
Universidad Nacional Autónoma de México 

' i: ,, 
n 

DE Q lll Ulf" A 
'"7 • l'i'i. _....,,. 

ESTUDIO COMPAR~TIVO DE MEDIOS DE CULTIVO 

PARA LA DETECCION DE LEVADURAS SILVESTRES 

DE IMPORTANCIA EN LA INDUSTRIA CERVECERA 

T E s 1 s 
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE: 

QUlMlCO FARMACEUTJCO BIOLOGO 

p R E S E N T A: 

ELOY FLORES LOPEZ 

1983 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



rNTRODUCCIO!T 

El presente estudio es de intéres para la indus 

tria. cervecera, porque aporta una forma de detec 

tar contaminaciones con levaduras silvestres,­

que llegan a producir anormalida.E.es en la fabrica 

ci6n de cerveza, y por lo tanto, crear graves pr_2 

blemas para estas industrias. 

Una levadura silvestre se define como cualquier 

levadura que no es usada deliberadamente y bajo 

pleno control. Aun cuando no todas las levaduras 

silvestres son dañinas, ni producen deterioro en 

la cerveza, es indeseable su presencia, ya que es 

un indicio de ir¿'ecci6n (9) .. 

Entre las levaduras silves~res identificadas comu 

respc?::~ables del deteric.rc de lEl. cer..reza se e:n 

cuentra.n especies que per+enecen a los ~áneros 
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Sa~charomvces, Hansenula, ¡loeckera, Qandida, 

1:crJ.lopsis;, Bhodotorula, Pichia y :prettanontt,ces. 

Han sido estudiados varios medios selectivos para 

la detección de levaduras smlvestres, ninguno de 

los cuales ha resultado completamente satisfacto 

rio. Esto se debe principalmente a el com"Oorta - -
miento que tiene la levadura lager en cada uno de 

los medios selectivos. Se han reportado variacio 

nes en el comportamiento de una misma levadura de 

una fábrica a otra. 21 

De entre los medios selectivos reportados en la 

literatura, utilizados para la detección de levadu 

ras silvestres, los más utilizados han sido: el me 

dio de Lin, medio diferencial universal de cerveza 

ru:::rar (UBD), el medio base+ lisina y el medio dif~ 

rencial de Schwartz. 
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GENERALIDADES 

Las levaduras se han explotado durante millones­

de años para la í'abricaci6n de pan y bebidas alc_Q 

h6licas, aún antes de que se supiera que eran mi 

croorga.n.is~os y se descubriera la verdadera natu­

raleza de JLa í'ermentaci6n. Su. presencia en la ce!: 

veza fue detectada por primera. vez por .Anton van­

Leeuwenhoek, en 1680; cerca de 200. años después,­

en 1876, Pasteur present6 sus ideas sobre 1a fer 

mentaci6n en un trabajo ya clásico "Etudes sur la 

biérett, en el que postulaba que microorganism.os­

que vivían en condiciones anaer6bicas, eran capa­

ces de desarrollarse y crecer sustituyendo el pr_.2 

ceso de la respiraci6n que llevaban a cabo en pr~ 

sencia de cx:ígeno, -pcr el proceso de :fernentaci6n 

mediante ~::n.. cual m:. azúcar se convierte en aleo 

hol y dióxido de carccno, suministrándole de esta 

r:lanera a J..as células de levadura l.a energía que 
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requerirán para vivir en estas condicones. 23, 24 

Las levaduras están muy difundidas en la naturale 

za. Se encuentran en las frutas, los granos y 

otras materias nutritivas que contienen azúcares, 

en el suelo (especialmente en los viñedos y en 

los huertos), el aire, la piel y el intestino de 

los animales y algunos insectos. Se diseminan-

por medio de portadores y por el viento. 24, 7 

Las levaduras son por lo general, organismos uni 

celulares que se presentan en formas muy variadas 

desde las esféricas, ovoides, cilíndricas y elil! 

soidales hasta las triangulares; la mayoría de -

las 500 especies de levaduras conocidas, se han 

clasificado taxon6micamente desde el punto de vis 

ta de su reproducci6n, que puede ser asexual y/o 

sexual, incluyédase en tres clases de hongos: 

Ascomycetes, Basidiomycetes y Deuteromycetes. 23, 
24 A la primera pertenecen las levaduras cuyas 



- 6 -

estru.c:.;uras reproductoras sexuales son las ascos 

poras. El asca contiene por lo general de una a 

cuatrc esporas, pero a veces su número es de 

ocho 6 más. Las esporas se producen por divi -

siones sucesivas del núcleo; cada núcleo así for 

mado se rodea de material citoplásmico y después 
·24 por la pared celular. 

La clase Basidioeycetes se reproduce formando es 

poras sexuales ex-ternas, en una estructura denomi 

nada basidio o en un promicelio. 

La clase Deutercm.ycetes incluye levadUTas a las 

que ne se les conoce reproducci6n sexual; se re 

producen sola.mente de forma vegetativa por gem~ 

ci6n o :fisión. 

Las levaduras no tienen poder f otosintético depeg 

die!:dc por ello estrictam.er:.te de la presencia de 

mate:r:.a orgánica para dessarrollarsej pueden fermen. 
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tar algunos azúce.res, tales como los monosaca.ri 

des constituidos por seis at6mos de carbono e 

sus polímeros, los que previamente son degrada 

des a monosacáridos para su utilizaci6n; median 

te hidrolasas. Así como hay levaduras que meta 

bolizan pocos azúcares, existen algunas como 

C. Utilis que poseen capacidad para metabolizar 

ciertas pentosas (xilosa y arabinosa) y s. dias 

taticum que ~Prnlenta inclusive dextrinas simples 

de la cerveza. 

Las levaduras pueden obtener el nitrógeno neces.§; 

rio para la sintesis de sus proteínas a partir 

de compuestos de origen orgánico e inorgánicc­

(ni tri tos o nitratos), la mayor parte de las es 

pecies pueden aprovechar el i6n amonio. Las di 

ferencias en su capacidad para utilizar nitrato 

o r.itrito y la desaminaci6n de los an:onoácidcs, 

se aplica p2ra distinguir ciertas razas y esp~ 

cies; las vitaminas que requieren pertenecen en 

su ~ayoría s: coreplejo E~ Las levaduras crece~ 
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dentro de un amplio intervalo de temperaturas de 

oº a 47 ºa y la temperatura 6ptima para la mayoría 

es de 20 a 30 ºa. El rango de pH 6ptimo para su­

de sarrollo varia entre 3.5 y 6.5 aunque existen -

excepciones: Schizosaccharomyces está restringí-

da a un pH de 5.45 y Torulopsis pintalopesii de-

0.9 a l.l cuando urece a 37 ºa. En general la m~ 

yoría de las le•raduras pueden crecer bien dentro 

de un rango de 3 a ll. 4, 7, 8 

Las levaduras utilizadas en la industria cervece 

ra se clasifican en: Levaduras bajas, que se e~ 

plean comunmente en la elaboración de la cerveza 

"lager" y levaduras altas, empleadas en la cerve 

za inglesa 11 ale" • Las que no pertenecen a estos 

dos grupos son denominadas "levaduras silvestres". 

Una levadura silvestre, se define como cualquier 

levadura que no es empleada deliberadamente y ba 

jo pleno control de su comportamiento en la fer 
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mentaci6n .9 Entre las identificadas como respc_g 

sables del deterioro de la cerveza se encuentrap....­

especias que :pertenecen a los géneros §'.accharom;y: -

ces:t Hanserwla, Oandida, Torulopsis, Rhodotorula,­

Pichia y Brettanomyces,; su presencia puede produ­

cir velos biológicos y desarrollo de sabores desa 

gradables. De acuerdo con la literatura, las leva 

duras silvestres de la especie Saccharom.yces son -

las más difundidas, el 80 % de las contaminantes -

pertenecen a este género. Para darse cuenta del 

peligro que representa una contaminación con leva­

duras silvestres, se ha reportado (9} que una célu 

la de Saccharomyces cerevisiae var. turbidans en -

16,ooo,ooo de levaduras lager, producirá velo en­

la cerveza; Saccharomvces diastaticum es una de­

las más peligrosas en 1a cerveza embotellada -

y no pasteurizada, produce velo en la cerveza, 

así como saberes desagradables. La presencia de 

Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus es ca~ 

sa.r:te de sabores fen6licos durante la fermenta-
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ci6n o el almacenamiento, raz6n por la cual es 

aconsejable que en las cervecerías se cuente con 

una f o:rma de detectar su presencia. 

Las levaduras silvestres pueden ser detectadas, 

mediante el empleo de medios selectivos, que se 

dividen en dos grupos. 

Grupo I. Esta formado por el medio diferenciaJ. 

universal de cerveza agar (UBD .} y un medio base 

+ lisina. Estos son los más adecuados para la d!; 

tecci6n de levaduras silvestres que no pertenecen 

al gánero §accharom.yces. Grupo II. Consta de el 

medio diferencial de Schwartz (SDM) y el medio 

de Lin, y son los adecuados para la detecci6n de 

17 levaduras silvestres del g~nero Saccharomyces. 

El medio diferencial universal de cerveza agar, -

contiene el a...~tibi6tico actidina a una concentra.-

ci6n de 2a4 p~~ suficiente para impedir el desarr~ 

llo de la le'\"'ad.ura lager, no así el de las levaduras 



Eilvestres. 

Rl medio baee + lisina e ::.tiene cc:::c única fue:!:te 

de nitrógeno el aminoá.c:..z:: lisina, el cual r:.o 

puede ser utili~ado por ~s levadura lager para s~ 

crecimiento, por lo ccr.:'.:::-ario las levaduras 

vestres si pue:ien hacerl.c. 

El medio diferencial de s~~wartz aún cuando es -

muy utilizado 6?-:. la detec:::ión de levaduras silves 

tres, presenta ciertas di=icultades, ya que en e~ 

te son capaces de crecer ~anto las levaduras sil-

vestres como la lager que se emplea en la cerveee 

ria y el criterio para diferenciarlas no es muy 

exacto: Los tipos de colc~ias desarrolladas por 

las levaduras se denominar- tipo "L" (grandes h .. 

po 11 S" (chicas). Por lo ge~e::ral, las primeras 

--L:'~ 
co 

rresponden a las levaduras silvestres y las seg~ 

das a las lager; sin emba.rgc esto ne siempre reE~l 

ta cierto,ya q<..:.e existen 2lgunas especies de levad:¡ 
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ras silvestres que desarrollan colonias de un ta 

maño igual o menor al de las levaduras lager,3,l4 

l5 a la.s que inclusive se l.es denomina tipo "Q" 

indefinidas; por estos motivos para saber que -

tipo de 1evadura se encuentra presente es neces.!! 

rio además efectuar pruebas de carácter bioquím.i 

co bio16gico, para realizar su completa identifi 

caci6n. Levaduras como S.willianus, S.fragilis, 

Hansenula sp., Torulaspora ~erment~ y otras, no 

son capaces de crecer en éste medio, lo que de 

muestra la ineficiencia del mismo. l4, l5 

Tratando de mejorar este medio 7 Y= L~~ observ6-

que cuando la levadura lager se inocula en el me 

dio SDM es incapaz de crecer al incubar a 37 ºa 

por 24 hrs y posteriormente a 30 ºa durante 4 

días más. El inconveniente de este tratamiento 

es que afecta de la misma ~orma a algunas levadu 

ras silvestres que pueden ser detectadas en este 

medio cuando se emplea una Ecla temperatura de in 

cubaci6n de 30 ºc. Para algunas otras levaduras 
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se ve reducido su porcentaje de recuperaci6n.1 5 -

Por l:o tanto, este n:edio no será utilizado en es 

te estudio .. 

El medio de Lin fue desarrollado por Yishan Lin 

al observar el efecto que tenía el colorante cris 

tal-vial.eta y una nezcla de fuscina-sulfi,to sobre 

el desarrollo de la levadura empleada en 1a indus 
. 21 · tria cervecera • Estas substancias fueron aña -

didas a un medio base a una concentraci6n de 0.2 

a 4 ppm para el colorante y 0.05 a 0.4 ~ de la 

mezcla de fuscina-sulfito. Las pruebas permitie­

ron establecer que cuando la concentración del co 

loran.te 1leg6 a 0.7 ppm ninguna de las levaduras­

probadas logr6 desarrollarse. Cuando solamente se 

agregaba al medio la mezcla de fuscina-sul~ito to -
,das crecían y :)..o hacían con un tamaño en su colo -

nia mucho menor que cuando se emplea el ~edio base 

sin la adici6n de ningu.na de las dos substancias. 
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Si ambas substancias se adicionaban al medio base 

la supresi6n del desarrollo de la levadura lager 

se lograba a una concentraci6n de 0 .. 4 ppm. del C,2 

lorante y O.l % de la mezcla de fuscina-sulfito. 

3ncontrando una levadura lager que crecía aún a 

20 ppm. del colorante. El medio se design6 con 

la letra A. 

Levaduras que provenían de varias cervecerías fue 

ron probadas en el medio A, dando como resultado 

que cuando el inoculo estaba a una concestra­

·:c:i6n de 2 x 105 células/caja no. $~ obtenía ningun 

fresarrollo. Sin embargo cuando el inoculo se in 

~rementaba a 6 x 106 células/caja si se presenta 

ba desarrollo, concluyendo de esto que la efecti 

7idad del medio en parte esta dada por la cc~~en 

~ración del inoculo. Si se inoculaba en el cedio 

}:. una mezcla de levadu:r-a lager ccn silvestras a 

:;;.na concent:r:-aci6n de 5':xl05 y 300 cálulas/caja. re~ 

~ectivamente se presentaba el desarrollo de ~olo 

~ias grandes, que al ccntarlas era.:.~ menos de 300 
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y alrededor de estas inumerables colonias pequ~ 

ñas, lo que demostraba que las levaduras silves­

tres tienden a reducir el efecto supresivo que 

tiene el medio A sobre las levaduras lager. 

Y. . L" 21 al isn.an in estudiar el efecto de varios fac 

tores que podrían influir en el desarrollo de las 

levaduras en el medio A observ6 que cuando la con 

centraci6n de fosfato dipotásico no rebasa el 0.1 

%, el porcentaje de recuperaci6n de las levaduras 

sil-vestres se incrementa. Con esta última modifi 

caci6n cambi6 el nombre de medio A al de Lin. 

Y. Lin concluye en su artículo diciendo que la 

concentración efectiva de cristal-violeta en el 

medio no puede ser restringuida a un nivel definí 

do, ya que ésta dependerá del tipo de ingredien 

tes emp¡eados e~ la preparaci6n del medio, asi ºE 

mo el tipo de levadura que sea empleada en cada 

cervecería-

Los medios diferenciales que se han venido mencim 
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nar.do requieren de 5-6 días de incubaci6n a fin 

de obtener los res-J.ltados, esto significa un tiem 

po relativamente largo y lo que se requiere es ob 

tenerlos lo más rápidamente :posible. Esta necesi 

dad dió origen al. desarrolle del método de forma­

ci6n de microcclcrrias. Este emplea los mismos me 

dios selectivos, únicamente que a las 24 o 30 hrs 

d~ incubaci6n se hace una observaci6n microsc6pi­

ca de la superficie del medio en busca de colo 

nias que empiezan a &sarrol.larse pero que aún no 

son visibles. 

Harrison l3 y Lin14 probaron este m~todo, encon 

trá.ndo que entre el medio que contiene al antibi6 

tico actidina (UED) y el de L:in no existía nin 

gun problema para la detecci6n de levaduras sil 

vestreE. Señalan que bajo la observación micros 

c6pica curu:do el ~edio fue inoculado con mezcla 

de levadura sil"",,"'estre y lager se podía apreciar­

un gran número C.·:s: células i:::di viduales esparci-
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q~eños agr~~~ientos de células que con el tis~po 

=c!"'!!larían u.?:s colonia. 3n contras~e, cuando se em 

plea el meai~ base + li~ina las levaduras lager 

probadas desa.rrollaror:. ::iicrocolor3.a.s dentro de 24 

a 30 horas d.e incubac:.6n. Bajo observaci6n ::21. 

crcsc6pica. las colonias tenían fcrma irregular y 

de varios ta.::::laños, en algunas parecía que se ha 

bían fusionaüo unas ccn otras. Las levaduras 

silvestres de1 género Saccharomvces tuvieren tam 

cién un desarrollo se::::.2jante al de la levadura l~ 

ger,. sin e::::.bargo cua..?:.=.o se inoculaban levaduras­

silvestres que no pertsnecen al género Saccharomx 

Q.§§ estas crecían más rápidamente que la leva.dura 

1.ager, pudier'.,dO de ésta. manera nacerse la di:f'eren 

ciaci6n entre unas ccl::nias y otras. l3,l4, 2ü 

Cerno en ur.a contamina~i6n por levaduras s~2ves 

tres es rea.:.~ente dif~cil que estas lleguen a pr~ 

dominar, rara poder d.:-::ectar su presencia reS"..21 ta 

necesario i~ocular e~ los medies una gra..~ ca:.~ti 

d.ad de cél·;.:as, lo ::=¿:c.2! es pos:.cle cuando se -:ra 
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ta de muestras de levadura empleada para inocula 

cién de tanques d.e fermentaci6n, muestras de la 

misr::a o bién de cerveza en tanques de reposo, en 

las que la ca.r:tidad presente de levadura es elev2 

da. En muestras de cerveza filtrada y embotellada 

resulta dificil, porque en estos cases la levadu-

ra es muy escasa. Para resolver esta dificultad, 

se han empleado f'i1tros de membrana ccn los cua-

les se pueden filtrar volúmenes relativamente 

grandes de cerveza, aumenta..".ldo de esta. manera la 

posibilidad de detectar levaduras silvestres en -

este tipo de muestras. 

La técnica que emplea filtros de membrana utiliza 

los mismos medies selectivos mencionados en parrá 

fos anteriores e inclusive se puede e~plear el mé 

todo de formaci6n de microc~lonias, ~i~ embargo 

para algunos a~:J.tores el e::;pleo de :fi:::ros de mem 

bra..~a es poco efectivo, pcr que la ef~ciencia de 

cada medio se ve in:fluencia.rd.a por el -::ipo de mem 

b t ·1· ~ L' 2º 'd b rana u 1 izaa.a. :i.n c::::::::.sJ. era que :;.:::::.a mem ra-
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na de núcleopore de policarbonato es la más indi 

cada; otras como millipore-blanca, millipore-n~ 

gra, etc. permiten el desarrollo de levaduras la 

ger en algunos de estos medios, dificultando de -

esta manera la diferenciaci6n entre las co¡onias­

de levaduras silvestres y lager. 2 ,l9, 20 
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METODOI:OGIA 

1.- Aislamiento de levaduras silvestres. 

l.1.- Se filtraron 100 ml de retorno de embote 

llado+ proporcionado por diferentes cerve 

cerías, empleando membranas millipore~ las 

cuales posteriormente se colocaron en ca 

ja.s petri con medio UEA (Universal de 

cerveza agar). y se incubaron a 25 ºa por 

48 horas. 

l.2.- Se realiz6 una observación microsc6pica de 

las levaduras que desarrc;llaron en el me 

dio anterior, marcando las colonias cuyas 

células preset~taron una c::n"'f ología diferen 

te a la de la levadura cervecera. 

2.0.- Obtenci6n de cultivo pur~ de las levaduras 

silvestres. 

+cerveza sobrar..te en las :!~eas que aJ.imen 

ta!: a las líness e~botel:a~oras. 
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2.1.- Se suspendi6 una cantidad pequeña de leva 

duras en 5 ml de soluci6n salina isotóni 

ca estéril. 

2.2.- Se efectuaron las siguientes diluciones: 

10-2 , 10-3 y io-4. 

2.3.- Se inocularon 0.2 ml de las dos Últimas-

diluciones en cajas Petri con agar mosto 

lupulado y se incubaron a 25 ºa por 48 h. 

2.4.- Se efectu6 una observaci6n microscópica pa 

ra confirmar la presencia de levaduras sil 

vestres. 

2.5.- Las levaduras silvestres se inocularon por 

estría en tubos de ensayo con agar mosto 

inclinado y se incubaron a 25 ºe por 5 

días. 

2.6.- Las levaduras adecuadame~te etiquetaias se 

refrigeraron para su invest~gaci6n. 
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3.0.- Diferenciaci6n de las levaduras cervece 

ras y silvestres. 

3.l.- Tanto la levadura "lager" como las silve~ 

tres aisladas durante los pasos anteri_2 

res, fueron sometidas a las siguientes 

pruebas, que permiten diferenciar a las 

contaminantes de las de uso industrial. 

3.1.1.- Fermentaci6n de mosto acidificado con -

ácido tartárico. Las levadura~ se inocu 

laron en mosto e incube.ron a 30 ºe duran 

te 48 horas, añadiándose posteriormente 

a 30 ml de mosto acidificado al l.5 ~ 

con ácido tartárico y se incubaron a 

30 ºc. Una fermentación activa dentro de 

48 horas es evidencia de la presencia de 

levaduras silvestres. 

3.1.2.- Utilizaci6n de lisina. Las levaduras 

son lavadas y centrifugadas 3 veces con 
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agu.a destilaüa est~ril y 0.3 ml de u_~a 

suspensi6n conteniendc· a:proximada.zente 

2 x 105 céll.41.as, se inocularon scbre la 

S"'.:.:;pe1"ficie del medio agar lisina.. Las 

o se incv.baron a 2 5 e por 5 c.::as .. 

32 desarrol~o de colonias indica la-

presencia de levaduras silvestres. 

;, .• 1..3.- .Dsaa.rrollo e:;."!. presencia de cristal-vio 

1eta. Se inocularon cajas petri con 

aga:r mosto que contienen 20 ppm de -

cristal-violeta y se incubaron a 30 ºa 

durante 48 horas. El desarrollo de co 

lonias en el medio indica presencia de 

levaduras silvestres. 

3.1.4.- Desarrollo de las levaduras en el ~edio 

diferencial universal de cerveza agar -

(UB:J~. Se inoc~laron las cajas petri que 

ccn:;enían HBD (que contiene 4 ppm de a.e 

tid::..na) ,con 2 x 105 células cada ur::;:;., se 
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desarrollo de colonias i~~ica la prese.!! 

cia de levaduras silvestres. 

2,.1.5.- Se considerare::::. como leva.auras sil.ves 

tres a aquellas que prese~taron pseudo 

micelio o algur..a forma pa:rticularmente 

a..."l'lcrmal en su ::::;.orfología.,. al ser obse~ 

vadas en el microscopio después de ser 

cultivadas en a.s::ar mosto durante 72 ~. 

4.- Obtenci6n de ~ medio sele::;'tivo para. el 

aislamiento de levaduras E~lvestres. 

4.1.- .Se prepar6 medie de Lin c~n diferentes 

concentDaciones del colora:~te cristal-

violeta en un rari.go de O.l a 5.0 pp~ 

(e1 medio se distribuyó ~r- cajas petri 

que se refrigeraron 24 hr posterio~ente). 

4.2.- Se inocularon las cajas pe:::::•i que ccnte 

nía?: medio de L~~ con O.l =l (que 
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tenía aproximadamente 5 x io5 células P.§ 

ra la levadura lager y 100 para las sil 

vestres) de cultivos de 24 horas, obteni 

dos de la siguiente manera: 

4.2 .. 1.- Se sembraron 4 matraces que contenían 20 

ml de mosto lupulado: 3 con cepas sil 

vestres y. 1 con levadura lager. Se incu 

baron durante 24 horas a 25 ºa. 

4.2 .. 2.- Los cultivos de levaduras se lavaron 3 

veces, utilizando soluci6n salina isot6 

nica estéril. 

4.2.3.- Las células se suspendieron en 15 ml de 

solución salina isot6nica. 

5.- Ajuste de la concentraci6n de los culti 

vos por investigar. 

Se cc:::ta.ron las c~lulas utili::::ando un he 

mocitt'.=.etro .. 
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5.2.- Se hicieron diluciones hasta obtener una 

concentraci6n de aproximada.mente 5 x 105 

células por 0.1 ml para la levadura "la -

ger" y de 100 células por O.l ml para las 

levaduras silvestres. 

5.3.- Ilas cajªs con el medio de Lin (párrafo 4.l) 

fueron inoculadas e incubadas a 25 ºa du 

rante 5 días observándolas diariamente. 

6.- Investigaci6n del efecto del pH del medio 

de Lin sobre el desarrollo de las levadu -

ras. 

6.1.- Se prepar6 medio de Lin con una caneen -

traci6n de cristal-violeta de 2.5 y 3 ppm 

variando el pH de 6.0 a 8.5 con rangos de 

0.25 

6.2.- Los medios se inocularon con O.l ml de ca 

da cultivo obtenido en la forma descrita­

en el párrafo 4.2.1. :l se incubaron a 25°c 

durante 5 días. 
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1.- Desarrollo de las levaduras en el medie de 

Lin cuando se encuentran mezcladas levadu.. 

ras silvestres con lager. 

7.1.- Se preparó medio de Lin conteniendo una 

concentraci6n de cristal-violeta de 3.0 
+ 

ppm. y se ajustó el pH a 7.8 - 6.2. 

7.2.- Los medios fuer~n inoculados tal y como se 

ilustra en la siguiente tabla, y fueron in 

cubados a 25 ºe durante 5 días, efectuándo 

se observaciones diariamente. 
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Concentración de Cálulas por Caja 

Lev. Silvestres Lev. Lager 

Levadura lager 5 X 105 

Levadura lager 
lo5 mezclada con c1 100 5 X 

Levadura lager 
io5 mezclada con c2 100 5 X 

Levadura lager 
X 105 mezclada con c3 100 5 

º1' 0 2 Y 03 son levaduras silvestres. 

NOTA: Los in6culos se obtuvieron de la forma des -
crita en los párrafos 4.2.l y 5.0 

8.- Desarrollo de las levaduras silvestres y la 

ger en el medio de Lin a u.~a temperatúra de 

incubación de 30 ºc. 

8.l.- Se preparó medio de Lin con una concentra­

ci6n de cristal-violeta de 3.25 ppm y ajus­

tando el pH a 7.8 ± 0.2 (el medio se 
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distribuyó er: cajas petri y se refriger6 du 

rante 24 horas). 

8.2.- Las cajas se inocularon con cultives (párr~ 

fo 4.2.l y 5.0) de levaduras silvestres y 

lager, de la forma como se ilustra en la si 

guiente tabla. 

'Levaduras 

"Lager" 

ª1 

º2 

C3 

Lager/c1 

Lager/c2 

Lager)a
3 

Concentraci6n de Células por Oaja 

Levaduras Silvestres Levaduras Lager 

5 X 105 

100 

100 

100 

100 5 X 1.05 

100 5 X 105 

100 5 X 10 5 

son levaduras silvestres. 
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8. 3 .- L.os r:.edios fueron incubados a 30 ºe durante 

5 días, observándolos diariamente. 

9.- Cc-paraci6n de la efectividad para la dete~ 

cién de levaduras silvestres, entre los me 

dics de UBD, medio base más lisina y el de 

Lin.. 

9.1.- Se prepararon los medios J:r se distribuyeron 

en cajas petri y se refrigeraron durante 24 

hcras. 

9.2.- Los n:edios se inocularon ccn cultives (pá­

rrafo 4.2.1 y 5.0) de levaduras silves 

tres en mezcla con lager a una con~entra -

ci6~ de 100 y 5 x io5 células, respectiva.-

mente.+ 

+En esta ccasi6n se probaron 20 levaduras silves -

tres aislaias y 5 tipificadas, 
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9. 3.- Los mec.:ios Fe incubaron a las si,::;uienteF 

tempera~uras dur~nte 5 días: 

Medio base con lisina 

Medio UBD. 

Medio de Lin 

25 ºe 

25 ºa 

25 y 30 ºe 

10.- Detecci6n de levaduras silvestres por la 

formación de microcolonias. 

10.1..- Se prepararon los medios y se distribuy~ 

rcn en cajas petri, se refrigeraron durc~­

te 24 horas. 

10.2.- Los medios se inocularon con medios de cul 

tivo (párrafo 4.2.1 y 5.0) de levaduras 

silvestres con lager a una ccncentracién 

de 100 y 5 x 105 células por caja respecti 

vamente, utilizando como controles cajas-

inoculad~s u.¡1icamente con lev~durss lager 

para cada uno de los medios. 
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10.3.- Los medios se incubaron a las siguientes-

temperaturas: 

Medio base más lisina 25 ºe 
Medio UBD. 25 ºe 

Medio de Lin 25 y 30 ºe 

Despu~s de 24 y 30 horas de incubaci6n se 

efectuaron observaciones microsc6picas de 

la superficie de los medios en busca de mi 

croco lonjas. 
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RESULTADOS 

1.- Se aislaron 25 levaduras~ las cuales posteriormente fueron 
estudiadas para caracterizarlas como silves:tres. 

~ 
~ 
¡¡ 

! 
'I 

l 
" 

TABLA# 1 

Resultados de las pruebas para la diferenciación entre leva 
duras silvestres y la.ger. 

Leva­
duras 

Lager 

º1 
º2 
C3 
C4 
C5 
C5 

Observa­
ción Mi 
crosc6pi 
ca a las 
48 h. de 
incuba -
ci6n 

+ 
+ 
+ 
+ 

~ 
Utiliza.- · Desarro 
ci6n de l1 llo eñ 
la lisi- ;J UBD 
na il 

d 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 

ij 
!i 
~i 

il 
il 
,¡ 
1,1 

¡¡ 

11 

t¡ 
~i 

~ 
1l 
'I I¡ 
¡, 
11 

i\ 

+ 

.i'ermentaci6n 
de Kosto Aci 
dii"icado coñ 
Acido Tartá­
rico 

Desarrollo 
en presen ', 
cia de ::. 1 

Crista1 -
Violeta 
(20 ppa) ) 

+ 

º1 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 

- 1 

ºa 
ª9 
0 10 
011 
0 12 
013 
cl4 
015 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

d 

+ 

d 

d 
\ 
: 

' 1 



! 

l 
' t 

¡ 
¡ 
' 

Resul tsdos de 1.s2 :p!'Uebas :;::ara 18. difere!:·c::iaci6n entre le­

ve.dur2s silvestres '-" "lager11 

Leva­
duras 

j . i 
1 Observr::- : 
1 c:i.6n ilii • 
~ e rose 6~í ; 
cf~ a. 1a.-s · 

• 48 h. de ;¡ 

'incuba - ii 
.: ción [1 

' 
::"tiliza- ! .Jesa..cro 
ci6n de i llo en 
la Lis]: l ;JBD 
na 

Jfen:cntaci6n l .Desa..-rollo ~ 
de ~esto Aci ·en presen-~ 
dificacto coñ oia de 1 
Acido 2artá- crristal ~i 
rice Vio1eta ) 

u (20 ppm) 1 
i¡ 

! 016 
¡ 011 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

¡ 
~ 
i' 

+ 

! 
1 + 
' t 
r, + 
t1 1°1s 

019 
020 
C21 
0 22 
023 
024 
025 
Rhodo­
torula 
sp. 

s. -
Diasta 
ticun 
s. -
Fruc­
tun 
To ru­
la sp. 

Toru­
lopsis 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

ri 
i11 

:¡ 
!í 
il 
~ 
! .. 
" 

~ 
i 
i 
l 
íl 

~ 

l 
1 

+ 
+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

. 
u 
'I 

i 
! 
,1 

+ 

+ + 

+ 

d 

+ 

+ 

+ 

Observe.ci6n microsc6pica: (+) Presencia. de pseudomicelio 6 
c.lgun.• f'orma. particularmente anormal en 1~~ n~?fología de 

las c~lulas. d: Débilmente po~itiv~. 

1 
J: 

" 1 

i.1 
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Resultados en la bbtenoi6n de un medio para el aislamiento 

de levaduras silvestres. 

Concentración de Oristal.-Violeta en el Medio 

de Lin en ppm 

Lev. 0.1 0.5 1.0 1.5 2.0 12.5 3.0 ¡3.5 4.0 4.5 5.0 

1 1 
Lager + + + + + + o ~o o o o 

ª1 100 98 99 97 95 86 82 77 73 68 66 

º2 J.00 99 100 98 98 91 89 87 88 85 79 

C3 98 96 97 88 82 '75 73 68 56 42 39 

NOTA: Los resultados eetán dados en porcientos de recupera -
ci6n. 

(+} Desarrollo de la levadura lager con un número in 
contable de colonias. 

(O) La levadura lager no presenta desarrollo. 
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TABLA # 3 

Resul.tado de las investigaciones del efecto del pH de1 medio de 
Lin sobre el desarrollo de las levaduras. 

a) Ccncentraci6n del colorante crista1-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 • 7 5 8. o s.25·a.50 

Lager + + + + + + + + + + + 

ª1 85 85 86 84 86 87 86 85 87 84 85 

ª2 89 91 92 90 91 93 90 91 92 90 90 

º3 73 73 75 74 74 75 75 74 76 75 75 

+Incontables. 

b) Ooncentraci6n del colorante cristal-violeta de 3.0 ppm. 

Valores del pH en el J«edio 

,r: 6.0 6.25 6.50 6.75 7.0 7. 2 5 7. 50 7. 75 B.o 8.25 8.50 

Lager o o o o o o ~ o o o o 'u O 

ª1 82 82 83 82 81 80 82 84 83 81 ! 82 

º2 88 90 91 90 89 89 90 91 92 89 ' 'I 90 I, 
li 

C- 70 74 72 73 72 73 73 11 72 70 1 71 .:s 

(O) La levadura lager no presenta desarrollo. 

Los resultados están dados en 'fo de recuperación. 
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TABLA # 4 

Resu1tados de1 desarrollo de las levaduras en e1 me -

dio de Lin al inocular una mezcla de 1evaduras sil.ve.! 

tres y l.ager • 

. 
Levaduras Inoculo RECUP.ERACION 

C~l.ulas/ 
Oel.onias/Caja 

"' 
Caja 

Lager 650,000 o o ~ 
i 

º1 en mezcla r 
con lager 120 100 83 

1 
º2 en mezcla ~ 

98 89 91 
,, 

con l.ager f¡ 
h 

1! 

º3 en mezcla 1,: ,, 
con l.ager 112 78 70 l) 

¡1 

" 

NOTA: Ocncentraci6n de cristeJ....violeta en el medio 

3.25 ppm. 
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TABLA # 5 

Resultado de1 desarrolle de las levaduras silvestres 

y 1ager en el medio de Lin a una temperatura de inc~ 

baci6n de 30 ºo. 

BECUPERACION 
In•cu1o 

Levaduras Cál.ulas/caja Co1enias/Caja % 

La.ger 560,000 o o 

º1 102 82 80 

º2 97 86 89 

º3 95 67 71 

ª1 en mezcla 
cen 1ager 102 83 81 

º2 en mezcla 
con lager 97 85 88 

C3 en mezcla 
con 1ager 95 67 70 
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TABLA # 6 

Resultado de la co~paraci6n en la efectividad para la detec-
ci6n de levaduras silvestres, entre los medios de UBD, e]. me 
dio base más lisina y el de Lin. 

Medio base 

Levadura 
Linc/:i. 
25 e 

Lin
0

a 
30 e 

más
0
1isina 

25 e 
UBD

0
a 

25 o 

Lager o o + o 
º1 82 80 52 o 
º2 93 90 80 o 
C3 72 70 25 12 

C4 Q o 79 o 
05 25 o o o 
06 60 58 80 o 

º1 o o 64 o 

ªa o o 72 o 
º9 o o 76 o 
011 o o 35 o 
012 o 34 o o 
013 

82 78 o 4 
0 14 87 84 o o 
015 56 50 1\5 o 
e, -_ó 60 20 i o 
011 36 o Se} o 
019 o (l 85 o 
0 20 o 79 o e 
022 91 8 .... /!!. o o 

º24 29 o o o 
Rhodotorula ep. o 22 JJ3 o 
s. Dia.sta.ticun 69 24 46 e 
s. Fructu:.'""1. 94 90 o e 
Torula spa o o 85 e 
ToruloEsis sp,, o o ?fJ e 
+ La levadura laeer presc?:"::!";l deso.rre::i!1o .. 

Los resultQdo12 nc":.51: d3ir :;::- en ~ de :rrecuper2'.:'::.6¡;G 
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COMENTARIOS 

Cuando en una cervecería se tiene la sospecha de que 

existe una contaminaci6n con levaduras silvestres, 

una observaci6n microsc6pica de las muestras es de P.!? 

ca utilidad, con exepci6n de aquellas ocasiones en­

que estas levaduras se encuentren en gran cantidad y 

edemás tengan una diferencia morf o16gica muy marcada 

con respecto a la de la levadura "lager" empleruia Qn 

la cervecería. 

e-u.ando se -tienen culi;ivos puros de levadura silvestre 

como los que se obtuvieron para realizar este estudio, 

resulta fácil apreciar las diferentes formas en la.­

morfología de estas levaduras, encontrando algunas co 

mo c2 que tiene f o:rma cilíndrica y curva, algunas 

otras como c7 llegaron a tener formas completamente 

irregulares, otras como c10 y c18 lograron una unifo~ 

midad en su :morfología pero con un tamaño muy pequeño, 

inclusive ~e encontraron algunas con una Jnorfologia 
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muy p~recida e l.a que tiene la levadura lager, 1a que 

bajo el microscopio se presenta como células grandes, 

de tamañ.o más o menos uniforme, ligeramente ovales o 

redondas. Otras levaduras como c10, Cl8' C2l' C23 Y 

c25 en la prueba de observaci6n microsc6pica present_!! 

ban la f ormaci6n de pseudomicelio 6 a.normalidades en 

su morfología y sin embargo en las pruebas para la 

diferenciaci6n entre levaduras silvestres y lager no 

obtuvieron resultados positivos en ninguna de ellas,­

por 1o que estas levaduras :fueron descartadas para e~ 

tudios posteriores. 

Una observación microsc6pica es por 1o tanto de esca-

sa utilidad para afirmar o negar la presencia de leva -
duras silvestres contaminantes. Se han tratado de ª!!­

contrar formas más seguras de hacerlo, entre estas se 

encuentran algunas pruebas como son: La esporulaci6n 

ae levaduras, la fermentaci6n de mosto que ha sido 

acidificada con ácido tartárico y la resistencia tér­

mica que tienen algunas de las levaduras silvestres~1 

Observando los resultados obtenidos en le tabla Nº 1 
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se puede apreciar que la f e:rtlentaci6n de mosto que ha 

sido acidificadQ con ácido tartárico :fue negativa ún,! 

camente cuando se prob6 la 1evadura 1ager y aquellas­

cepas que fueron descartadas. Por lo que ésta prueba 

deberá tomarse en cuenta para 1a detecci6n de 1evadu-

ras silvestres. 

Métodos má.s rápidos y efectivos han venido desarro 

llándose mediante el empleo de medios se1ectivos. se -
gún la Sociedad Americana de Cervecería Química1 la -

levadura empleada en la cervecería es incapaz de ere -
cer en un medio en el cual se encuentra presente como 

única ruente de nitr6geno e1 aminoácido 1isina. Sin 

embargo observándo los resuliiados que se ob~.l.vieron-

en este trabajo, se verá que 1a levadura 1ager si :fue 

capaz de crecer desarro1landc pequeñas co1onias como­

puntitos apenas distinguibles$ este comportamiento 

fue observado por Lin i 7 , 22 Y 21 al efectuar pruebas 

con levad:tll'as oe:r-veceras. Hace el comentario 

áste desarrollo muy probable~ente se deba a impureza~ 

en los reactives, para comprobarlo, en este estudio -

se efectuaron los ~i@1.üentes -pasos: se crunbi6 de reas:, 
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tivos, se utiliz6 agua tridestilada en la preparaci6n 

del medio y se efectuaron cambios en la concentraci6n 

del inóculo, llegando a disminuirlo hasta 100.000 

células/caja, y sin embargo los resultados siguieron­

siendo los mismos. Sería combeniente que se efectua-

ra una prueba en la cual no fuera agregada le lisina 

al medio. 

Este pequeño desarrollo que tiene la levadura. 1ager -

en este medio no impide hacer una diferenciaci6n cla -
ra entre las colonias de estas levaduras y 1as de las 

silvestres, ya que el tamaño de estas últimas es mu. -

cho mayor que las primeras. 

- "l La A.S.B.G .. para Control Microbio16gico- reporta que 

el ~tibi6tico actidina a una concentraci6n de 4 ppm­

en el medio universal de cerveza agar, es su:ficiente_ 

para impedir el desarrollo de la levadura l.ager, pero 

no el de las silvestres. Al observar una. vez más los 

resultados obtenidos se puede ver que efect:i.vamente -

este medio tiene un efecto altamente supresivo en el 

desarrollo de la levadura emplead~· en la cervecería -
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pero 1.c· ~iene tamhián sobre :las levaduras silvestres. 

Con el cedio de Lin fue necesario efectuar la mayor -

cantidad de pruebas~ debido a que ciertos factores C,2 

mo son: La concentraci6n de cristal-violeta, la fre~ 

cura de los ingredientes utilizados en la prepara 

ci6n del medio, e1 tipo de P..ga:r empleado y la manera 

de como se esteriliza influyen directamente en su 

efectividad para la detecci6n de levaduras silvestres. 
21,22 

Las pruebas pa.ra observar la in:fluencia del pH, en el 

medio sobre el desarrollo de las levaduras :f'ueron ne -
cesarias ya que no se encontraron referencias sobre -

este punto. Los resultados ncs muestran que la única 

variación que existe es en el tamaño de las coloniasj 

las que tienden a ser pequeñas a pHs ácidos y extend,! 

das en los alcalinos. 
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e o ?~ e L u s I o N E s 

Los medios selectivos más adecuado~, para 1a detección 

de 1evaduras silvestres son: 

Medio de Lin.- Oon una concentraci6n de colorante cri_!! 

tal-violeta de 3.25 ppm e in6cu1o de 5 x io5 a 1 x 106 

células/caja. Este medio demostro tener una. eficiencia 

del 6 5 .4"' la gran mayoría de las levaduru que creci_!. 

ron 1o hicieron con un porcentaje de recuperaci6n por 

ene ima del 50 "1, y aquellas que no fueron detectadas a 

25º0 de incubación si se encontraron a 30 ºe y viceve~ 

sa. Por ello se recomienda. usar este medio, duplicando 

las siembras para incubar la mitad de las placas a 35 

ºe y el resto a 25 ºe; as! se asegura una máxima rec1! 

peraci6n. Este medio detecta principalmente a las lev_!! 

duras del género Saccharomyces. Puede emplearse el m.! 

todo de formaci6n de microcolonias y dar resu1tados p_s 

sitivoe a1 cabo de 24 a 30 horas de incubaci6n. 

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

que se tomen en cuenta como levaduras silvestres, so1c 
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aquellas colonias que midan más de 0.5 mm de diámetro. 

Este medio demostró tener una eficiencia del 61.2% y 

ju..~to con el anterior hizo posible detectar a todas 

las levaduras probadas. Este medio detecta princinal - -
mente levaduras que no pertenecen a1 género 

Saccharomyces. 

En este medio no se puede aulicar el mátodo de forma 

ci6n de microcolonias, debido al desarrollo que tiene 

en este la levadura cervecera y que dificulta la dife 

renciaci6n entre unas colonias y otrae. 
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COM..'PCSICION Y PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO 

M8DIO DE LIN 

Extracto de 1evadura 0.4 g. 

Extracto de Malta. 0.2 g. 

Peptona 0.2 g. 

Dextrosa 1.0 g. 

Foefato Dopitásico 0.1 g. 

Cloruro de Amonio 0.05 g. 

Mezcla de JUscina.- su1fito 0.1 g. 

.Agar 2.0 g. 

Cristal-violeta ..¡.¡. ppm. 

Ae,"Uo. Destil.ada l.00 mi •. 

Esterilizar en autoclave a lCi 1b. de presi6n 121 ºo, 
repar·tir en caja.e petri y refrigerar de 24 a. 48 horas­

antea de 8U empleo. 

+NOTA: La concentración deberá ser buscada de acuerdo 

a1 lugar donde será empleado el medio. 
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Solución de Cristal-Violeta: 

Esta solución se prepara disolviendo 0.1136 g. de 

cristal-violeta (con un contenido del 88 ~ de coloran­

te) en 0.5 ml. de alcohol etílico al 95 ~ y diluido a 

100 m1 con agua destilada. Esta solución es gu.ardada­

en refrigeraci6n. 

Mezcla de Fuscina-SUlfito: 

Se prepara con 4 g. de fUscina básica, 25 g. de su1fi­

to de sodio a.Db.idro, se mezclan perfectamente con 1 g_ 

de dextrina en un mortero, se coloca por 3 días en un 

desecador, la mezcla se transfiere a-un frasco de co -

lor ámbar que cierre ermáticamente. 
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MEDIO CON ACTIDINA 

Dextrosa 50 g. 

Caseina Hidrolisada 5 g. 

~racto de Levadura 4 g. 

Fosfato Monopotásico 0.55 g. 

Cloru.ro de Potasio 0.425 g. 

Cloruro de Ca1cio 0.125 g. 

Sulfato de Magnesio 0.125 g. 

Cloru.ro Fárrico 0.0025 g. 

SU.lfato de Magnesio 0.0025 g. 

Agar 20 g. 

Agua Destilada. 1 1. 

Disolver 40 mg. de actidina en 100 ml. de etanol 

al 95 ~ • y añadir asepticamente 1 ml. de ásta S.,2 

lución al medio recien preparado, antes de ser -

transferido a cajas petri. 
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MEDIO BASE MAS LISINA 

Base de Carb6n de Levadura 

Monocloruro de Lisina 

Agar 

2.35 

0.46 

4 

g. 

g. 

g. 

Disolver el monocloruro de lisina y el agar en 

100 ml. de agua destilada, esterilizar en auto -

clave a 121 ºe, 15 libras de presi6n. Añadir al 

medio esterilizado y enfriado a 50 ºe la base de 

carb6n de levadura, previamente disuelto en 100 

ml. de agua y esterilizado a través de una mem -

bra.na millipore o algún otro aparato de filtra -

ci6n similar. 
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