 112 78 70

NOTA: Cencentrecién de erigtsl-.violats en el madio

3.25 ppm.
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TABLA # 5

Resultado del desgarrelle de las levaduras silvestres

¥ lager en el medic de Lin a una temperatura de incu

bacién de 30 °C.

RECUPERACION
Insculo
Levaduras Células/caje Celenias/Caja %
Lager 560,000 e 0
cl 102 82 80
02 a7 86 89
0‘3 95 67 71
Gl en mezclsa i
cen lager 102 83 81
, 02 en mezcla
con lager g7 &5 88
C 3 en megclia
con lager g5 &7 T0
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TABLA # 6

Resultado de la comparacidén en la efectividad para la detec-
cién de levaduras silvestires, entre los medios de UBD, el me
dio base més lisina y el de Lin.

Medio base

Lin_a Iin_a méis 11s1na UBD_=
Levadura 25 g 30 % 25 °¢ 25 °G
Lager 3] 0 + i
Cy 82 80 52 0
Co 83 a0 &80 o
63 72 70 25 12
04 Q 0 TS &)
C5 25 ¢ 0 o
C¢ 60 58 80 0
07 0 0 64 (]
68 C 0 72 0
09 0 0 76 )
Cll ] 0 35 g
Cq0 o 34 O o
013 82 78 o 4
G14 87 B84 0 o]
815 56 50 a5 o
616 o 20 G &
017 36 0 B o)
Cl@ 0 o 85 o
G2O 0 79 O G
Cos 9L gz C
624 29 G O O
Bhodotorula sp. C 22 18 o
S. Diastsbicun 69 24 48 8
S. Fructun 94 Qo 0 ¢
Torulse sp. o ¢ 85 ¢
Torulopsis Sp. 8] G 78 e

+ I, levodurs lager prescrnea desarrello.
Los resulisdes cotlin daire on % de recuperarifn.
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COMENTARIOS

Cuando en una cerveceria se tiene la sospecha de que
existe una contaminacién con levaduras silvestres,
una observacién microscépica de las muestras es de po
ca utilidad, con exepcibn de aquellas ocasiones en-
que estas levaduras se encuentren en gran cantidad y
ademis tengan una diferencia morfolégica muy marcada
con respecto a la de la levadura "lager" emnlezda on

la cervecerisz.

Cuando se Tienen cultivos puros de levadura siivestire
como los gue se obtuvieron para realizar este estudio,
resulta facil apreciar las diferentes formas en la~
morfologia de estas levaduras, encontrando algunas co
mo 02 que tiene forma cilindrica y curva, algunas -
otras coro 67 lilegaron a tener formas completamente
irregglares, otras como Clo y 618 lograron una unifor
midad en su morfologia pero con un tamafic muy pecuefio,

inclusive e encontraron algunas cen una Morfologia
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muy purecida 2 la que tiene 1ls levadura lager, la que
bzjo el microscopio se presenta como células grandes,
de tamafio mis o menos uniforme, ligeramente ovales o
redondas., Otras levaduras como clO’ 018’ 021, 023 y
625 en la prueba de observacién microscépica presenta
ban lz formacibn de pseudomicelio 6 anormalidades en
su morfologia y sin embargo en las pruebas para la -
diferenciacibn entre levaduras silvestres y lager no
obtuvieron resultados positivos en ninguna de ellas,-
por 1o que estas levaduras fueron descartadas para eg
tudios posteriores.

Una observacién microscdpica es por 1o tanto de esca~
sa utilidad para afirmar o negar la presencia de leva
duras silvestres contaminantes. Se han tratado de en
contrar formas més seguras de hacerlo, entre estas se
encuentran algunas pruebas como son: Lz esporulacién
de levaduras, la fermentacibn de mostoc que ha sido -
acidificada con Acido tartérico y lz resistencia tér-
mica que tienen algunas de las levaduras silvestresgl

Observando 1los resultades obtenidos en 1z tabla N° 1
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se puede apreciar gue la fermentacifn de mosto que ha
sido acidificade con 4cido tartérico fue negativa dni
camente cuando se probbd la levadura lager ¥y aquellas-—
cepas due fueron descartadas. Por lo gue ésta prueba
deberéd tomarse en cuenta para la deteccifn de levadu—

ras silvestres.

Métodos més répidos y efectivos han venido desarro -
1l4ndose mediante el empleo de medios selectivos. Se
gin la Sociedad Americana de Cerveceria Quimical la -
levadura empleada en la cerveceria es incapaz de cre
cer en un medio en el cual se encuentra presente como
finica fuente de nitrbgeno el aminoicido lisina. Sin
embargo observéndo los resultados que se sbbtuvieron-
en este trabajo, se veri que la levadura lager si fue
capaz de crecer desarrollando pegueiias colonias como-
puntitos apenas distinguibles, este comportamiento -

17, 22 y 21 al efectuar pruebas

fue observado por Lin
con levaluras cerveceras. Hace el comentario d&de gus
éste desarrollo muy probablemente se deba a impureias
en los reactives, para comprobarlo, en este estudio —

ce efectuaron los siguientes r2sos: se cambib de reas
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tivos, se utilizé agua tridestilads en la preparacidn
del medio y se efectuaron cambiocs en la concentraciftn
del inbculo, llegandc a disminuirlo hasta 100,000 -
células/caja, y sin embargo los resultados siguieron-
siendo los mismos., Seria combeniente que se efectua-
ra una pruebz en la cual no fuera agregads l= lisina

al medio.

Este pequefic desarrocllo gue tierne la levadura lager -
en este medio no impide hacer una diferenciacién cla
ra entre las colonias de estas levaduras y las de las
silvestres, ya que el tamafio de estas dltimas es mu -

cho mayor gue las primeras.

L2 A.S.B.C. para Control Microbiolégicol repoxrta que
el antibibético actidina a una concentracifn de 4 ppm-
en él medio universal de cerveza agar, es suficiente-
para impedir el desarrcllo de la levadura lager, peroc
no el de las silvestres. Al observar una vez mis los
resultados obtenidos se puede ver gue efectivamente -
este medio tiene un efecto altamente supresivo en el

desarrollc de la levadura emplead: en la cerveceria -



- 44 -

pero lc *iene también sobre las levaduras silvestres.

Con el cedio de Lin fue necesario efecituzr la mayor -
cantidagd de pruebzs, debido z gue ciertos factores co
mo son: Lz concentrzcibn de cristal~violeta, la fres
cura de los ingredientes utilizzdos en la prepara -
cibn del medio, el %tipo de 4Azar empleadoc y la manera
de comc se esteriliza influyen directamente en su -

efectividad para lz= deteccidn de levaduras silvestres.
21,22

Las pruebas pera cbservar la influenciz del pH, en el
medio sobre el desarrollo de las levaduras fueron ne

cesarias ya que no se enconiraron referencias sobre -

{

este punio. ILos resultados nce muestran gque la dnica
variacién que existe es en el tamafic de las colonias;
las que %tienden a ser pequefias a pHs Acidos y extendi

das en los alcalincs.



CONCLUSIOXNES

Lo= medios selectivos més adecusdos=, parz la deteccibn
de levaduras silvesires son:

Medio de Lin.-~ Con una concentracifén de colorante cris
tgl-violeta de 3.25 ppm e inbculo de 5 x 105 alx 106
células/caja. Bste medio demostro tener una eficiencia
del 65.4%, la gran mayoria de las levaduras gue crecie
ron lo hicieron con un porcentaje de recuperacién por
encima del 50 %, ¥ aguellas gue no fueron detectadas a
25°C de incubacién si se encontraron a 30 °G y vicever
sga. Por ello se recomiende usar este medio, duplicando
las siembras para incubar la mitad de las placas a 35
Oa y el resto & 25 %C; as{ se asegura una méxima recu
peracién., Bate medic detecta principalmente m las leva

duras del género Saccharomyces. Puede emplearse el mé

todo de formacifn de microcolonias y dar resultados pc

sitivos a1l cabo de 24 2 30 horas de incubacibn.

Medio base + lisina.- Este medio es bueno, siempre -

que se tomen en cusnta como levaiuras silvestres, sclc
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aguellas colonias que midan més de 0.5 mm de didmetro.
Bste medio demostré tener una eficienciz del 61.2% ¥y
junto con el anterior hizo posible detectar a todas -
las levaduras probadas, Este medioc detecta principal
mente levaduras gque no pertenecen al géneroc -

Saccharomyces.

En este medio no se puede avlicar el métode de ZLforma
cibén de microcolonias, debide al desarreclio gue tiene
en este la levadura cervecera y que dificults la dife

renciacibn entre unzs colonias y otras.
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COMPCSICION Y FPREPARACION DE MBDIOS DE CULTIVO

¥®DIO DE LIN

Extracto de levadura 0.4 e
Bxtracto de Malta 0.2 .
Peptona 0.2 Ee
Dextrosa 1.0 e
Fosfato Dopitésico 0.1 .
Clorure de Ameonio 0.05 e
Mezcla de Fuscina- sulfito 0.1 Ee
Agar 2.0 Ee
Sristal-vicleta + Tpm.
Arcun Destilada 100 ml..

sterilizar en sutoclave 2 15 1b. de presibn 121 °G, -
repartir en cajas petri ¥ refrigerar de 24 & 42 horas-

antes de su empleo.

+N@TA: T2 concentracién deberi ser buscads de acuerdo

2% lugar donde gerid smplesdo el medic.
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Solucibn de Cristal-Violetas

Bsta solucién se prepara disolviendo 0.1136 g. de -
cristal-violeta (con un contenido del 88 % de coloran-
te) en 0.5 ml. de alcohol etflice al 95 % y dilufdo a
100 ml con agua destilada. Esta solucibn es guardads-

en refrigeraciébn.

Mezcla de Fuscine-Sulfito:

Se prepare con 4 g. de fuscina bésica, 25 g. de sulfi-
to de sodio anhidro, se mezclan perfectamente con 1 g
de dextrina en un mortero, se coloca por 3 dfas en un
desecador, le mezcla se transfiere a un frasco ds co -

lor 4mbar que cierre erméticamente.
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MEDIO CON ACTIDINA

Dextresa 50 Ee
Caseings Hidrolisada 5 Ee
Exkracto de Levadura 4 £
Posfato Monopotisico 0.55 Ee
Clorurc de Potasio 0.425 g,
Clorurc de Calcio 0.125 Ze
Sulfatc de Magnesio 0.12% Ee
Clorurc Férrico 0.0025 g.
Sulfatc de Magnesio 0.0025 g.
Agar 20 £
Agua Destilada 1 i.

Disolver 40 mg. de actidina en 100 ml. de etanol
al 95 % , y afiadir asepticamente 1 ml. de ésta =o
lucién al medio recien preparadoc, antes de ser -

transferido a cajas petri,
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N¥EDIO BASE MAS LISINA

Base de Carbbn de Levadura 2.35 g.
Monoclorurc de Lisina 0.46 .
Agar 4 e

Disolver el monocloruro de lisina y el agar en
100 ml. de agus destiladas, esterilizar en auto -
clave a 121 °C, 15 libras de presibn. Afiadir zal
medio esteriligzadoe y enfriado z 50 %t 1a base de
carbbn de levadura, previamente disuelto en 100
ml. de aguz y esterilizado a través de unza men -
brana millipore o algiin otro aparatc de fildira -

cibn simil=r.
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