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AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE LEVADURAS CON
FACTOR ZIMOCIDA DIL PULQUE Y AGUAMIEL

INTRODUCCION

Uno de los problemas a los que se han enfrentado las industrias
de fermentaciones industriales, particularmente las que utilizan
Saccharomyces cerevisiae como indculo para producir bebidas ajcoholicas;
es la contaminacion con levaduras silvestres, Estas, perjudican al producto al
producir sabores y aromas desagradobles; ademas de que disminuyen la
produccidon de alcohol inhibiendo el crecimiento del indculo. Se han
realizado numerosas investigaciones al respecto y se ha encontrado que
algunas de estas levaduras silvestres poseen el factor "ZIMOCIDA", mejor
conocido como "KILLER", que es el responsable de la inhibicion del indeulo
inicial (Young, 1987).E! término ZIMOCIDA se da a las levaduras. que son
capaces de secretar una toxina, de naturaleza proteica o glucoproteica, letal
para otras levaduras sensibles, pero que son inmunes a su propia toxina
(Farris et al., 1991 y Young, 1987).

Actualmente, para la industria de las fermentaciones
alcohdlicas, es de gran interés encontrar cepas de levaduras fermentadoras
activas con factor "zimocida", por lo que en este trabajo se busca aislar e
identificar levaduras del pulque y aguamiel, con el objeto de: 1) conocer
mejor la microbiota presente en ambos sustratos, y asi mismo 2) determinar
si poseen el factor "zimocida", realizando pruebas cruzadas con cepas
sensibles de coleccion: 3) determinar la resistencia de las levaduras aisladas
de! pulque y aguamie] al realizar pruebas cruzadas con levaduras zimocidas
de coleccidn.

Para realizar el presente estudio se escogieron el pulgue y el
aguamiel debido a las caracteristicas que ambos sustratos presentan. L

aguaniel tiene altas concentraciones de azucares, por lo que las levaduras
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presentes en el, resisten una alta presion osmotica. A partir de esta savia
azucarada se obtienc el pulque por un proceso de fermentacion lactica-
alcohélica, por lo que las levaduras que persisten en el pulque pueden ser
fermentadoras y deben de tolerar una cierta concentracion de alcohol;
aproximadamente de un 6 a un 9% que es el grado alcohdlico del pulque.

Tomando en cuenta estas razones, en la presente investigacion
se tratard de encontrar una levadura que posea el factor "zimocida"; que sea
fermentadora, y resista cierta concentracion de alcohol, Ademds en caso de
encontrar levaduras zimocidas, se determinard en que concentracion de
levadura zimocida, ésta inhibe el crecimiento de una levadura sensible de
coleccion. Entre las limitaciones que se encuentran para poder observar este
comportamiento estd el de poder identificar a dos cepas de levaduras cuando
se ponen a crecer en un mismo medio. Por esta razdn se tendran que escoger
dos levaduras que puedan ser facilmente distinguidas, la una de la otra, por
su diferente morfologia colonial.

El encontrar una levadura con todas las caracteristicas antes
mencionadas seria de gran utilidad para diversos procesos fermentativos a
nivel industrial, ya' que aseguraria e} predominio de la levadura zimocida
fermentadora utilizada como indculo, evitaria o disminuiria el riesgo de
contaminacion por levaduras silvestres, aseguraria un buen rendimiento de
alcohol, y la persistencia del indculo al aumentar la concentracion de dicho
producto.



ANTECEDENTES
LEVADURAS

En general cuando se habla de levaduras, imnediatamente se
piensa en una fermentacion;, ya que ambos términos siempre se han
asociado, y aunque las levaduras han sido utilizadas de sicinpre, no se tenia
un buen conocimiento de la naturalezs de estos organismos. El origen de la
palabra levadura en diferentes idiomas proviene ya sea del latin "leverc"
que significa levantar o crecer; y del griego "zestos" que significa
hirviendo, ambos haciendo referencia a la produccion de CO2 durante una
fermentacion, la cual provoca en una fermentacion liquida la formacion de
espuma y en una solida, como el pan, el crecimiento de la masa (Phaff e
al., 1978).

La fermentacion de jugos de frutas para la obtencion de
diferentes bebidas alcohdlicas, as{ como la elaboracién del pan, constituyen
de los dos primeros procesos en los que se emplean levaduras. Ambas son -
prdcticas muy antiguas, que se remontan muchos ailos a.C., por evidencias
arqueoldgicas en tumbas egipcias y en Mesopotamia, se sabe que fueron
establecidas hace 4000 afios, (Phaff e al., 1978). Aparentemente todas las
civilizaciones antiguas utilizaban los productos de fermentacién tanto como
hoy en dia.

El origen del concepto "levadura” debe considerarse a partir de
las observaciones microscopicas de van Leevwenhoek en 1680 de una gota
de cerveza, donde el encontrdé cuerpos globulares. Hacia 1876 Pasteur
postuld, que el proceso de fermentacidn por organismos vivos (bacterias y
levaduras) bajo condiciones anaerdbicas, constituia un sustituto del proceso
de respiracion, y que la aireacion reprimia la fermentacion. Propuso que si
se introducian levaduras en una solucion con azicar, éstas utilizarian el
azitcar como alimento y secretarian metabolitos no utilizables como alcohol
y CO2. La fermentacion alcohdlica fue considerada como el proceso vital
de producciénn de energia de las levaduras que viven en ausencia de
oxigenoo en anaerobiosis (Phaff er al.,1978).
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IDENTIFICACION.

[.as levaduras son hongos unicelulares que se reproducen por
gemacion ¢ fision. Es un grupo taxopomicamente diverso que incluye
levaduras perfectas, que presentan una fase sexual, y que son clasificadas en
las subdivisiones: Ascomycotina y Basidiomycotina; y levaduras
imperfectas cuya fase sexual se desconoce y que se clasifican en la
subdivision: Deuteromycotina. Todas las subdivisiones mencionadas se
incluyen en la division Eumycota del reino Fungi.

A continuacién se presenta la clasificacién de las levaduras
sefialando las caracteristicas distintivas de las subdivisiones, de las familias
y subfamilias, enlistando los géneros incluidos en cada subfamilia;

I.- Subdivisién Ascomycotina, La habilidad para formar esporas sexuales
es el primer criterio a tomar en cuenta en ésta subdivisién. Las esporas
sexuales producidas por las levaduras ascoporogenas muestran una
diferencia significativa en tamafio, forma y otras caracteristicas
morfologicas que son importantes para la identificacién de este grupo de
levaduras de esporas (Reed y Nagodawithana, 1991),

Clase: Heminascomycetes
Orden: Endomycetales
A) Familia: Spermophthoraceae. Haploide, hifas no septadas;
se pueden formar esporangiosporas las cuales pueden formar un micelio
diploide. Este micelio es generalmente uninuclear y puede formar ascas con
8 a 12 ascosporas en forma de aguja (Kreger, 1984).
-Géneros: Coccidiascus, Metschnikowia, Nematosora

B) Familia: Saccharomycetnceae. Puede presentar micelio. o
pseudomicelio, artrosporas. Reproduccién vegetativa por fisién o por
gemacion. Se pueden formar ascas después de una  conjugacién
heterogamica o isogamica; a menudo el estado de reproduccion vegetativa
se da entre la diploidizacién y la formacion de ascas. Ascosporas de varias
formas pero no en forma de aguja (Kreger, 1984).
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1.Subfamilin: Schizosaccharomycetoideae. Formacion
de micelio y/ artrosporas, reproduccion vegetativa por fision; formacion de
ascas después de la conjugacion; ascosporas esfericas, ovoides d reniformes
(Kreger, 1984). '

~Género:Schizosaccharomyces

2,Subfamilia: Nadsonioideae. Células en gemacion y
ocasionalmente pseudomicelio; reproduccion vegetativa por gemacion
bipolar (Kreger, 1984).

-Géneros: Hanseniospora,  Nudsonia,  Saccharomycodes,
Wickerhamia

3.Subfamilia: Lipomycetoideae, Reproduccion
vegetativa por gemacion multilateral. Ascas desarrolladas de una célula
madre como protuberancia o después de la conjugacion de dos células;
ascosporas esfericas-ovoides, (Kreger, 1984),

-Género: Lipomyces

4.Subfamilia: Saccharomycetoideae. Pueden presentar
micelio 6 pseudomicelio, y/6 células en gemacién solas. Reproduccion
vgetativa por fisién 6 gemacidn, ascosporas de diferentes formas (Kreger,
1984),

-Géneros:  Ambrosiozyma,  Arthroascus.  Citeramyees.
Clavispora, Cyniclomyces, Debaryomyces. Dekkera, Guillermondella, Hansenula,
Issarchenkia, Khiyveromyces, Lodderomyces, Pachysolen, Pachytichospora, Pichia,
Saccharomyces,  Saccharomycopsis, Schwanniomyces, - Sporopachydermia,
Stephanoascus. Torulaspora, Wickerhamiella, Wingea, Yarrowia Zygasaccharonmyces.

IL.- Subdivision Basidiomycotina, Estas levaduras son formadas conio
resultado de la germinacion de las basidiosporas.

Orden: Ustilaginales

A) Familia: Filobasidiaceae, Formacion de basidios delgados
no septados sosteniendo una pared delgada de basidiosporas terminales, no
produce teliosporas, Presencia de blastosporas.

Géneros: Chionosphaera, Filobasidiella Filobasidivm

B) Levaduras formadoras de teliosporas, Se caracteriza por
la presencia de esporas de pared gruesa (teliosporas), teliosporas
contenedoras de lipidos de varias formas en su hifa.
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Géneros: Lencosporidium, Rhadosporidium, Sporidiobolus

Orden: Tremelales
C) Familia: Sirobasidiaceae
Géneros: Fibulobasidium, Sirobasidium
D) Familia: Tremallaceac
Géneros: Holtermannia, Tremella

H1.- Subdivision Deuteromycotina (Fungi imperfecti). Las levaduras
imperfectas o anamorfas carecen de estados sexuales de reproduccién como
los que forman ascas, Esta subdivision esta relacionada con levaduras
ascomycetos y basidiomycetos con respecto a la estructura de la pared
celular, su composicion y reacciones de color (Reed y Nagodawithana,
1991).

Clase: Blastomycetes
A) Familia: Cryptococcaceae, Levaduras en gemacion
siempre presentes; en ocasiones forman pseudomicelio, micelio y
artrosporas. Células rojas, anaranjadas o amarillas debido a los pigmentos
carotenoides, rara vez son cafes o negras (Kreger, 1984),
-Presentan fase sexual dentro de los ascomycetos o
basidiomycetos
Géneros: Candida, Trichosporon
-Fase sexual en ascomycetos.
Géneros: ciculoconidium, Brettanomyces, Eeniellq,
Kloeckera, Oosporidium, Schizoblastosporion, Sympodiomyces, Trigonopsis.

-Fase sexual en basidiomycetos,
Géneros: Cryprococcus, Fellomyces Malassezia, Phaffia,
Rhodotorula, Sterigmatomyces.
B) Familia: Sporobolomicetacene. Se caracteriza por la
formacion de balistosporas. (Reed y Nagodawithana, 1991),
Levaduras Basidiomycetos. Género: Bullera, Sporabolomyces.
Levaduras Ascomycetos: Ninguna.



FACTOR ZIMOCIDA

Et ténnino ZIMOCIDA se les da a las levaduras que son
capaces de secretar una toxina, de naturaleza proteica o glucoproteica, a la
cual cllas son inmunes, pero que, para las levaduras sensibles de su especie
y de especies de otros géneras es letal (Michalcakova er al,, 1991). El
efecto letal del factor zimocida se debe a que altera la integridad de Ia
membrana celular; o a que inhibe el transporte activo de los aminoacidos en
las levaduras (Reed y Nagodawithana, 1991).

Las levaduras zimocidas fueron descubiertas por primera vez
por Bevan y Makower en 1963, en Saccharomyces cerevisige, quienes
observaron que algunas cepas de esta especie mataban a otras levaduras
(Petering et al., 1991). Desde entonces ha habido un gran interés por
estudiar a las levaduras con el factor zimocida, y han sido aisladas como
contaminantes en diversos procesos de fermentaciones industriales. Se han
encontrado especies zimocidas silvestres en fermentaciones continuas
comerciales para la produccion de cerveza; mismas que ocasionaban la
muerte de la levadura fermentadora empleada como indculo y ademnds
producia sabores indeseables en el producto. También han sido aisladas en
procesos fermentativos para la produccion de sake y de levadura para
panificacion (Rosini, 1989). A la fecha dicho factor ha sido encontrado en
varios géneros como Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Hansenula,
Kluyveromyces, Pichia y Saccharomyces (Young, 1987).

El fenémeno zimocida juega un papel ecologico muy
importante en las comunidades naturales de levaduras (Michalcakova et al.,
1991). En una comunidad natural de levaduras, las levaduras zimocidas
pueden inhibir el crecimiento de otras levaduras sensibles por lo que las
primeras tienen ventajas de predominio y subsistencia; alterando por lo
tanto la ecologia debido a la pérdida de algunas cepas sensibles. En
levaduras aisladas de comunidades naturales como frutas, plantas y suelos
se ha encontrado una alta incidencia de cepas zimocidas (17%), en
comparacion a su baja incidencia (7%) en cepas de la coleccion nacional de
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levaduras de Inglaterra (NCYC== National Collection of Yeast Cultures).
Las levaduras silvestres aisladas como contaminantes en procesos de
produccion de cerveza mostraron poseer caracteristicas zimocidas, en un
18% frente a levaduras fermentadoras sensibles (Young, 1987). Debido a
estas caracteristicas los sistemas zimocidas pueden ser explotados en las
fermentaciones comerciales como proteccion para las levaduras empleadas
como indculo, controlando las contaminaciones por levaduras silvestres
(Michalcdkovia et al., 1991).

DISTRIBUCION DE LEVADURAS ZIMOCIDAS

La actividad zimocida se ha encontrado en levaduras aisladas
de vifiedos y de procesos de elaboracion de vino en varias regiones del
mundo, incluyendo Europa, la antigua URSS, Sudifrica y Australia
(Petering et al., 1991). Estas levaduras pertenecen principalmente a los
géneros  Saccharomyces, Candida, Debaryomyces, ~ Kluyveromyces,
Hansenula, Pichia, Cryptococcus y Ustilugo (Pasqual et al., 1990).
Algunos investigadores como Kitano y colaboradores (1984) han detectado
levaduras zimocidas en un 27%de las levaduras de mostos japoneses y en el
mnismo porcentaje Starmer (1987) encontr6 levaduras zimocidas en racimos
en putrefaccion; en Francia la incidencia de levaduras zimocidas en la flora
nativa enoldgica varia dependiendo la region habiendo lugares con un 0%
de levaduras zimocidas y lugares con 80-100%. También en la flora nativa
Uruguaya se han encontrado levaduras zimocidas en produccion de vinos
donde se utilizan uvas Chardonnay y Pinot (Pasqual et al., 1990).

I- Clasificacion de levaduras respecto al factor zimocida.

De acuerdo con la respuesta que presentan las levaduras frente
a una cepa con factor zimocida se les ha clasificado en tres categorias:

a) Zimocida (K+Rt)- Levaduras que producen una  toxina
extracelular que mata a otras levaduras llamadas sensibles, pero son

immnunes a la accion de su propia toxina.

8



b) Neutral (K-R+).- Levaduras que no producen una toxina zimocida pero
son inmunes a la accion de éstas.

c) Sensible (K-R-).- Levaduras que no producen una toxiia zimocida
y tampoco resisten la actividad zimocida de otra levadura (Carrau et al.,
1993; Salek et al., 1990).



CLASIFICACION DE LEVADURAS ZIMOCIDAS

Levadura "Zimocida" Tipo de | Actia contra:
Toxina | (coleccidn, nimero)
Saccharomyces uvarum NCYC 190 Kl NCYC 738-K2, NCYC
Saccharomyces cerevisiae A82098 1001-K2, NCYC 713-
NCYC 232, NCYC 235 K2, NCYC 761-K3,
Hibridos de Saccharomyces NCYC NCYC 388-K4, ATCC
631, NCYC 663 (Young, 1987). 15126-K11 ©
Saccharomyces  cerevisine ATCC K| IFO 2018 )
38976 (Kitamoto et al., 1993).
Saccharomyces cerevisiae NCYC 232 | Kl DBVPG 3299,3450,
(Palpacelli et al., 1991), 3964, 3999, ©)
Saccharomyces cerevisiae M437, K2 NCYC 190-K1, NCYC
NCYC 738, NCYC 1001 235-K1, NCYC 663-K1,
Saccharomyces diastaticus NCYC 713 NCYC 232-Kl, NCYC
(Young, 1987), 631-K1, A8209B-Kl,
NCYC 388-K4,
ATCC15126-K11. (9
Saccharomyces cerevisiae NCYC 738 | K2 DBVPG 3299,3450,
(Palpacelli et al., 1991). 3964, 3999, ©
Saccharomyces capensis NCYC 761 | K3 NCYC 235-K1, NCYC
(Young, 1987), 663-K1, NCYC 232-K1,
NCYC 031-K1,
AB209B-K1, NCYC
388-K4. ©)
Torulopsis ~ glabrata  NCYC 388 | K4 NCYC 232-Kl1, NCYC
(Young, 1987). : 631-K1, A8209B-K1 (°)
Debaryomyces vanriji NCYC 577 K5 NCYC 232-KI, NCYC

Hansenula anomala NCYC 434
Hansenula subpelliculosa NCYC 16
(Young, 1987).

631-K1, - AB209B-KI,
NCYC 761-K3, NCYC
388-K4. )




Kluyveromyces fragilis NCYC 587
(Young, 1987).

Ké

NCYC 235-Kl, NCYC
663-K 1, NCYC 232-K1,
NCYC 631-K1,
A8209B-K1,  NCYC
738-K2, NCYC 1001-
K2, NCYC 713K2,
NCYC 761-K3, NCYC
388-Kd. ©)

Candida valida NCYC 327
Pichia membranaefaciens
NCYC 333 (Young, 1987).

K7

NCYC 232-KI, NCYC
631K1, A8209B.KI,
NCYC 738-K2, NCYC
1001-K2, NCYC 713-
K2, NCYC 761-K3,
NCYC 388-K4, NCYC
587-K6. ©)

Hansenula anomala NCYC 438
(Young, 1987).

K8

NCYC 232K1, NCYC
631K1, AB209B-KIl,
NCYC 738-K2, NCYC
1001-K2, NCYC 713-
K2, NCYC 761-K3,
NCYC 388-K4, NCYC
587-K6. ©)

Hansenula mrakii NCYC 500 (Young,
1987).

K9

NCYC 190-KI, NCYC
235-K1, NCYC 663-K1,
NCYC 232-K1, NCYC
631-K1, A8209B-KI,
NCYC 738-K2, NCYC
1001-K2, NCYC 713-
K2, NCYC 761-K3,
NCYC 388-K4, NCYC
16-KS, NCYC 434K,
NCYC435-K8, (9

Hansenula mrakii TFO 0897 (NCYC
500) (Kitamoto ez al., 1993).

K9

IFO 0011,NFRI 4033
NFRI 4085, IFO 0121,
NERI 3706, IFO 0146
IFO 0963, NFRI 3708,
IFO 0304, IFO 2018,
B511-4C, ©




Kluyveromyces drosophilarum
NCYC 575 (Young, 1987).

K 10

NCYC 190-K1, NCYC
235-K1, NCYC 663-K1,
NCYC 232-KI, NCYC
631-K1,  A8209B-KI,
NCYC 738-K2, NCYC
1001-K2, NCYC 713-
K2, NCYC 761K3,
NCYC 388-K4, NCYC
587-K6, NCYC 16KS,
NCYC 434-K5, NCYC
435-K8, NCYC 327-K7,
NCYC 333-K7, NCYC
STIKS ()

Kluyveromyces drosophilarum
NCYC 575 (Kitamoto et al., 1993),

K10

NFRI 4033,IFO 0121,

NFRI 3706, IFO 0963,

NFRI 3708, IFO 2018,
()

Torulopsis glabrata ATCC 15126
(Young, 1987).

K1l

NCYC 232-KI, NCYC
631-K1,  AB209BKI,
NCYC 738-K2, NCYC
1001-K2, NCYC 713-
K2, )

Kluyveromyces thermotolerans
IFO 1778 (Kono y Himeno, 1992).

YAT 679-K1,761-K3,
388-K4,500-K9 y con
NaCl 738-K2,327-K7,
15126-K11 ©)

Kluyveromyces thermotolerans 1FO
1718

Kluyveromyces vanudenii IFO 1673
Kiuyveromyces lactis IFO 1267
Kluyveromyces phaffii  IFO 1672
(Kono y Himeno, 1992).

Zygosaccharomyces
rouxii H (en presencia
de NaCl)

Kluyveromyces waltii IFO 1666
Kiuyveromyces thermotolerans 1779
(Kono y Himeno, 1992).

Zygosaccharaniyces
rouxii H (sin NaCl).




Hansenula anomala NCYC 434
Kluyveromycees fragilis NCYC 587
Hansenula anomala NCYC 435
Kluyveromyces drosophilarum NCYC
575 (Kono y Himeno, 1992).

K35
K6
K8
K10

Kluyveromyces
thermotolerans IFO
1778.

Metschuikowia pulcherrima (Farris ef
al., 1991).

Saccharomyces
cerevisiae NCYC 1006

Klugveromyces phaffii UCD 70-5

IMAT1600,1616,1619,1
657,1662.

DBVPG 3078,3399,

3402,4114,4193.

DBVPG 4211

DBVPG 3299,3450,

3964, 3999, ®
Kiuyveromyces lactis CBS 2359 * DBVPG 3078,3399,

3402,4114,4193,

DBVPG 4211.

DBVPG 3299. ®
Saccharomyces cerevisiae DBVPG | * DBVPG 3299,3450,
2168 (Palpacelli et al., 1991). 3964, 3999 ©)
Saccharomyces cerevisiae DBVPG | * DBVPG 3299, 3450.
2190 (Palpacelli et al., 1991). 3964,3999,3966  (°)
Kluyveromyces vanudenii UCD 70-4* DBVPG 3078,3399,
(Palpacelli er al., 1991). 3402,4114,4193.

DBVPG 3299 ©)
Hansenula  anomala IMAT 2882 |* DBVPG 3078,3399,
(Palpacelli et al., 1991), 3402,4114,4193.

DBVPG3299 ()

Hansenula mrakii NCYC 500

(Palpacelli et al., 1991)

DBVPG 3299 ()

Candida rugosa (Marquina ¢t al.,

Debaryomyces hansenii

1992). IGC 2756, Pichia
anomala  1GC 2505,
Saccharomyces
cerevisiae IGC 4565
Candida tenuis (Marquina et al, |* Candida boidinii
1992). IGC 3431




Candida valida (Marquina er al,, 1992)

Kluyveromyces
marxianus 1GC 4318,
Pichia anomala 1GC
4121,Saccharomyces

cerevisiae IGC 4620.
Debaryomyces hansenii (Marquina er | * Candida boidinii 1GC
al., 1992). 3430,Debaryomyces

hansenii 1IGC 2781
Kluyveromyces lactis (Marquina et al., | * Saccharomyces

1992).

cerevisiae 1GC 44506,
4565

Pichia anomala (Marquina et al.,
1992)

Candida boidinii IGC
3430,3431,Candida
valida IGC 3315,
Debaryomyces hansenii
IGC 2781,
Kluyveromyces
marxianus 1GC 4318
Pichia
.membranacefaciens 1GC
4619,  Saccharomyces
cerevisiae IGC 4456,
4565,4612,4620

Pichia membranaefaciens (Marquina
etal., 1992)

»*

Candida boidinii IGC
343 1,Kluyveromyces
marxianus - 1GC 4318,
Pichia anomala  1GC

2505, Pichia
membranaefaciens 1GC
4619, Saccharomyces
cerevisiae IGC 4456,
4565, 4620
Pichia pseudocactophila (Marquina et | * Pichia anomala. 1GC
al.,, 1992) 4121, Pichia

membranaefaciens 1GC
4619




Saccharomyces cerevisiae | * Saccharomyces

(Michalcdkova et al., 1991), (a) cerevisiae S6/1(MAT a,
K-R-)

Saccharomyces cerevisiae  No. 28| KT28 [ Saccharomyces

(Radler y Schmitt, 1987). (b) cerevisiae No.38[ (c)

Saccharontyces cerevisiae K2 Saccharomyces

11A (AWRI 92F) y 3AM(AWRI 796)
(Petering et al., 1991).

cerevisiae 5A (AWRI
138)

Saccharomyces cerevisine T158C (a,
his 4C-864) (Cansado et al., 1992) (d)

Superkil
ler

Saccharomyces
cervisiaeS6/1(a) (e)

Saccharomyces cerevisiae Itati K+
(Bortol et al., 1986). ]

No especificado.

Saccharomyces cerevisine W3 (Goto | KHR Candida glabrata

et al.,, 1992), (8) IFO 0622

Saccharomyces cerevisine KHS Candida glabrata

Torulaspora delbruekii IFO 0622

Kloeckera apiculata

Pichia membranaefaciens

Zygosaccharomyces bailii

Candida Krusei

Candida stellata (Goto et al., 1992).(g) ‘

Saccharomyces - cerevisine KU1 [ K2 Saccharomyces

(Carrau et al., 1993) (h) cerevisiae - Montrachet
522 (i)

Zygosaccharomyces bailii (Radler er|KT412 | Saccharomyces

al., 1993) cerevisiaeNCYC1006
Candida glabrata K4,
Saccharomyces
cerevisiae K1,
Kluyveromyces
.marxianus K6,

Hanseniospora uvarum
470, Candida krusei 15,
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(°) Levaduras de coleccion:

Saecharomyces cerevisine.- NCYC 738, NCYC 1001, NCYC 235, NCYC
232, AB209B, IFO 0304,IFO 2018,B511-4C, YAT 679.

Saccharomyces digstaticus.-NCYC 713.

Saccharomyces capensis.-NCYC 761.

Hibridos de Saccharomyces.-NCYC 663, NCYC 631,

Torulopsis glabrata.-NCYC 388, ATCC 15126.

Saccharomyces uvarum.- NCYC 190,

Kluyveromyces fragikis.-NCYC 587.

Hansenula subpelliculosa-NCYC 16.

Hansenula anomala,- NCYC 434, NCYC 435, IFO 0121,NFRI 3706,IFO
0146, IFO 0963 NFRI 3708.

Candida valida-NCYC 327,

Pichia membranaefaciens.-NCYC 333,

Debaryomyces vanriji-NCYC 577.

Candida Krusei.- IFO 0011 NFRI 4033, NFRI 4085.

Kloeckera apiculata.- IMAT 1600,1616,1619,1657,1662.
Saccharomycodes ludwigii-DBVPG 3078, 3399, 3402, 4114, 4193,
Schyzosaccharomyces japonicus.~-DBVPG 4211.

Zygosaccharomyces rouxii.-DBVPG 3299, 3450, 3964, 3999,3966.

(a) seis levaduras del géncro Saccharemyces, que se obtuvieron de la
coleccion de levaduras de vino del instituto de investigacion de Viticultura
y Enologia de Bratislava,Checoslovaquia.

(baislada por el Dr, I, Benda, Wilrzburg

(c)De Wissenschaftliche Station fiir Brauerei, Milnchen (original No. 67)
(d)Aislada por G.Fink, Corniell University, Ithaca, USA.

(e)Derivada de la cepa S6 de E:A: Bevan, Queen Mary College, London,
UK.

(f)Cepa aislada de un vifiedo no especificado donde.

(g)Cepas de la coleccion del Instituto de Enologia y Viticultura de la
Universidad de Yamanashi, Osaka, Japon.

(h) Cepa del Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias de la
Universidad de la Republica, Montevideo, Uruguay.

(i) Cepa de la Universidad de Califoruia.
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NCYC National Collection of Yeast Cultures (Norwich, Inglaterra)
IFO Institute for Fermentation, (Osaka, Japdn)

ATCC American Type Culture Collection

NFRI National Food Research Institute (Tsukuba, Ibaraki,Japon)
IMAT Istituto Microbiologia Agraria e Tecnica (Perugia, Italia)
DBVPG Dipartimento di Biologia Vegetale (Perugia, Italia)

UCD University of California, Davis, U.S.A.

CBS Centraalbureau voor Schimmelcultures, Yeast Division.
AWRI Australian Wine Research Institute.
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1I- Tipos de toxinas y actividad zimocida.

Dentro de la categoria de levaduras zimocidas se han
identificado diferentes tipos de actividad y difercntes tipos de resistencia,
es decir; existen levaduras zimocidas que son sensibles a algunas toxinas,
pero son resistentes a otras, Se han distinguido 11 diferentes tipos de
actividad  zimocida, que probablemente representan 11 toxinas
bioquimicamente diferentes a las cuales se les conoce como K1 a K1l y
diferentes espectros de resistencia (Young, 1987). Especies del mismo
grupo zimocida, por ejemplo las que presentan el factor KI, resisten su
propia toxina pero muestran diferente resistencia a las distintas toxinas (K2-
Kil,Young, 1987).Cada levadura zimocida tiene un sistema inmune
especifico para su propia toxina (Cansado et al., 1992).

-Modo de accion de la toxina K1.

El efecto letal de esta toxina contra levaduras sensibles se debe
a un cambjo en la integridad de la membrana celular (Reed y
Nagodawithana, 1991). El imodo de accion de la toxina Kl de
Saccharomyces cerevisiae ha sido explicado por la secuencia de dos
reacciones.

Inicialmente la toxina K! es adsorbida en los receptores de la
pared celular, que contiene 1,6-B-glucano como su componente esencial.
Posteriormente en una segunda fase, que requiere de energia, la toxina
interacciona con la membrana celular, destruyéndola formando canales o
poros lo que provoca la liberacion de iones K+, y mds tarde también
moléculas de més alto peso molecular como ATP y otros- metabolitos,
produciendo un desequilibrio en el potencial electroquimico, un gran gasto
de energia, la destruccion del gradiente de pH, por lo que causa la muerte
de la célula (Radler y Schmitt,1987; Kurzweilova y Sigler, 1993).

Desde que se descubrié la propiedad zimocida se han realizado
més investigaciones con el fin de determinar: 1) cual es su difusion en la
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naturaleza, 2) cual es Ja naturaleza y las formas de aceion del principio
toxico, 3) como es la herencia del cardcter zimocida, y 4) cuales son las
condiciones optimas para la produccion y actividad de la toxina (Rosini,
1989). El estudio de las levaduras zimocidas se ha vuelto interesunte ya que
esta caracterfstica puede ser aprovechada en la industria de las
fermentaciones. Sin embargo el uso comercial de las levaduras con el factor
zimocida esta limitado por las condiciones requeridas para su actividad, ya
que [as toxinas se inactivan a ciertos valores de pH, por temperatura, por la
actividad de enzimas proteoliticas (como papaina) y por la presencia de
algunos agentes quimicos (Rosini, 1989).

111, Biologia del fenémeno zimocida.

Algunos estudios han apoyado y confirmado la complejidad y
variabilidad de las caracteristicas de las levaduras zintocidas. En 1986
Gunge propuso dividir a las levaduras zimocidas en cuatro grupos, de
acuerdo con las bases pgenéticas que codifican el caracter zimocida,
llamandolos: a) dsRNA plasmidos; b) dsDNA plasmidos; ¢) DNA
cromosomal y d) determinantes no identificados. Debido a la alta
especificidad de la propiedad zimocida se ha propuesto el uso del cardcter
zimocida para propositos taxonomicos (Palpacelli et al., 1991).

a) dsRNA plasmidos,

El andlisis genético de la toxina Kl de Saccharompces
cerevisiae indica que el factor es heredado de forma no-Mendeliana y por
transferencia citoplasmatica (Young, 1587). La produccion de la toxina K1
en S, cerevisiae asi como su resistencia a 1a misma esta codificada en un
pldsmido encapsulado, de dobie hélice de dcido ribonucléico denominado
MdsRNA (ds.-double stranded, Michalcikova et al., 1991). La cépsula del
pldsmido corresponde a la de una partfcula viral residente en el citoplasina.
Ea andlisis de extractos de células de levaduras zimocidas se han
encontrado dos tipos de plasmidos de ds-RNA denominado Lds RNA (L.-
larger=largo) a los de mayor peso molecular y MdsRNA (smaller=pequeiio)
a los de menor peso (Young, 1987).
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Las especies de Saccharomyces cerevisiae con las toxinas K1,
K2 y K3 conticnen tanto el MdsRNA como el LdsRNA (Young, 1987).
Existen varios tamafios de MdsRNA: M1=1,9 kb, M2=1,7 kb, M3=1.5 kb
los cuales corresponden respectivamente a K1, K2 y K3 ; mientras que para
los LdsRNA el tamailo es muy similar mas no idéntico también para K1, K2
y K3, aproximadamente 4.7 kb (Michalcdkova et al., 1991; Huan ef al.,
1991),

Se ha encontrado que la funcion det MdsRNA es codificar tanto a la
toxina asi como al factor inmune para protegerse de ella (Carrau er al.,
1993; Cansado et al., 1992). El LdsRNA codifica para la produccion de la
clipsula de proteina que envuelve la molécula de MdsRNA formando asi la
particula viral (Salek et al., 1990; Cansado et al., 1992). Una de las primeras
evidencias de que el factor zimocida estd determinado por el MdsRNA es
que en observaciones de cepas no zimocidas no existe MdsRNA; ademds
levaduras zimocidas que han sido incubadas a altas temperaturas para perder
su actividad zimocida o que han sido tratadas con cicloheximida, han
perdido la molécula de MdsRNA y han retenido al LdsRNA; otra evidencia
es que levaduras no-zimocidas de género Saccharomyces solo presentan la
molécula de LdsRNA (Young, 1987). Para la expresién del cardcter
zimocida es necesaria la presencia tanto de ]a molécula de MdsRNA como
de la LdsRNA; no se han encontrado cepas zimocidas que contengan
tinicamente la MdsRNA, y se ha determinado que es necesaria la presencia
de LdsRNA para sintetizar la cdpsula y retener la molécula de MdsRNA
(Salek er al., 1990). ’

Cada fenotipo zimocida (K1, K2, K3, etc.) tiene un sistema
especifico toxina-inmunidad, Se han observado en cepas "neutrales"
aisladas de sustratos naturales mutantes de MIdsRNA, por lo que es
probable que esas cepas tengan un defecto en el gene que codifica la toxina,
pero no en las regiones de dsRNA responsables de la inmunidad. En 1983
Bussey reporta que se ha encontrado un grupo de mutantes neutrales
derivados de la cepa zimocida K1 los cuales secretan una toxina no-activa
aparentemente del mismo tamafio que el de la toxina zimocida K1 (Cansado
etal., 1992).
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b) dsDNA pliasmidos.

En Kluyveromyces luctis la actividad zimocida estd dada por la
presencia de dos plasmidos lineales de doble hélice de DNA (dsDNA) a los
que se les denomina pGKL1 y pGKI.2 de 8.9 kb y 13.4 kb respectivamente
(Radler er al, 1993; Stark er al, 1990). La toxina producida por
Kluyveromyces lactis es una plucoprotelna de aproxiinadamente 157
kilodaltons que consiste en tres subunidades con masas moleculares de 99,
31 y 27 kilodaltons y es codificada por el mds pequefio de los plasmidos
lineales de DNA que es el pGKL1 (Wilson'y Whittaker, 1989), Esta toxina
tiene la propiedad de matar a cepas de Saccharomyces cerevisine
incluyendo también a otras cepas zimocidas (Young, 1987). Analisis
genéticos muestran que el caracter zimocida es heredado en forma no
mendeliana (Young, 1987). La toxina de Klupveromyces lactis que es
codificada por el plismido lineal PGKL1 representa un sistema zimocida
poco diferente a los sistemas que son codificados por plasmidos de dsRNA
(Stark et al., 1990). La toxina de Kluyveromyces lactis no sélo actiia contra
cepas sensibles del género de Kluyveromyces (como K. thermotolerans, K.
vanudenii) sino que también inhibe el crecimiento de §. cerevisiae, S.
italicus, S. rouxii, Candida glabrata, C. ntilis y C. intermedia. La
produccion de la toxina estd asociada con el crecimiento y alcanza los
niveles mds altos en la fase exponencial. La inmunidad de la cepa
productora a la toxina estd dada por el plismido PGKLI ya que se ha visto
que cepas que no poseen PGKL1 y contienen PGKL2 no son inmunes a la
toxina de K. lactis (Stark et al., 1990). Un ejemplo de cepa con estas
caracteristicas cs la Kluyveromyces lactis IFO 1267,

¢) DNA cromosomal,

Algunos investigadores como Woods en 1974, Naumov y
Naumova en 1978 han reportado que algunas cepas de §. cerevisiae,
heredan el caricter zimocida en forma Mendeliana; en estos casos la
informacion para la produccién de la toxina zimocida es codificada en el
genoma nuclear de la levadura (Young 1987).
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d) Determinantes no identificados.

A la fecha no existen evidencias que demuestren que el
cardcter zimocida de algunas cepas de Candida, Cryptococcus,
Debaryomyces, Hansenula o Pichia dependa de la presencia de plasmidos
de dsRNA o dsDNA. Esto nos indica que fas cepas de algunos géneros de
levaduras no contienen cantidades detectables de plismidos de dsRNA o
DNA lo cual indica que el cardcter zimocida en estas cepas ¢s codificado
probablemente por genes nucleares (Young, 1987).

IV. Condiciones dptimas para ln actividad zimeocida.

Se ha determinado que existen varios factores fisicoquimicos,
que afectan la actividad de las toxinas zimocidas; lo que representa un
problema para su uso comercial; ya que la actividad zimocida se puede
inhibir por valores de pH altos o muy bajos, por temperatura, por la
presencia de algunas enzimas profeoliticas y por la presencia de alcohol, Se
ha visto que los valores optimos de pH para la toxina Ki de S. cerevisiae
estdn entre 4.2-4.8 y que temperaturas mayores a 25°C generalmente la
inactivan en cultivos liquidos, mientras que los sustratos gelificados le
confieren mayor estabilidad, logrando resistir hasta 42°C (Rosini, 1989). Asi
misino altas concentraciones de alcohol pueden afectar la actividad
zimocida, Para la toxina de Kluyveromyces lactis 161 (NRRL 1140R) se
encontré que su pH dptimo es entre 4,8-5.4 y es estable tanto a una
temperatura de 40°C como de 4°C por més de tres horas; a una temperatura
de 50°C la toxina es inactivada en 20 minutos (Wilson y Whittaker, 1989).
Se ha observado que la cepa Zygosaccharomyces bailii 412 es mds estable a
un pH de 3.0 con una temperatura de 4°C durante 24 horas; a un pH de 3.7
con una temperatura de 37°C por 3 horas se pierde mds de la mitad de la
actividad. También es inhibida en un 76-97% la actividad zimocida de la
toxina de Z. bailii 412 por incubacion con proteinasa K y proteasa tipo XIIi
(Sigma); otras enzimas proteoliticas como la pronasa E y la tripsina tieiien
un efecto menor ya que inhiben la toxina KT412 menos de 15% después de
48 horas (Radler et al., 1993). La toxina K11 de Candida glabrata ATCC
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15126 es estable a un rango de pH mds amplio que va de 3.0-7.0. Las
toxinas K3 y K4 son mds termoestables que la K1 y K2 ya que ninguna es
inactivada en una hora a 35°C (Young, 1987). El pH dptinio para la toxina
K2 tiene un rango de 3.5-3.7 y para K3 3.5-4.0 (Michaledkova ef al., 1991),
Del género Metschnikowia también se han encontrado levaduras zimocidas
siendo su pH optimo de 3.6-5.2 (Farris ef al., 1991). Las levaduras
zimocidas fermentadoras que resisten ciertas concentraciones de alcohol, si
pueden ser empleadas para proteger procesos comerciales de la
contaminacion de levaduras silvestres, que representan un peligro en los
primeros dias de la fermentacion cuando atin la concentracion de alcohol es
baja.

APLICACIONES DE LAS LEVADURAS ZIMOCIDAS

En 1979, Young y Talbot demostraron que las toxinas
zimocidas pueden proteger a Ia cerveza de los efectos de contaniinacion por
levaduras silvestres. Observaron que preparaciones de toxinas K1, K2, K4,
y K10 de levaduras zimocidas eran efectivas contra levaduras silvestres,
siendo |a toxina K10 la mas efectiva (Young, 1987). Otra forma de utilizar a
las levaduras zimocidas es aislando su toxina e incorporandola a cepas de
levaduras comerciales utilizadas en fermentaciones, esto nos daria dos
grandes ventajas; la primera es que las cepas industriales serfan inmunes a
la toxina adquirida, y ademds la produccién de las toxina puede prevenir la
proliferacion de otras levaduras silvestres (Reed y Nagodawithana, 1991).
Sin embargo la mezcla de los genomas de una levadura comercial y una
levadura zimocida donadora puede ser indeseable, ya que se mezclan: las
caracteristicas de ambas levaduras y no sélo el caricter zimocida; pero estos
efectos se pueden minimizar repitiendo el intercambio (back-crossing). En
1979, Ouchi utilizé una levadura zimocida deficiente en su fusion nuclear
como donadora del factor y la mezclé con una cepa haploide, derivada de
una levadura utilizada para producir sake y eligié como cepas para sake las
que contienen los elementos citoplasmicos de ambas levaduras (Young,
1987 y Borto! .ef al,, 1986). También se podria seleccionar una levadura
zZimocida y a la vez fermentadora, utilizarla como indeulo para suprimirel
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crecimiento de levaduras silvestres indeseables durante una
fermentacién(Petering et al, 1991); sin embargo, es importante tomar en
cuenta, que una levadura zimocida requiere de ciertas condiciones para
secretar su toxina,

En estudios realizados para probar la eficiencia de levaduras
zimocidas en contra de cepas sensibles; para ver la expresion del cardcter
zimocida bajo condiciones de fermentacion se han obtenido resultados
contradictorios (Petering et al,, 1991). Se ha observado que la toxina
zimocida K2 es com@n en levaduras de vifiedos (hasta en un 22.4% en el
moroeste de Espafia) lo cual se ha confirmado en varias regiones (Carrau ef
al.,, 1993; Cansado et al.,, 1991), sin embargo si se utilizaran levaduras en
una fermentacidn comercial, existe la limitante de que el factor zimocida no
se exprese eficientemente en las condiciones de pH de una fermentacion de
vinos (Carrau et al., 1993; Heard y Fleet, 1987). Algunas toxinas como la
K2 tienen un pH dptimo de 3.5-3.7, mientras que el pH de los vinos oscila
entre 3.1 y 3.9 lo cual indica que la toxina si puede ejercer su efecto letal
bajo condiciones de fermentacién, pero también hay toxinas como la K1
cuyo pH dptimo va de 4.2-4.9 la cual tal vez pueda ejercer su efecto letal
bajo condiciones de fermentacidn aunque tengan condicioies en que el
efeclo sea mas intenso (Pasqual et al., 1990).

PULQUE.

El pulque del ndhuatl polivhqui, que significa podrido,
descompuesto es una bebida alcohdlica blanca y viscosa que se obtiene por
la fermentacion natural del aguamiel, que es la sayia azucarada de varias
especies de magueyes pulqueros (Agave afravirens); su origen se remonta
varios aflos antes de la era cristiana, y algunos historiadores consideran
que fueron los antiguos otomies los primeros en elaborarla (Lappe y Ulloa,
1993). Para los aztecas fue una bebida y un alimento divino, medicina y un
intoxicante ritual relacionado con su cosmologia. Con la caida del imperio
azteca el pulque perdié su importancia dentro de los rituales religiosos y en
la actualidad permanece como una bebida popular cuyos consumidores
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son generalmente personas de escasos recursos economicos para los que ¢l
pulque tiene una gran importancia nutricional, ya que sirve como un
complemento alimenticio por su contenido de vitaminas del complejo B,
de dcido ascorbico y de aminodeidos (Lappe y Ulloa, 1993). También se le
han asignado al pulque cualidades medicinales para tratar padecimientos
del aparato digestivo (Lappe y Ulloa, 1993).

Los primeros estudios realizados en México sobre el pulque
fueron de caricter historico, social, étnico y médico; y fue hasta finales del
siglo XIX que se iniciaron las investigaciones microbioldgicas y quimicas
(Lappe y Ulloa. 1993). En 1864 Rio de la Loza realizo la primera
observacion del pulque al microscopio, mas tarde José Barragan describio
las primeras levaduras aisladas del pulque a las que identificé como
especies del género Crypfococcus. En 1892 Fernando Altamirano sefialé
que el aspecto opalino del pulque se debia a la presencia de una multitud de
bacterias suspendidas (Lappe y Ulloa, 1993). A lo largo de los afios se han
ido identificando diferentes cepas del pulque, asi Ruiz-Oronoz en 1953
describié como especies nuevas a: Saccharomyces carbajalii, Pichia
bararragani, Torulopsisis hydromelitis, Torulopsis aquamellis _y
Rhodotorula incarnata 'y las tres primeras fueron posteriornente
reclasificadas por Sanchez Marroquin como: Saccharomyces cerevisiae,
Pichia membranacefaciens, y Candida parapsilosis, (Lappe et al.,, 1993) A
partir de 1942 el grupo de Sdnchez Matroquin realizé estudios sobre la
microbiologia del pulque reconociendo a las especies Lewnconostoc
dextranicum y mesenteroides como parte de la microbiota normal del
pulque (Lappe y Ulloa, 1993). Los microorganisnios que se consideran
como esenciales en el proceso de fermentacion son: L. dextraniciun y L.
mesenteroides, Lactobacillus spp. homoldcticos -y heteroldcticos,
Zymomonas mobilis y Saccharomyces cerevisiae. En 1989, Lappe vy
colaboradores determinaron como especies constantes del pulque a S.
cerevisize, Pichia membranaefaciens, y como nuevos registros a
Kluyveromyces marxianus var. budgaricus, Pichia carsonii y Candidua
guillermondi. A la fecha se conoce una variada microbiota del pulque y se
han determinado algunos microorganismos como esenciales para la
elaboracion de la bebida; sin embargo aiin se desconoce si hay una sucesion
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en la microbiota a lo largo del proceso de elaboracion y fermentacion
(Lappe y Ulloa, 1993). También se desconoce si algunas de las cepas
aisladas de esta bebida posea el factor zimocida y que por lo tanto pueda
estar inhibiendo a otras especies durante el proceso fermentativo. Esto se
desconocia debido a que nunca se habian relizados estudios en los que se
identificara la presencia de levaduras zimocidas en estos sustratos.
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OBJETIVOS

AISLAR  LEVADURAS DE PULQUE Y  AGUAMIEL,
IDENTIFICARLAS Y  DETERMINAR  SU  CAPACIDAD
FERMENTADORA Y ZIMOCIDA.,

- Aislar ¢ identificar levaduras presentes en pulque y aguamiel, asi como su
capacidad ferinentadora,

- Evaluar la capacidad zimocida, de resistencia y sensibilidad de las
levaduras aisladas de ambos sustratos frente a levaduras sensibles y
zimocidas de coleccion,

- Observar el comportamiento de levaduras de coleccion sensibles y
resistentes frente a una levadura con factor zimocida aislada de pulque o
aguamiel en proporciones en desventaja para la cepa zimocida,

- Medir la resistencia a diferentes concentraciones de alcohol de las
diversas especies de levaduras aisladas de pulque y aguamiel.
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MATERIALES Y METODOLOGIA

1.- AISLAMIENTO E IDENTIFICACION,

1.1- Obtencién de muestras de pulque y aguamiel de diferentes
expendios,

Las sicte muestras de pulque y las dos de aguamiel se
obtuvicron de diferentes establecimientos de la Ciudad de México siendo el
origen de los mismos, Hidalgo y el Estado de México principalmente. Las
muestras se guardaban en frascos de vidrio lavados.

1.2.- Aislamiento y purificacion de cepas de levaduras de pulque y
aguamiel en medio de Agar Papa Dextrosa (PDA),

Para el aislamiento de las cepas se tomo directamente una
asada de la muestra y se sembré por estrias maltiples en cinco cajas de
Petri con medio agar papa dextrosa (PDA); posteriormente las cajas se
incubaron a 27°C durante 4-5 dlas. De cada una de las colonias con
morfologia diferente se hicieron resiembras en placas del mismo medio de
cultivo hasta la obtencidn de cultivos puros, los que se nantuvieron en
medio de GELPA inclinado para su posterior identificacion.

L.3.- ldentificacion de las cepas nisladas de pulque y aguamiel.
La identificacion de levaduras se realizd en el laboratorio de

micologia del Instituto de Biologia de la UNAM, siguiendo la metodologfa,
las claves generales y especificas compiladas por Kreger-van Rij; 1984,
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Diagrama 1

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE LEVADURAS
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1.3.1-CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS Y FISIOLOGICAS
CONSIDERADAS PARA LA IDENTIFICACION DE LAS
LEVADURAS DEL PULQUE Y AGUAMIEL.

I Caracteristicas morfolégicas.

A. Macromorfologia 6 caracterfsticas culturales.
1. Crecimiento en medio liquido.
Medio de cultivo: GELP a 27°C/ durante 7 dias.
2. Crecimiento en medio solido (colonia gigante).
Medio de cultivo: GELPA a 27°C/ durante 30 dias.

B. Micromorfologia.

1. Caracteristicas de las células vegetativas,
a) Morfologia en medio sélido y liquido.
Medio de cultivo: GELP, GELPA, YMA.
b) Formacidn de pseudomicelio y/o micelio verdadero,
Medio: Harina de maiz agar para Placa de Dalmau,
2. Caracteristicas de Ia reproduccion asexual o vegetativa,
Medios: GELPA y YMA.
3.Caracteristicas de la reproduccion sexual.
a) Proceso de formacion de ascas y ascosporas.
b) Caracteristicas de ascas y ascosporas,
- Situacidon def asca.
- Forma y medidas del asca.
- Ntmero de ascosporas por asca.
- Forma y medidas de las ascosporas,
Medios de esporulacion: Gorodkowa agar y Fowell agar,

GELPA (glucosa 2%, extracto de levadura0.5%, peptona 1%, agar 2%)
YMA (Agar para motfologia de levaduras marca DIFCO)

Gorodkowa agar (glucosa0.1%, peptona 1%, NaCl 0.5%, agar 2%)
Fowell agar (acetato de sodio 0.5%, agar 2%)
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II Caracteristicas Fisiolégicas y Bioquimicas.

1. Utilizacion de compuestos de carbono.

a) Fermentacion de 6-9 carbohidratos.

Carbohidratos: glucosa, galactosa, sacarosa, maltosa, lactosa y

rafinosa. Ademds: melibiosa, almidén ¢ inulina,

b) Asimilacion de 18-29 fuentes de carbono: galactosa, sacarosu,

maltosa, celobiosa, trehalosa, lactosa, rafinosa, almidén soluble, D-

xilosa, L-arabinosa, D- ribosa, L.ramnosa, eritritol, ribitol, D-

manitol, dcido succinico, dcido citrico e inositol. Ademads:

hidrocloruro de glucosamina, L-sorbosa, melibiosa, melezitosa,
inulina, D-arabinosa, glucitol, a-metil-D-glucosido, salicina,

D-gluconato de potasio y DL-dcido lactico.

¢) Desdoblamiento de Arbutina. Prueba para confirmar la

actividad de la f-glucosidasa en las levaduras,

2. Utilizacion de compuestos de nitrogeno.
a) Asimitacion de nitrato de potasio y de nitrito de sodio..
b) Asimilacion de hidrocloruro de etilamina,
¢) Asimilacion de dihidrocloruro de cadaverina.

3. Requerimientos de vitaminas para el crecimiento.
a) Crecimiento en medio libre de vitaminas,

4. Resistencia al antibidtico cicloheximida.
a) 100 ppm
b) 1000 ppm.

5. Crecimiento en medios de alta presion osmotica.
a) Crecimiento en medio de 50% de glucosa, extracto de levadura,

6. Crecimiento a 37°C
7. Prueba de color con el reactivo azul B de diazonio, en medio solido

de Sabouraud (4% de glucosa, 0.5% de extracto de levadura, 2% agar).
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2.- DETERMINACION DE LA PRESENCIA DEL FACTOR
ZIMOCIDA.

2.1,- Determinacion de biomasa.

Los célculos que se realizaron para definir las proporciones en
gramos de levaduras que se inocularfan y que se utilizarian como tapete se
basaron en la férmula; X g/l = (Abs-2.96 X 10-2)/1.92

Para llegar a ésta formula se llevo a cabo un trabajo en el que
se inoculo una levadura en un medio lquido y se dejé crecer; una vez que
habia crecido la levadura, a este medio se le hicieron diluciones continuas
(1:10,1:100,1:1000, etc.) y a éstas diluciones se les midié la absorbancia a
una longitud de onda de 650 nm. A partir de esas mismas diluciones se
tomé un volumen conocido, el que se filtrd a través de papel filtro
previamente tarado y se determind peso seco. Teniendo éstos datos se
graficé absorbancia vs. peso seco obteniéndose una recta,

2.2,- Determinacion del factor zimocida de todas las cepas
aisladas contra levaduras sensibles de coleccién por el método
reportado por Farris ef al. (1991) con algunas modificaciones,

2.2.1.- Cepas:
Para determinar el factor zimocida de las cepas aisladas de
pulque y aguamiel, se utilizaron las cepas sensibles de coleccion:
Saccharomyces cerevisiae NCYC 1006 y Candida glabrata Y S5,

2.2.2.- Medios:
Medio GELP (Glucosa-extracto de levadura-peptona), GELPA
+ 0.003% de azul de metileno (microfiltrado) y se-ajusta a un pH' de 4.8
mediante soluciones de fosfatos (fosfato dibasico y fosfato mmonobasico).
Debido a las observaciones de Kono y Himeno (1992); quienes reportan que
las pruebas para factor zimocida son mds evidentes con cierta concentracion
de NaCl, para algunas cepas del género Klupveromyces, en algunos casos se
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hicieron pruebas agrepando un 5% de NaCl a un pH de 4.8 (solamente se
probo con un aislamiento de cada una de las especies obtenidas de pulque y
aguamiel),

2.2.3.- Determinacion del factor zimoeida:

El método utilizado para determinar la presencia del factor
zimocida, es una modificacion del método reportado por Famis ef al. (1991).
Primeramente se inoculd, en forma individual, tanto la cepa sensible como
la cepa a la que se le determind la presencia del factor zimocida en medio de
GELP, y sc incubd a una temperatura de 28°C durante 72 horas con
agitacion de 200 rpm. La suspension de levaduras se leyé en un
espectrofotémetro a una longitud de onda de 650 nm, y se ajusté hasta
obtener una biomasa entre (.9-1,0, para facilitar los calculos.

Se transfirieron 0.5 ml (concentracion de 10 -4 g/ml)de la
suspension de levaduras de cada una de las cepas sensibles de coleccion,
que se emplean como tapete, sobre placas de medio de GELPA + azul de
metileno ajustado a un pH de 4.8 y en medio de GELPA adicionado con
azul de metileno (0.003%) y ademas con un 5% de NaCl ajustado también a
un pH de 4.8, La suspension de levaduras se extendio por toda la placa con
un roditlo de vidrio, lo mas homogéneamente posible; posteriormente se
licieron cuatro pozos en cada una de las placas, los cuales se inocularon 50
microlitros de la suspensién (a una concentracion de 104 gramos/ml) de
cada una de las cepas a las que se les determinaria la presencia del factor
zimocida. Las placas ya inoculadas se incubaron a 28°C durante 5 dias
observindose diariamente. Un halo claro alrededor del pozo con un borde
de color azul més intenso, debido a la acumulacion del azul de metileno,
indica que no hubo crecimiento de la levadura sensible, por lo que la prueba
es positiva y la levadura del pozo es zimocida.



Diagrama 2.

DETERMINACION DE LA PRESENCIA DEL FACTOR ZIMOCIDA.,
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2.3.- Evaluacion de la sensibilidad de las cepas aisladas de pulque
y aguamiel frente a levaduras zimocidas de coleccion utilizando ¢l
mismo método que para determinar el factor zimocida.,

Para evaluar la sensibilidad de las cepas aisladas de pulque y
aguamicl, se utilizaron cepas zimocidas de coleccion: Saccharomyces
cerevisiae NCYC 738 la cual posee la toxina K2 y Kluyveromyces
marxianus NCYC 587 que posee la toxina K6. Ademds se utilizd una cepa
aislada de pulque que resultd zimocida: Candida valida P1B para ver la
resistencia de las cepas aisladas {rente a dsta. Las pruebas se realizaron en
medio GELPA con azul de metileno a un pH de 4.8 wjustado con soluciones
de fosfatos, con y sin el 5% de NaCl. Las pruebas se realizaron sélo con una
cepa de cada una de las especies aisladas de pulque y aguamiel.

2.4.- Realizacién de pruebas cruzadas,

Con el objeto de conocer mejor la capacidad zimocida de la
cepa aislada de pulque: Candida valida P1B y de las cepas zimocidas de
coleccion: Saccharomyces cerevisine NCYC 738 y Kluyveromyces
marxianus NCYC 738, se¢ hicieron pruebas cruzadas para medir el efecto
zimocida de cada cepa contra cepas que también poseen la toxina, Las
pruebas se hicieron en los dos medios indicados con anterioridad,

Debido a la capacidad fermentadora y a su resistencia frente a
levaduras zinocidas de coleccion y frente a la cepa Candida valida P1B, la
cepa Saccharomyces cerevisiae raza chevallieri P6A se utilizo6 como
inoculo contra las cepas zimocidas de coleccidon solo para observar su
comportamiento.

2.5.- Seleccion de las cepas, que por sus caracteristicas resultaron
mis apropiadas para observar el comportamiento de una levadura
zimocida frente a una levadura sensible de coleceién, empleando
suspensiones de diferentes concentraciones y en desventaja para la cepa
zimocida,
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La @ltima prueba a realizar con respecto al factor zimocida fue
para observar el comportamiento de una levadura zimocida, en este caso la
cepa zimocida de pulque Candida valida con clave PIB, contra una
levadura sensible y contra una resistente en concentraciones iguales y en
desventaja para fa zimocida, Se tienen ciertas limitaciones para Hevar a cabo
estas pruebas, ya que es dificil identificar dos diferentes cepas cuando se
inoculan en un mismo medio, dado que sus caracteristicas
macromorfoldgicas pueden ser similares; por esta razén se escogieron dos
cepas que pudieran ser distinguidas facilmente por diferencias en su
morfologia colonial

Las cepas utilizadas en este bioensayo fueron la levadura
zimocida Candida valida PIB aislada de pulque por ser la tnica cepa
zimocida con una morfologia colonial diferente (colonia blanca, opaca.
plana, algo rugosa, con borde fimbriado (tabla 2) y las cepas sensibles
Saccharompyces cerevisiae NCYC 1006, cuyas caracteristicas motfologicas
coloniales son: colonia blanca-cremosa poco elevada, lisa, brillosa y con
borde continuo; Candida glabrata Y58, colonia blanca, brillante con borde
continuo; y Saccharomyces cerevisiae raza chevalieri P6A aislada de
pulque, colonia poco elevada, lisa, color crema, brillante con borde
ondulado,

Para realizar esta prueba el primer paso fue inocular
individualmente las cepas zimocida y sensible ¢ incubarlas en medio GELP,
a 28°C durante 72 horas con agitacion a 200 rpm, Posteriormente se ajusto
la concentracién por dilucidn hasta obtener concentraciones  del mismo
orden (10 -4) tanto de la cepa zimocida como de la sensible; se inocularon
2.5 ml de cada una de las suspensiones de 1a levadura zimocida Candida
valida P1B y de las diferentes levaduras sensibles (a las que se determind su
resistencia) en 95 ml de medio GELP . Después de un periodo de
incubacion de 4 dias, bajo las condiciones ya mencionadas; una asada del
cultivo mixto se sembro por estrias multiples en placa de GELPA, por
triplicado. Las placas se incubaron a 28°C durante 5 dias, Este mismo
procedimiento se repitié disminuyendo la concentracion de la levadura
zimocida. Las concentraciones utilizadas fueron de un orden de 10 -4 g/inl
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para la levadura sensible contra concentraciones del orden de 10 -4, 10 -5 10-
6,y 10-7 g/ml de la levadura zimocida. Finalmente se observaron las placas
con ef fin de determinar si el crecimiento de las cepas sensible y zimocida es
proporcional o no,

Diagrama 3

DETERMINACION DEL COMPORTAMIETO DE UNA LEVADURA
ZIMOCIDA FRENTE A UNA SENSIBLE EN CONCENTRACIONES EN
DESVENTAJA PARA LA ZIMOCIDA.

| Levadurasensible | | Levadurazimocida |
Wasada Wasada
| GELP | | GELD |
Wincubacion 28°C/72 horas Wincubacion 28°C/72
horas
leer biomasa y diluir hasta leer biomnasa y diluir hasta
concentracion 104 g/ml concentracion 10 -4, 10 -5,
106y10-7
v ¥
[ Inocular 2.5 ml | { Inocular 2.5ml |
L ] ¢
incubacion
28°C/4 dias
Asadade la
suspension
¥
Inocular
placas de
GELPA
Wincubacion
28°C/ 5 dias

Resultados

37



3.- RESISTENCIA ALCOHOLICA.

3.1.- Determinacion de Ia resistencia de las diferentes cepas de
levaduras aisladas de pulque y aguamiel, a distintas concentraciones de
ctanol,

3.1.1.- Cepas:
Se midié resistencia a diferentes concentraciones de etanol a
todas las cepas aisladas de pulque y aguamiel.

3.1.2.- Metodologia:

Para medir la resistencia alcohdlica de las levaduras aisladas de
pulque y aguariel, se prapararon de cada una de las cepas a probar, cultivos
de 48 horas a 28°C en medio GELP con una agitacion de 200 rpm. De cada
cultivo se tomaron 2ml los que se inocularon en medio GELP conteniendo
alcohol en concentraciones que iban de 0 a 10%, del volumen total del
medio. El cultivo se hizo en matraces de 250 ml a 28°C durante 48 horas
con una agitacion de 200 rpin. La absorbancia del medio se determiné a las
0y 48 horas para ver si hubo crecimiento de la cepa o no.

Diagrama 4.

TOLERANCIA A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE ETANOL.
Levadura aisladade pulque o
aguamiel
WInocular por asada
[ Medio de GELP |
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10% de alcohol (25 ml)
¥
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Wincubacién a 28°C/48 horas
| Leer absorbancia a una A=650nm |
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RESULTADOS

I.-AISLAMIENTO E IDENTIFICACION.

De las sicte muestras de pulque y dos de aguamiel se
obtuvieron 19 cepas de levaduras y mohos de las cuales se identificaron
siete diferentes especies,

Tabla 1. Levaduras y mohos aislados de pulque y aguamiel

Sustrato | Muestra | Cepa | Clave | Especie

Pulque i A" I PLA | Geotrichum candidum Link (moho).

Pulque 1 "B" | PIB | Candida vaildu (Leberle) van Uden et Buckley.

Pulque 2 AW TP2A | Saccharamyces  cerevisiae vaza  chevalieri
Meyen ex Hansen.

Pulque 3 "A" | P3A | Saccharomyces cerevisiae raza  chevelieri
Meyen ex Hansen,

Pulque 3 "B" | P3B | Candida valida

Pulque 4 "A" | PAA | Candida valida

Pulque 4 "B" | PAB | Geothricum candidum (moho)

Pulque 4 "C" | PAC | Saccharomyces cerevisiae raza chevalieri

Pulque 5 "A" | PSA | Candida valida ‘

Pulque 5 "B" [ P5B |Saccharomyces cerevisiae raza capensis Meyen
ex Hansen,

Pulque 6 "A" [ P6A | Succharomyces cerevisine raza chevalieri

Pulque 6 "B" | P6B | Candida valida

Pulque 7 A P7A | Kluyveromyces marxionus (Hansen) van der
Wali var, lactis (Dombrowski) Johannsen el van
der Walt

Pulque 7 "B" [|-P7B | Candida valida

Aguamiel |1 "A" | ALA | Candida lusitaniae van Uden et do Carmo-Sousa

Aguamiel | 1 "B" | AIB | Kluyveromyces marxianus (Hansen) van der
Walt var, bulgaricus (Santa Maria) Johainsen c1
van der Walt

Aguamiel |2 "A" | A2A | Kluyveromyces marxlanus var. bulgaricus

Aguamiel |2 “B" | A2B | Saccharomyces cerevislae raza capensis

Aguamiel | 2 "C" 1 A2C | Geothricum candidur (moho)
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Tabla 2. Caracteristicas culturales y micromorfoldgicas de las especies de levaduras aisladas de

pulque y aguamiel,

Candida valida

Saccharomyces cerevisiae
raza chevalieri.

A, Macromorfologia o
caracterfstiens culturales.
1. Crecimicato en medio
liquido., GELP.

2, Crecimiento en medio
solido. GELPA.

Formacion de pelicola, anillo
ascendente y poco sedimento,

Colonia de aprox. 3.0 cm de

difmetro a los 30 dfas, blancn-

crema, opaca , poco elevadn,
superficie poco rugosa, borde
(irregular) con surcos radiales
poco marcadns. (Foto 1)

Sedimento abundante.

Colonias de aprox, 3.2 cm de
diimetro a los 30 dias con
caracteristicas variables, color
crema, brillantes u opacas,
poco elevadas, lisas, y algunas
poco plegadas y borde
ondulado (Foto 2).

B. Micromorfologia.
I, Caracterlsticas de las
células vegetativas,
a)Morfologla en medio
sélido.

b)Formacion de
pseudomicelio y/o micelio
verdadero.

2. Caracterlsticas de la
reproduceidn asexual o
vegetativa.

3. Caracteristicas de la
reproduccidn sexual,
n)Proceso de formacion del
asca,

b)Caracteristicas de asca y
ascosporas,

-Situacion del asca.

-Forma y medidas del usca,

-Nimero de ascosporas por
asca,

-Forma y medidas de
ASCOSPOTAS.

-Medios de esporulacion.

Células ovaladas de 3.84-4.6 X

6.88-7.52 pm
Pseudomicetio bien
desarrollado sobretodo en

atacrobiosis.

Gemacion multipolar.

Auscate.

Células plobosas a subglobosas
de4.8-6.4 X 4.8-6.4 pm

Pseudomicelio rudimentario
tanto en anaerobiosis como en

aerobiosis.

Gemacidn multipolar.

Directamente de las células
vegetativas,

-Libre y ¢on pared persistente,
-Globosas a poco alargadas de
6.4-10.0 X 6,5-12.0 pm

De I -4 ascasporas por asea,

Esferoidales de 3.2X3.2 pim

-GELPA, YMA y Gorodkowa.
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Tabla 2 continuacion...

Saccharomyces cerevisige
Taza capensis,

Kiuyveromyces marxianus
var, lactis

A. Macromorfologia ¢
caracteristicas culturales.

1. Crecimiento en medio
liquido.

2. Crecimiento en medio
solido,

Formaciin de sedimento,

Colonia de aprox. 3.0 cin de
didmetro a los 30 dias,
blanca-crema, opaca, plana,
superficie con ligeras estrias,
borde fimbriado.

Formacion de sedimento.

Colonia de aprox. 3.5 cm de
didmetro a los 30 dias,
blanca, brillante, poco
elevada, superficie lisa, borde
ondulado.

B. Micromorfolagia.

1. Caracteristicas de las
células vegetativas.
a)Morlologfa en medio
solido.

b)Formacion de
pseudomicelio y/o micelio
veradero.

2. Caracteristicas de la
reproduccion asexual o
vegetativa,

3. Caracteristicas de la
reproduccion sexual.
a)Proceso de formacion del
asca.

b)Caracleristicas de ascas y
ascosporas,

-Situacion de! asca.
-Forma y medida de! asca.

-Nimero de ascosporas por
asca.

-Forma y medidas de las
A4SCOSPOras.

-Medios de esporulacion.

Células globosas a
subglobosas de 4.8-6.4 X 4.8-
6.4 pm

Pseudomicelio desarrollado
sobretodo en anacrobiosis.

Gemacion multipolar,

Directaniente de las células
vegetativas.

-Libre con pared resistente.
-Globosas a elipsoidales de
6.4X8.0 im

-De i -4 ascosporas por asca,

-Esferoidales de 3.2X3.2 pm

-GELPA, YMA v
Gorodkowa.

Células subglobosas a
elipsoidales de 3.2-6.4 X 4.8-
6.4 um

Pseudomicelio desarrollado
sobretodo en anaerobiosis.

Gemacion multipolar.

Directamente de las células
vegetativas,

-Libre y dehiscente
-Glohosas a elipsoidales de
5.6X8.0 um

-De 1-4 ascosporas por asen.

-Esferoidales de 2.8X2 8 Hm

-Solo en GELPA.
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Tabla 2 continuacion...

Candida lusitaneae

Ktuyveromyces marxianus
var. bulgaricus

A Macromorfologia &
caracteristicas culturales.
1. Crecimiento en medio
liquido,

2. Crecimiento en media
solido.

Sedimento abundante.

Colonia de aprox. 3.9cm de
didgmetro a los 30 dias,
blanca, opaca, superficie lisa
con ligeras estrias, con borde
ondulado.

Formacion de sedimento.

Colonia de aprox. 4.0 cm de
difimetro a los 30 dias,
blanca, poco brillante,
supetficie lisa con Yigeras
estrias, borde ondulado poco
fimbriado.

B, Micromorfologin.

| Caracteristicas de las
células vegetativas.
a)Morfologia en medio
solido.

b)Formacion de
pseudomicetio y/o micelio
verdadero,

2.Caracteristicas de fa
reproduccion asexual o
vegetativa,

3 Caracteristicas de la
reproduccion sexnal,
a)Proceso de formacion del
asca.

b) Caracteristicas de ascas y
ascosporas.
-Situacidn del asca.

-Forma y medidas del asca.

-Nimero de ascosporas por
asca,

-Forma y mediads de las
ascasforas.

-Medios de esporulacion.

Célutas globosas a
subglobosas de 3.2-4.8 X 3.2-
6.4

Pseudomicelio desarrollado
sobretodo en anacrobiosis.

Gemacion muitipolar,

Ausente,

Céinlas elipsoidajes a
subglobosas de 3.2-4.8 X 4.0-
8.0 pm

Pseudomicelio desarrollado
nto en aerobiosis como
anaerobiosis.

Gemacidn multipolar.

Directameme de fas céiulas
vegetativas,

-Libre y dehiseente {sin
pared).

-Globosas a clipsoidales de
5.6-8.0 ym

-De 1-4 ascas por ascospara.

-Esferoidales de 2.4X3.2pum

-GELPA,YMA y
Gorodkowa,

42




Foto 1. Colonin gigante de Candida valide PI1B (Didmetro: 3.0 cm, color crema,
opaca, poco lelevada, borde irregular),

Foto 2. Colonin gigante de Saccharomyces cerevisiae vaza chevalieri PGA (Digmetro
1.2 em, color crema, poco brillante, poco elevada, lisa con borde ondulado.
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Foto 3. Candida valida P18 (Células ovaladas de 3.84-4.6 X 6,88-7.52 pm)

Voo

Foto 4. Pseadomicetio bien desarrollado de Candida vatida Pig



Foto § Células vegetativas y formacion de aseas de Saccharomyces cerevisige vaza
chevalieri (uscas: 6.4-10 X 6,5-12.0 jum)




Tabla 3. Caracteristicas fisiologicas y bioquimicas de ias levaduras aisladas del pulque y aguamicl.

Candida valida Suacch. cerevisiae Sacch, cerevisige
raza chevalieri raza capensis

1.Utitizacién de compoestos
de carbono.

alFennentacion:
~Glucosa . + ;
-Galactosa - ' R
-Sacarosa . + +
-Malosa . . .
«Lactosa - . .
-Rafinosa . + i
-Melibiosa - . .
-Almidon . . .
«Inulina . N

b)Asimilacion -
-Galactosa . ty- .
~Sacarosa . + ¢
-Maltosa . . .
-Celobiosa . - .
-Trehalosa - + N
-Lactosa - . .
-Rafinosa . + +
-Almidén soluble - . .
-D-xilosa . - .
«L-arabinosa - . .
<D-ribosa . . R
-L.ramnosa - . .
-Eritrito} B . .
-Ribitol - . .
~D-manito] - - .
-Acido succinico . . .
-Acido cltrico . . .
-Jnositol . . .
-Base carbonada (testigo) . . .
-Hase nitrogenada (testigo) - . .
-L.-sorbosa . . R
-Meiibiosa - + .
-Melezitosa . . .
~Inulina - * ’
-D-glucosantina-HCl . . .
-Glucitol - . '
-a-metil-D-glucosido - . v
~Salicina - . ‘
-D-gluconatode potasio - ’ [
-DL-#¢ido lactico . . v
-D-arabinosa U .

¢) Desdoblamiento de + .
arbutina

*No s¢ hizo laprueba



Tabla 3 continuacian...

Candida valida

Sacch. cerevisiae
raza chevalieri

Sacch. cerevisiae
raza capensis

2. Utilizacién de compuestos
de nitrdgeno

a) Asimilacion de KNO;

b) Asimilacion de
Etitamina-HC!

¢) Asimilacion de
Cadaverina-2HC)

3. Requerimientos de vitami-
nas para ¢} crecimiento.

a) Crecimicnto en medio
libre de vitaminas (MLV)

4, Resistencia al antibiotico
cicloheximida,

a) 100 ppm

b) 1000 ppm

5. Crecimiento en medios de
alta presion osmética,

a) Tolerancia a 50% de
glucosa,

6. Crecimientoa 37°C

7. Prucba de color DBB
(diazonium bluge)

*No se hizo la prucba.
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Tabla 4, Caracteristicas fisiologicas y bioquimicas de las levaduras aisladas del pulque y aguamicl,

K. marxianus var, | Candida lusitaneae | K.narxianus var.
lactis bulgaricus

1. Utilizacion de fuenies de
carbono.

a) Fermentacion
-Glucosa 4 + P
-Galactosa + + +
-Sacarosa - + s
-Maltosa . R
-L.aciosa + .
-Rafinosa .
-Melibiosa
-Almiddn ‘
-Inuling .

- e & 1
.

b)Asimnilacion
-Galaclosa +
~Sacarosa +
-Maltosa .
-Celobiosa 4
-Trehalosa *
-Lactosa +
-Rafinosa - . ¢
-Almidén soluble - . .
-D-xilosa v + 4
-L-arabinosa - . -y
-D-ribasa . . .
-L-ramnosa - +
-Eritritol . .
-Ribitol . +
-D-manitol + + .

+

+

+ o+ o+ o+
f

+

-Acido sucelnico +
-Acido cttrico .
-Inositol . .
-Base carbonada (testigo) - .
-Base nitrogenada (testigo) -
-L-sorbosa ¢
-Melibjosa .
-Melezitosa .
-Inulina U
-D-arabinosa .
«D-glucosamina-HC1 .
»
.
.
[ ]
L]

R
+

v

- * ®

Glucitol
-a-metil-D-glicosido
-Salicina

-D-gluconato de potasio
-DL-gcido lactico

“ s & % B e & 4

+ 4+ e+ e

¢)Desdoblamiento de + + "
arbutins

*No se hizo la prueba.



Tabla 4 continuacion...

K.marxianus var,
lactis

Candidy lusitaniae

K. marxianus var,
bulgaricus

2. Utilizacion de
compuestos de hitrogeno
a) Asimilacion de KNOs
b) Asimilacién de
Etilamina-HCl

¢) Asimilacion de
Cadaverina-2HCI

3. Requerimientos de
vitaminas para el
crecimiento.

a) Crecimiento en medio
libre de vitaminas (MLV)

4, Resistencia al
antibidtico
cicloheximida.
)100 ppm
b)1000ppm

5. Crecimiento en medios
de alta presion osmética.
a) Crecimiento a 50 % de
glucosa,

6. Crecimiento a 37°C

7.Prueba de color DBB
(diazonium biue)

*No se hizo la prueba.
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2.-FACTOR ZIMOCIDA

2.1 Tabla 5.-Levaduras aisladas de pulque v aguamie! para ver actividad zimocida vs,
levaduras sensibles de coleccion Saccharomyces cerevisiae NCYC 1006 y Candidu

glabrata Y55,
Pozo: Clave: Tapete: Resultado de
(Levadura sensible) la prueba
Candida valida B S. cerevisiae NCYC 1006 +
Medio: GELPA (1) y (2) Candida glabrata Y53 +
S.cerevisiae raza chevalieri P2A S.cerevisiae NCYC 1006 -
Medio GELPA (1) y(2) Candida glabrata Y 53 -
S.cercvisiae raza chevalleri MA S, cerevisive NCYC 1006 S
Medio GELPA (1) y (2) Candida glabrata Y 55 -
Candida valida PiB S cerevisiae NCYC 1006 +
Medio GELPA (1)y (2) Candida glabria Y 55 +
Candida vallda P4A S. cerevisiue NCYC' 1006 +
Medio GELPA (1) y (2) Candida glabrata Y55 +
S.cerevisiae raza chevaliert P4C S. cerevisiae NCYC 1006 -
Medio GELPA (1) y (2) Candida glabrata ¥ 55 -
Candida valida PSA S. cerevisiae NCYC 1006 +
Medio GELPA (1) y (2) Candidad glabrata Y 55 +
S.cerevisiae raza capensis P58 S cerevisiae NCYC 1006
Medio GELPA () y (2) Candida glabrata Y 55
S.cerevisiae raza chevalieri POA S. cerevisize NCYC 1006 -
Medio GELPA (1) y(2) Candida glabrata Y55 -
Candida vallda P6B S cerevisiae NCYC 1006 +
Medio GELPA (1) y (2) Candida glabrata Y 55 +
K.marxianus var, lactis PTA S cerevisiae NCYC 10006 +
Medio GELPA (1) y (2) Candida glabrata Y 55 +
Candida valida P78 S. cerevisiae NCYC 1006 +
Medio GELPA (1) y (2) Candida glabrata Y 55 +
Candida lusitaneae AlA S. cerevisiae NCYC {006 -
Medio GELPA (1) v (2) Candida glabrata Y 55 -
K.marxianus vav.bulgaricus AlB S. cerevisive NCYC 1006 +
Medio GELPA (1) y (2) Candida glabrata Y 55 +
K.marxiauus var. bulgaricus A2A S. cerevisiaw NCYC 1006 +
Medio GELPA (1) y (2) Candida glabrata Y 55 +
S.cerevisiae var. capensis A2B S. cerevisive NCYC 1006 -
Medio GELPA (D y (2) Candida glabria Y 55 -

Medio (1): GELPA +0.003% azul de metileno.
Medio (2); GELPA +0.003% azul de metileno + 5% de NaCl

+ Zimocida, -No zimocida
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Fote 6. Pozo: Candida valida P13 (fevadura zimocida), Tapete: Saccharomyces cerevisiae
(levadura sensible de coleccion . NCYC 1006

a
pacw

Foto 7. Poze: Saccliarmmyees cerevisiae vaza chevalieri POA (tevadura "neatra’). Tapete:

Candida glabrata Y55



2.2. Tabla 6. Levaduras zimocidas de coleccion: Saccharomyces cerevisiue NCYC 738 (K2),
Kluyveromyces marxlanus NCYC 587 (K6) y Candida vaiida P1B contra levaduras aisladns de
pulque y aguamicl para ver su resistencia,

Pozo:
(levadura zimocida)

Tapete:

Clave:

Resuliado de la prueba

Sevrevisiae NCYC 738,
K.marxiunus NCYC 587
PR

Candida vallda

P

+

S cerevisiae NCYC 738
K marxianus NCYC 587
PIB

S.cerevisiae raza chevaller

P2A

S.cerevisiae NCYC 738
K.marxianus NCYC 587
PIB

S.cerevisiae vaza chevaller!

PIA

Scerevisive NCYC 738
K.marxianus NCYC 587
PIB

Candida vallda

P3n

S.cerevisiae NCYC 738
K.marxianus NCYC 587
PiB

Candlda vallda

P4A

o @ +fja s tle wtle v+

S.cerevisiae NCYC 738
K marxianus NCYC 587
PR

S.cerevislae raza chevaller

P4C

. 8 +

Scerevisiae NCYC 738
K.marxianus NCYC 587
PIB

Candida vallda

PSA

wle oo

S.cerevisiae NCYC 738
K marxianus NCYC 587
1B

S.cerevisiue raza copensis

psB

S.cerevisine NCYC 738
K marxianus NCYC 587
PIB

‘S.cerevislae raza chevalleri

V6A

S.cerevisiae NCYC 738
K.marxianus NCYC 587
Pl

Candida vallda

r6B

Scerevisiae NCYC 738
K.marxianus NCYC 587
P1B

K.marxianus var, lactls

PTA

S.cerevisiage NCYC 738
K.marxianus NCYC 587
PlB

Candlda valida

yic

S.cerevisiae NCYC 738
K.marxianus NCYC 587
PiB

Candlda lusitaneae

AlA

S.crevisiae NCYC 738
K.marxianus NCYC 587
PlB

N.marxianus var, bulgaricus

AlB

S.cerevisiae NCYC 738
K.marxianus NCYC 587
PiB

K.marxianus ver, bulgaricus

A2A

S.cerevislae NCYC 73§
Kmarxianus NCYC 587
PiB

S.cerevislae raza, capensls

A28

@ ettt 4 +la v t]e+ tle odile + 4w esfr s+ £

+ Resistente; -No resisiente 6 sensible; *No se hizo la prueba. Med
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Tabla 7. Prucbas cruzadas entre las levaduras zimocidas de coleccion: Saccharomyces
cerevisiae NCYC 738, Kiuyveronyces marxianus NCYC 587, Candida valida PIB
aislada de pulque y Saccharomyces cerevisiae raza chevalieri POA aisluda de pulque y
que no es zimocida; contra levaduras zimocidas de coleccion: Saccharomyces cerevisiae
NCYC 738, Kiuyveromyces marxtanus NCYC 587 y PIB (Prucbas cruzadas).

Pozo: Tapete: Resuitado de
(levadura zimocida) la prueba:

S. cerevisine NCYC 738 *
Saccharomyces cerevisiae NCYC 738 K. marxianus NCYC 587 -
C. valida 1B -
S. cerevisiae NCYC 738 +
Kiuyveramyces marxianus NCYC K. marxianus NCYC 587 *
587 C. valida P1B +

S. cerevisioe NCYC 738 +)

Candida valida (P1B) K marxianus NCYC 587 +)
C. valida "1 B *
S NCYC 738 -
Saccharomyces cerevisine raza K- marxianus NCYC 587 -
chevalieri (P6A) C. Valida P1B -

Medio GELPA | y 2 (ver tabla 5)

+Zimocida, - No zimocida.

*No se hizo la prueba

(+) Prueba positiva solo en medio con 5% de NaCl.
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2.3.-Comportamiento de la cepa zimocida Candida valida P1B frente a una
levadura sensible de coleccidn, empleando suspensiones de concentraciones
diferentes y en desventaja para la zimocida

Tabla 8. Candida valida P1B contra Saccharomyces cerevisine NCYC

1006,
Levadura zimocida: | Concentracion: | Levadura sensible: Concentracion: | Resultados en
(g/ml) (g/ml) placa de
GELPA
Candida  valida | 1.15X 10-5 Saccharomyces cerevisiae | 1.08 X 10-5 [ Sélo  crecid
riB NCYC 1006 C. valida
PIB.
Candida valida 092X 10-5 | Saccharomyces cerevislae { 1.30X10-5 | Sélo  crecid
MB NCYC 1006 C. valida P1B
Candida valida 027X 10-5 Succharomyces cerevisine { 2.26 X 10-5 | Sélo  crecio
PIB NCYC 1006 C. valida P1B
Candida valida 0.54 X 10-6 Saccharomyces cerevisiae 1 247X 10-5 | Sélo  crecié
P1B NCYC 1006 C. valida P\B
Candida valida 048X 10-6 Saccharomyces cerevisiae 1 235X 10-5 | Sélo ~ crecio
PIB NCYC 1006 C. valida P1B
Candida valida 0.48 X 10-7 Saccharomyces cerevisige | 235X 10-5 | Predomina C.
P1B NCYC 1006 valida P1B
Candida valida 048X 10-8 Saccharomyces cerevislae | 235X 10-5 | Predomina S
PIB NCYC 1006 cerevisiae
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Tabla 9. Candida valida P1B contra Candida glabrata Y55

Levadura zimocida: Concentracion | Levadura sensible; Concentracién | Resultados en
: (g/iml) placa:
(g/ml)
Candida valida P1B 115X 10-5 | Candida glabrata Y55 | 1.33 X 10 -5} Sélo crecid C,
valida P18
Candida valida V1B | 092X 10-5 | Candidu glabrata Y55 | 1.59 X 10 -5 | Sélo erecié C.
valida P1B
Candida valida PIB 1027 X 10-5 ) Candida glabrata Y55 {2.70X 10 -5 | Sélo crecio C.
valida P1B
Candida valida P1B | 0.54 X 10-6 { Candida glabrata Y55 { 294 X 10-5 | Sdlo crecié C.
valida P1B
Candida valida PIB | 048X 10-6 | Candida glabrata Y55 | 2.82 X'10-5 | Sélo crece C.
valida P1B
Candida vallda P1B | 048 X 10-7 | Candida glabrata Y55 |1 282X 10-5 | Predomina C.
valida P1B
Candidavalida PI1B | 048 X 10-8 | Candida glabrata Y55 | 2.82 X 10-5 - | Predomina C.
glabrata
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TABLA 10. Candida valida P1B contra Saccharomyces cerevisiue raza

chevalieri P6A.,
Levadura zimocida: | Concentracion: | Levadura sensible: | Concentracién: | Resultados en
(g/ml) (g/ml) placa
Candida  valida | 1.15X10-5 | Saccharomyces 141 X10-5 | Predomina C.
PiB cerevisiae  raza valida  PIB,
chevalieri P6A comra  uni
colonia de Sc.
raza chevalieri
Candida  valida | 092X 10-5 | Saccharomyces 1.69 X 10 -5 Predomina C.
PiB cerevisine  raza vallda  P1B,
chevalierl P6A contra una
colonia de S.c.
raza chevalieri
Candida  valida | 027X 10-5 | Saccharomyces | 245X10-5 | Predomina C.
PiB cerevisige  raza valida  PIB,
chevalieri P6A contra una
colonia de S.c,
raza chevalieri
Candida  valida | 0.54 X 10-6 | Saccharomyces 267X10-5 Predomina C.
PiB cerevisize  raza valida  P1B,
chevalieri P6A contra una
colotia de S.c.
raza chevalieri
Candlda  valida { 0.48 X 10-6 | Saccharomyces 281X 10-5 = | Predomina C.
PiB cerevisiae  raza valida PIB,
chevalieri P6A contra Ires
colonias . de
Se raza
chevaliviri
Candida = valida { 048 X 10-7 | Saccharomyces 281 X10-5 | Crecen ambas,
PiB cerevisine  raza predomina C.
chevalieri P6A valida  MB
contra  acho
colonias de Sc.
tazi
chevalieri,
Candida  valida} 0.48 X 10-8 | Saccharomypces 2.81X10-5 | Predomina S.c.
PIB cerevislee  raza raza chevalieri

chevalieri POA




RESISTENCIA ALCOHOLICA.

Tabla 11, Tolerancia a diversas concentraciones de etanol de levaduras aisladas
de pulque y aguamiel

Levadura: Clave: | Resistencia alcohodlica:
Candida valida PIB >10%
Saccharompyces cerevisiae raza chevalieri | P2A >10%
Saccharompyces cerevisiae raza chevalieri | P3A %
Candida valida P3B >10%
Candida valida P4A >10%
Saccharomyces cerevisiae raza chevalieri | P4B 9%*
Candida valida P5A >10%
Saccharomyces cerevisiae raza capensis P5B 10%*
Saccharomyces cerevisiae raza chevalieri | P6A >10%
Candida valida P6B 9%*
Kluyveronyces marxianus var. lactis P7A 8%*
Candida valida P7B 9%
Candida lusitaneae AlA 8%*
Kluyveromyces marxianus var, bulgaricus | A1B 8%
Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus | A2A 8%
Saccharomyces cerevisiae raza capensis A2B 10%

*crece poco
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DISCUSION DE RESULTADOS

L.- Aistamiento ¢ identificacion de las levaduras aisladas de pulque y
aguamiel,

En los resultados obtenidos (Tabla 1) puede observarse que en
todas las muestras de pulque, existe una microbiota similar, ya que en todas
las muestras, excepto en la muestra 2, se encuentra una cepa de Candida
valida (fase imperfecta de Pichia membranaefuciens), la que no es
fermentadora, por lo que no puede ser ella la encargada de fermentar el
aguamie! y produeir pulque. También se encontrd una cepa fernmentadora
del género Saccharomyces en casi todas las muestras, con lo cual se puede
pensar que puede ser una cepa de éste género la que junto con bacterias,
produzea el pulque; no se puede afirmar esto en forma precisa, ya que
durante la fermentacion del aguamiel hay una sucesion de microorganisimos.
Tanto C. valida como 8, cerevisiae raza chevalieri y raza capensis son
levaduras que habian sido reportadas previamente como parte de la
microbiota del pulque. En las levaduras aisladas de pulque se encontrd
también en la muestra 7 una cepa de Kluyveromyces marxianus var, lactis
la cual también ya habia sido reportada como parte de la microbiota del
pulque (Lappe y Ulloa, 1993).

En cuanto a las cepas identificadas en el aguamiel (Tabla 1) se
encuentra en ambas muestras Klupveronyces marxianus var, bulgaricus, y
en la muestra 2 también se encontrd un aislamiento de S, cerevisiae raza
capensis. De la muestra 1 de aguamiel se aislo una cepa de Candida
lusitaneae (cuya fase perfecta es Clavispora lusitaneae); que nunca habia
sido reportada en aguamiel, aunque si en Tesgtiino y Agave sp.

La identificacion de las cepas aisladas de pulque y aguamiel se
realizaron siguiendo las claves generales y especificas compiladas por
Kreger-van Rij; 1984. Haciendo referencia a los resultados obtenidos
(Tablas 3 y 4) se puede observar que para Candida valida las pruebas
fisiologicas y bioquimicas coinciden en su mayoria con las cepas de
referencia (Candida valida CBS 638 y Pichia membranaefaciens CBS
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107); con excepcidn de la prueba de crecimiento a 37°, la cual para Candida
valida debe ser negativa y para Pichia membranaefuciens puede ser
variable, Tanto para Saccharomycees cerevisiae raza chevalieri como para
raza capensis las pruebas bioquimicas coinciden -en un 100%, siendo la
cepa de referencia: Saccharomyces cerevisiae CBS 1171, También las
pruehas bioquimicas de las especies Kiuyveroniyces marxianuys var lactis y
var, bulgaricus coinciden en su mayoria con las especies de referencia
(Klupveromyces marxianus var lactis CBS 683 y Kluyveromyces
marxianus vav. bulgaricus CBS 2762) con excepcion de la prueba de
crecimiento en medio de alta presion osmdtica donde para ambas levaduras
es negativo y debe ser positivo, Por witimo Candida lusitaneae coincide
también en su mayoria con la cepa de referencia: Clavispora lusitaneae
CBS 6936 (fase perfecta), con excepcion de la prueba de crecimiento a alta
presion osmética la cual debe ser positiva, Sin embargo se debe hacer notar
que aunque las prucbas bioquimicas son las claves principales para
identificar una levadura: ¢s muy importante revisar las caracteristicas
morfoldgicas, ya que existen levaduras de diferentes especies con
caracteristicas fisiologicas y bioquimicas similares, pero revisando sus
caracteriticas morfoldgicas ya se puede definir cada especie.

2.-Factor zimocida.

2.1.-Determinacion de levaduras con factor zimocida,
Refiriéndonos ahora a los resultados de la determinacion del
factor zimocida (Tabla 5), es notable como en cada muestra de pulque,
excepto en la 2, se encuentra una cepa con el factor zimocida, identificada
como Candida valida, la cusl ha sido registrada en la literatura como
zimocida con la toxina K7 (Young, 1987). No se pude asegurar que ¢l factor
de la cepa encontrada sea K7, para probarlo se tendrian que hacer todas las
pruebas cruzadas con cepas zimocidas de coleccion cuyo factor sea
conocido; ya que segin refiere la literatura existen cepas de la misma
especie con diferente tipo de toxina, Ejemplos: Sacclharomyces cerevisiae,
que puede poseer K, K2 6 K3, Candida glabrata que puede tener K4 ¢

K1, Hansennla anomala, puede tener K5 6 K8 (Young, 1987)
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También de pulque se aislé e identificd otra cepa zimocida X.
marxianus var. lactis que actud en contra de las dos cepas sensibles de
coleccion que se utilizaran como tapete (Tabla 5). En la- bibliografia esta
especie ya habfa sido registrada como zimocida (Kitamoto et al., 1992). En
cada una de las muestras de aguamiel analizadas se aisld e identificd una
cepa zimocida: Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus. Las otras cepas
cncontradas en el aguamiel no dieron positiva las prucbas del factor
zimacida.

2.2.- Determinacién de sensibilidad de cepas aisladas de pulque y
aguamiel.

A pesar de que no todas las cepas aisladas del pulque y del
aguamiel poscen el factor zimocida, al realizar las pruebas de sensibilidad &
resistencia utilizando todas ias cepas aisladas de pulque y aguamiel como
tapete y levaduras zimocidas de coleccion como inéeulo en los pozos (Tabla
6), se determiné que la mayorfa de la cepas probadas eran resistentes a la
levadura zimocida de coleccion Saccharomyces cerevisine NCYC 738 con
la toxina K2 ; y en cuanto a a las pruebas de resistencia utilizando como
levadura zimocida a una Kluyveromyces marxianus NCYC 587 que posee
la toxina K6, se decidid realizarlas unicamente contra las levaduras aisladas
de diferentes especies (Tabla 6);, notando como solamente Candida valida y
Saccharomyces cerevisiae raza capensis son sensibles frente a la cepa de
coleccion Kluyveromyces marxianus NCYC 587. En cuanto a la
sensibilidad de las levaduras aisladas frente a la cepa zimocida aislada del
pulque Candida valida PIB se observa que con excepcion de la
Saccharomyces cerevisiae raza. chevalieri todas las demds . especies
probadas resultaron sensibles (Tabla 6).

2.3.- Prucbas cruzadas.

Dada la gran resistencia de Saccharomyces cerevisiae raza
chevalieri PGA frente a las cepas zimacidas de coleccion y a la zimocida
encontrada en pulque, Candida valida P1B, se decidié utilizar esta cepa en
las pruebas cruzadas (Tabla 7). Se habia observado que no era zimnocida
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contra cepas sensibles de coleccion (Tabla 5), pero resulto resistente frente
levaduras zimocidas de coleccion: Suecharomyces cerevisiae NCYC 738 y
frente a Kluyveromyces marxianns NCYC 587, por lo que puede
considerarse una cepa “Neutra” ya que no posce el factor zimocida contra
cepas sensibles pero resiste la toxina de levaduras zimocidas de coleccion.
En cuanto a las demds prucbas cruzadas notamos como solamente la cepa
zimocida de coleccion Saccharomyces cerevisiae NCYC 738 no tuvo un
amplio espectro contra las cepas zimocidas utilizadas ya que no se obtuvo
una prueba positiva contra Kluyveromyces marxisnus NCYC 587, ni contra
Candida valida; sin embargo Kluyveromyces marxianus, asi como
Candida valida si resultaron zimocidas contra Seccharomyees cerevisine
NCYC 738, También es importante resaltar que Kluyveromyces inarxiunns
NCYC 587 si fue zimocida contra Candiiln valida y ésta contra la primera.

2.4.-Comportamiento de la levadura zimocida C. valida aislada de
pulque frente a levaduras sensibles de coleccién en suspensiones de
levaduras en concentraciones diferentes y en desventaja para la
levsadura zimocida

Los resultados obtenidos al observar las placas donde se
sembraron la mezcla de células de una levadura sensible, Saccharomyces
cerevisiae NCYC 1006 6 Condida glabrata Y55 y la zimocida, Candida
valida P1B muestran el predominio del crecimiento de la cepa zimocida
tanto en las placas sembradas con la mezcla de indeulos de concentraciones
del mismo orden y en concentraciones diferentes y en desventaja para la
levadura zimocida, Estas observaciones son vélidas para los tres bioensayos
realizados (Tablas 8, 9 y 10), con una diferencia minima en la prueba con
Suaccharomyces cerevisiae raza chevalieri, en la que siempre se presentd
por lo menos una colonia, desde las placas sembradas con los indeulos de
concemraciones similares y predominando ya en concentraciones en
desventaja para la zimocida, Estas pruebas se realizaron con el objeto de
conocer hasta que concentracion la levadura zimocida inhibe el crecimiento
de una sensible . Se observé que aun en concentriciones muy bajas de la
levadura zimocida C, valida P1B, ésta sigue predominando sobre la cepa
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sensible. Aunque ésta no fue una prueba cuantitativa, por los resultados
obtenidos en placa fué evidente el crecimiento solo de la cepa zimocida, lo
que logrd distinguirse debido a las diferencias morfologicas coloniales de
las tevaduras en competencia; ya que la colonia de la zimocida era rugosa y
opaca y lade la sensible era lisa y nlgo brillante

3.- Tolerancia a diversas concentraciones de etanol.

En las pruebas realizadas para determinar la resitencia de las
levaduras aisladas, de pulque y aguamiel frente a diferentes concentraciones
de etanol (Tabla 11), se observo que las cepas de Candida valida aisladas
del pulque con el factor zimocida fueron Jas mds resistentes a una
concentracién del 10 % de etanol ya que a esta concentracion presentd un
crecimiento normal. En lo que a las otras cepas se refiere, su tolerancia a
concentraciones elevadas de etanol fue mucho menor. Saccharomyces
cerevisiae raza chevalieri presentd una cierta resistencia a 10% de etanol,
pues su crecimiento a esta concentracion fue escaso, En cuanto a las cepas
aistadas de aguamiel se observo que resistieron hasta 8% de etanol, lo cual
puede resultar logico ya que la concentracion de etanol en el aguamiel es
menor que la del pulque.Ademds en estudios anteriores se ha establecido
que la microbiota presente en el aguamiel es sustitufda por otra al llevarse a
cabo ta fermentacion de dicho sustrato para producir ¢! pulque, llevandose a
cabo una sucesion de microorganismos, predominando en el pulque los
ferementativos y oxidativos capaces de tolerar una concentracién de etanol
hasta de un 9% que es la que presenta esta bebida.
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CONCLUSIONES:
Apattir del trabajo realizado se puede concluir que:

1. A) De la microbiota encontrada en pulque se aistaron e identificaron
tres géneros de levaduras en los cuales se encuentran: Candida valida,
Saccharomyces corevisiae raza chevalieri y raza capensis y Klupveromyces
marxianus var. lactis. De ellas una levadura del género Candida valida se
aisld de todas Jas muestras analizadas, excepto de la muestra 2, Cepas de
Saccharomyces cerevisiae taza chevalieri también se obtuvieron de [as
muestras de pulque.

B) De las levaduras aisladas de aguamiel se identificaron tres
diferentes géneros: Candida lusitaneae, Kluyveromyces marxianus var,
bulgaricus 'y Saccharonyces cerevisiae raza capensis; de las cuales sélo
Caudida lusitaneae no habfa sido reportada con anterioridad como parte de
la microbiota de aguamiel,

2, Todas las levaduras aisladas de aguamiel y de pulque, excepto
Candida valida fueron fermentadoras.

3. Se determind actividad zimocida en cepas Candida valida vy
Kluyveromyces marxianus var. lactis aisladas de pulque las que actuaron
como cepas aniquilantes frente a las levaduras sensibles de coleccidn:
Saccharomyces cerevisine NCYC 1006 y Candida glabrata Y55, También
en aguamiel fue positiva la presencia de levaduras zimocidas siendo del
género Kluyveromyces marxianus var, bulgaricus las dos cepas zimocidas
aisladns de cada una de las muestras.

4. Los géneros: Saccharomyces cerevisiea raza chevalieri 'y
Kluyveromyces marxianus var. lactis aisladas de pulque fueron resistentes
a cepas zimocidas de coleccién, con excepcion de Candida valida P1B y
Saccharomyces cerevisiae raza capensis las cuales fucron sensibles a la
toxina de Kluyverompces marxianus NCYC 587, por lo que las ofras cepas
pueden considerarse "neutras"; es decir no poseen la toxina zimocida pero si
la resisten.
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En cuanto a las cepas aisladas de aguamiel solamente
Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus fue sensible a la toxina de la
cepa zimocida Candida valida P1B aislada de pulque, pero resistente a las
cepas zimocidas de coleccion: Saccharomyces cerevisine NCYC 738 y
Kluyveromyces marxianus NCYC 587; por lo que también en aguamiel
encontramos cepas "neutras”,

5. Saccharomyces cerevisiae vaza chevalieri POA resulto ser una cepa
interesante porque aunque no fue zimocida contra las cepas sensibles de
coleccion; Saccharomyces cerevisiee NCYC 1006 ni contva Candida
glabrata Y55, fue resitente frentc a levaduras zimocidas de coleccion:
Saccharomyces cerevisine NCYC 738 y Klupveromyces marxianus NCYC
587 por lo que se le considerd una cepa "NEUTRA", ademds de ser
fermentadora.

6.  Comprobamos que la levadura zimocida aislada del pulque: Candida
valida P1B, puede ejercer su accion letal sobre levaduras sensibles de
coleccion, aln en concentraciones muy bajas y en desventaja para ella. Por
otro lado Saccharomyces cerevisiae raza chevalieri resistid la accion
zimocida de Candida valida de P1B, ain cuando se inoculaban. en
concentraciones similares,

7. Es preciso resaltar la importancia de una cepa "NEUTRA" como
Saccharomyces cerevisine raza chevalieri y una "ZIMOCIDA" como
Candida valida aistadas de pulque, ya que éstas podrian ser aprovechadas
en fermentaciones comerciales; la primera por ser fermentadora se utilizaria
como indculo, sin temer que éste se vea inhibido por la presencia de
levaduras silvestres que sean zimocidas, lo que ocasiona una disminucion en
la produccion de alcohol. La Candida valida puede ser utilizada formando
parte de un inéculo con una levadura fermentadora y resistente, para
disminuir los riesgos de contaminacion por levaduras silvestres que puedan
producir sabores y aromas indeseables; ademds es una cepa que resiste altas
concentraciones de alcohol por lo que puede estar presente sin que se inhiba
su crecimiento.
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