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Si bien el motivo del presente trabajo tiene 

por objeto fundamental el estudio de las levadu-

ras, as! como su efect0 sobre las salmueras de -

fermentaci6n de aceitunas 1 es interesante dar pri 

meramente y aunque sea en forma sucinta 1 una res~ 

ña de la elaboración de aceitunas, tipo español. 

El Olivo. El origen del olivo, Olea euro---

~~' se asigna .indiscutiblemente a la zona del -

Mar Mediterráneo, aunque haya una discrepancia g~ 

neralizada en cuanto al lugar preciso. 

Ya fuese este lugar, Egipto, Grecia, Siria o 

Etiop!a, lo cierto es que su área natural de veg~ 

tación se extendió a toda la costa mediterránea. 

A América llegó el olivo traído por los mi-

sioneros, y así aparece tanto en Sudamérica corne

en América del Norte. En el siglo XVII, el rey -

Carlos III de España prohibió las licencias de 

plantaciones de olivo en América, en previsión de 

evitar que las colonias españolas de aquel enton

ces, resultaran con el tiempo competidoras en la-
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producción de aceite. A6n m~s, por medio de un -

real decreto, mand6 talar tddos los olivos exis-

tentes en esa fecha en América. Por suerte, esta 

real tala no fue todo lo efecti~a que el rey qui

so que fuese, y los olivos que se salvaron de --

ella, son los predecesores de los olivos actuales. 

Las Aceitunas. Como es bien sabido, las --

aceitunas son los frutos del olivo. 

Ante la gran cantidad de variedades de olivo 

y por ende de aceitunas, existentes en el mundo,

se da una relaci6n de las variedades utilizadas -

en distintos países para preparar o aderezar el -

tipo español: 

España: Variedades Gordal o Sevillana, Manza 

nilla, Morona, Ropa?alla, Carrasqueña. 

Argentina: Variedades Arenco o Criolla, Man

zanilla, Ascolano, Empeltre. 

Estados Unidos de Norteamérica: Variedades -

Misi6n, Manzanilla, Sevillano, Ascolano. 

México: Variedades Misión, Manzanilla, Neva 

dillo. 

Francia: Variednrt~s Touche, Picholine, Axme 
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llau. 

Italia: Variedades Ascolano, Cerignola, San 

ta Caterina, Areca. 

Composición Qu1mica de las Aceitunas _Aderez'a 

das. Las aceitunas verdes aderezadas contienen en 

100 g, los siguientes metales expresados en mili-

gramos: 2.8 de hierro; 0,28 de cobre; 2 de mangan~ 

so; 0.0011 de sodio. Adem~s contienen 200 U. I. 

de vitamina A y vestigios de vitaminas B
1

• (7) 

ñol. 

Elaboración o Aderezo de Aceitunas Tipo Espa 

Luego de seleccionada la· variedad adecuada -

para preparar, lo cual se hace teniendo en cuenta

la cal.idad final que dará como fruto elaborado, -

así como su tamaffo, se espera a que las aceitunas

tomen su punto adecuado de madurez en el árbol an~ 

tes de cosecharlas. 

Si las aceitunas se prepararán negras, se co 

sacharán· totalmente maduras, o sea cuando los fru

tos han tomado un int~nso color negro violáceo. 

Si se las preparará verdes, el punto ideal dé cos~ 

.cha será cuando los frutos toman un color verde p~ 

jizo. 

La cosecha se hará con el máximo de cuidados 

para que los frutos no se maltraten. 
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Tratamiento con Hidróxido de Sodio. Una vez 

cosechadas las aceitunas y seleccionadas por tam~ 

ños, se procede a hacerles un tratamiento con hi

dróxido de sodio, que tiene por objeto eliminar -

el amargor natural de las aceitunas, debido a la

presencia de "oleuropeína", glucósido amargo, de

carácter levógiro, soluble en agua. 

El tratamiento alcalino se hace en piletas -

de cemento o cubas de madera. Las soluciones de-

NaOH utilizadas, varían entre concentraciones de-

·; 1.25 a 2.2%, según la variedad y tamaño de las -

aceitunas a elaborar. 

Este tratamiento dura entre 8 y 12 horas, p~ 

ra permitir que la solución de hidróxido de sodio 

penetre hasta las 2/3 partes de la pulpa de las -

aceitunas. Conseguido fsto, se elimina la solu-

ción alcalina. 

Lavados. Tienen por objeto eliminar la alca 

linidad remanente en las aceitunas luego del tra

tamiento con hidróxido de sodio. Una vez quitada 

la solución de NaOH, es reemplazada de inmediato

por agua, hasta cubrir totalmente las aceitunas.

Estas aguas de lavado son cambiadas a intervalos

.de 3 .a 5 .horas, hasta conseguir que el agua del -

~ltimo tenga un pH máximo de 8.5 
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Envasado en Barriles y Fermentación. Ef ec--

tuados los lavados, las aceitunas son colocadas -

en barriles. En América se utilizan barriles de-

200 litros en los cuales caben 130 kg netos de -

aceitunas, mientras que en Espaffa se usan reci--

pientes grandes~ de i.gual forma que los barriles, 

pero de 700 litros d0 capacidad y en los que ca-

ben 450 kg netos de aceitunas; estos recipientes

reciben el nombre de 11 \Jocoy". 

Colocadas las aceitunas en los barriles, és

tos son tapados perfectamente, dej,ndoles salame~ 

te en un costado, sobre una duela, un orificio de 

un di~metro de 5 cm, por donde se les agrega la -

salmuera de fermentación. Los barrí.les se acumo-

dan al aire libre, en el patio de fermentación y

acostados con el orificio hacia arriba. 

En España, por ser las aceitunas de "secano", 

es decir, que los olivos no son regados sino que

el agua que reciben es exclusivamente por precip~ 

tación pluvial, las salmueras de fermentación uti 

lizadas son de concentración alta 1 variando entre 

10% y 12% de sal. 

Al ser trasladado a América, el olivo se 

transformó en &rbol de riego, ya que si no se rie 

ga no fructifica. Debido a ·ésto, las aceitunas -

contienen una mayor cantidad de agua; esta parti-
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cularidad hace que en América, las salmueras de -

fermentaci6n sean de concentraciones menores a -

las de España, utilizándose salmueras entre 7% y-

9% de sal. 

Si se utilizan salmueras más altas, por efe~ 

to de la exósmosis, los frutos sufren una contrae 

ción resultante en un arrugado de su superficie -

exterior que generalmente es permanente, inutili

zándose los frutos en su valor comercial. 

Algunos técnicos elaboradores adicionan a -

las salmueras "iniciadores" en la fermentación;-

éstos están constituidos por cultivos de fermen-

tos lácticos en distintos caldos de cultivo. Asi 

mismo, puede ser necesario agregar cantidades va

riables de azúcares (generalmente glucosa) para -

reemplazar los azúcares naturales de las aceitu-

nas perdidos en buena proporción durante ei proce 

so de tratamiento con NaOH y los subsiguientes la 

vados. 

En el patio de fermentación, al aire libre,~ 

las aceitunas comienzan su fermentación; durante

todo el proceso de aderezo las aceitunas sufren -

en su composición una serie de procesos f isicoqui 

micos y microbiológicos, con los cuales van adqui 

riendo características organol~pticas especiales, 

que harán de ellas al final de lu fermentación un 
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producto alimenticio muy apreciado. 

Al iniciarse la fermentaci6n, se encuentran

en la salmuera un gran n6mero de microorganismos

que comprenden levaduras, otros hongos y bacte--

rias y que son aportados por el agua, el aire, -

las mismas aceitunas, los utensilios de trabajo,-

barriles, etc. Las b:·cterias del ácido láctico -

se encuentren en muy P" queño número, siendo supe

radas por los microorganismos no deseables en --

enorme proporción. 

Sin embargo, a medida que transcurren los 

días, si la fermentaci6n por medio de tuidados es 

llevada por buen camino, las bacterias lácticas -

comenzarán a multiplicarse rápidamente, dominando 

por completo la fermentaci6n y produciendo el tan 

deseado ácido láctico, imprescindible para la ob

tención de un buen fruto terminado, que al cabo -

de cuatro meses de terminada la fermentación, lle 

ga a tener las siguientes características: 

gramos de ácido láctico por 100 ml de -

salmuera - 0.8 a 1.5 g 

pH - 3.5 a 4.2 

Las bacterias lácticas predominantes durante 

la fermentaci6n son las siguientes: Le?conostoc -

mesenteroides, Lactobacillus plantarum, Lactobaci 
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llus brevis. Transforman los azúcares en ácido -

láctico. 

Este ácido láctico producido durante la fer

mentaci6n, es el que aprovecharán en su beneficio 

las levaduras que lleguen a desarrollarse por ma

la· a tenci6n de los barriles, alcanzando a con su-

mirlo en tal cantidad, que la disminución de aci

dez y el aumento de pH, haránpeligrar las aceitu

nas preparadas, llegando a su total pérdida en -

ciertos casos. 

Precisamente de este problema surgi6 la idea 

para la realización del presente trabajo, tratan

do de identificar algunas de las levaduras que -

aparecen más frecuentemente en el proceso antes -

mencionado, y determinar si la cantidad de ácido

láctico consumido por ellas es realmente lo bas-

tante importante como para llegar a ser un peli-

gro verdadero para la conservación de los frutos

elaborados. 
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MATERIALES Y METODOS DE TRABAJO 
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MATERIALES Y METODOS DE TRABAJO 

Con una pipeta estéril se tomaron muestras -

de salmuera de algunas barricas conteniendo aceitu 

nas verdes y negras (maduras). Dichas muestras se 

sembraron en varias cajas de Petri, conteniendo me 

dios de cultivo diversos con el fin de ver cuil 

era el m~s apropiado para su crecimiento, a la vez 

que irlas aislando (11, 20, 25, 30, 31., 32). 

Se emplearon los siguientes medios de culti-

vo: 

a) Infusión de levadura 

b) Infusión de alf alf a-agar 

c) Glucosa Malta-agar 

d) Sabouraud-dextrosa agar 

e) Agar nutritivo 

f) Extracto de levadura Agar 

g) Extracto de Malta Agar 
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Los que dieron mejor resultado, Sabouraud

dextrosa agar, y extracto de mal agar, han sido 

usados preferentemente a lo largo de este estudio, 

excepci6n hecha de aquellas pruebas que especifi

camente han requerido de determinados medios, co

mo es el caso de Gorodkowa Agar, Mosto Agar 1 Me-

dio de Fowel, en la p1'lieba de esporulac.Lón, de -

los preparados especia '.mente para las pruebas au

xanogrificas de asimilaci6n de azúcar y nitr6ge-

no 1 del medio de Papa-agar empleado para la forma 

ci6n de micelio, etc. (10, 23, 25, 39, 40, 46). 

Una vez logrado el aislamiento de las diver

sas cepas, se ha procedido a una selección de --

aquellas levaduras que se consideran mis intere-

santes1 sometiéndolas a una prueba de fermenta--

ci6n de glucosa, eligiendo cinco fermentativas -

(producción de gas) por considerirselas las mis.

interesantes desde el punto de vista industrial,

y dos no fermentativas tanto en condiciones aeró

bicas como anaeróbicas, 

Hecho ésto y queriendo tener l~ seguridad de 

trabajar con cepas puras, se ha seguido con cada

una de las elegidas el método de "cultivo en Go-

tas" de Lindner ( 31). Para ello se efectúa una -

dilución en uno o varios tubos conteniendo extrae 

to de malta estéril; a continuación se toma con -
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plumilla est~ril también, un poco de la diluci6n, 

colocándola rápidamente en un cubreobjetos en -

forma de gotas dispuestas en hileras, y sin dar

tiempo a que se sequen, se CQloca el cubreobje-

tos sobre una cámara húmeda estéril (anillo de -

vidrio fijo a un portaobjetos por medio de para

fina o bálsamo de Canada, y con una gota de agua 

en el interior), sellando los bordes con vaseli

na para evitar la evaporación. Seguidamente, se 

lleva bajo el microscopio para ver cuál o cuáles 

fatas contienen una sola célula, señalándolas me 

diente una pequeña marca hecha con lápiz graso,-

y siguiendo su crecimiento. En cuanto se ha for 

medo una colonia, se absorbe la misma con un pa

pel estéril, que se coloca rápidamente dentro de 

un tubo o caja conteniendo medio sólido. La co

lonia as! obtenida es pura, por provenir de una

sola célula. 

Por otro lado, en todas aquellas cajas don

de se ha observado contaminación de bacterias, -

se adiciona ácido láctico, magnífico bacteriost~ 

tioo que detiene el crecimiento de aquellas, sin 

perjudicar o afectar el de las levaduras. 

Logradas las cepas puras, se inicia una se

rie de pruebas, de acuerdo con Lodder y Kreger-

Van-Rij, 1952, para proceder a su clasificación. 

Dichas pruebas pueden reducirse a aquellas de ti 
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9. Reacción en leche tornasolada. 

10. Desdoblamiento de grasas. 

11. Producción de acidez. 

Todas estas pruebas se efectuaron por dupli

cado, para obtener una mejor apre~iación de los-

resultados. La lectura de los mismos ha variado 

de acuerdo con el tipo de experimento, entre 24-

horas y cuarenta días. 

1. Características macrosCÓQicas 

Para estudiarlas, se han usado los medios de 

Malta agar y Extracto de Malta. En el caso de -

formación de película tiene gran importancia la

composición del medio, así como la cantidad de -

inóculo; para cada levadura se preparan dos tu-

bos con extracto de Malta, medio sumamente favo

rable, haci~ndose la primera observación a las -

24 horas, a 17°C y despu~s sucesivamente durante 

cuarenta días. 

Para el estudio morfológico de las colonias, 

se han empleado tres tubos por levadura, conte-

niendo Malta agar, y efectuando las siembras por 

medio de estrías, placa y picadura, para compa-

rar resultados. 
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Para el estudio de las colo~ias gigantes 1 se 

han preparado cajas de Petri conteniendo Malta 

agar, y efectuando la siembra en el centro por me 

dio de una ligera picadura, y a partir de un cul

tivo joven. La caja se sella para evitar la dese 

caci6n, haciéndose la observaci6n a los cuarenta

días a temperatura amhiente. (8, 11 1 20, 25, 31). 

2. Forma y tamaño de las Células 

Para ello se emplean básicamente los mismos

medios arriba mencionados 1 además de algunos 

otros usados para comparaci6n de resultados; ya -

que todos han sido similares, no se considera ne

cesario consignarlos, para no caer en una repeti

ci6n de datos, s6lo se mencionan los obtenidos en 

Malta agar y extracto de Malta. El procedimiento 

empleado ha sido la observaci6n al estado fresco, 

generalmente en una gota de lugol para hacer más

evidentes algunos detalles de estructura interna. 

Para conservación de preparaciones se ha empleado 

la técnica de Gram. Las observaciones hechas se-

refieren a forma, tamaño, tipo de reproducci6n v~ 

·getativa, disposici6n de los brotes con respecto

ª la célula, detalles de estructura interna, y 

uno de los más importantes, esporulaci6n, (8, 

20, 25, 31). 
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20, 25, 31). 

3. Características de la Reproducción Vegetati-

va 

De las siete levaduras con que se trabajó, -

no se pudo observar la formación de ascas, por -

lo que se usaron medios especialmente preparados 

para favorecer la esporulación. Dichos medios -

tienen una caracteristica com6n: la de ser po--

bres en nutrientes, especialmente carbohidratos. 

Los medios que se han usado son: Gorodkowa agar, 

mosto agar (Difco) saturado de carbonato de cal

cio, bloques de yeso, bloques de papa y zanaho-

ria, y el medio de Fowel (acetato sódico anhi--

dro 0.3 a 0.5%, Agar-:t.53). (20, 25, 29, 31, --

39). 

El primer paso para provocar la esporulación, 

es la obtención de cepas jóvenes por medio de v~ 

ri~s resiembras continuas en un medio apropiado

para su crecimiento, logrindose así cfilulas gra~ 

des y cargadas de reservas, y con la seguridad -

de que no han perdido la facultad de formar as--

cas. Diversos investigadores han observado que-

cuando una cepa es mantenida en un mismo cultivo 

durante mucho tiempo, al resembrarla ha perdido

su facultad esporógena. (14, 23, 29) .. 
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Asimismo, debe tenerse la seguridad de que -. 

hay suficiente oxígeno en el medio, y mantener 

ajustado el pH entre 6.5 y 7.0. ( 20) • 

Para algunos investigadores (39), esta divi

sión entre levaduras 'asco sp or6 gen as y anasco sp or 6 

genas es totalmente falsa, basándose en la idea -

de que cuando se trabaja con cepas desconocidas,-

él 1 menos en ap ar-ienéia 1 que no tienen la facultad 

de formar ascas, ello puede deberse no a la célu-

la misma, sino 
, 

bien la incapacidad tie-mas éJ que 

ne el medio para inducir esa esporulaci6n. Esto-

se debe a que muchas especies se considerarop du

rante alg6n ti.empo como no formadoras de ascas, -

hasta que·casualmente se encontraba un medio faVQ 

rable desconocido hasta entoncesi al que la misma 

levadura que había respondido negativamente ante

otros medios, respondía positivamente formando --

sus ascas. 

Teniendo en cuenta todo esto, las siete leva 

duras aquí descritas se han sometido a multitud -

de diferentes medios y pruebas,incubándolas a dos 

temperaturas distintas: 20 y 25°C, y ajustando el 

pH entre 6.5 y 7.0. A pesar de ello, s6lo se ha-

con?eguido hacer esporular a dos de ellas (Pi.chia 

y Debaryomyces), la primera en Gorodkowa, y las~ 

gunda en este mismo medio y en bloques de zanaho

ria. 
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Se ha procedido de la siguiente forma: para

cada medio se han preparado dos tubos por levadu 

ra, conteniendo cada uno seis ml de medio. Para 

los bloques de yeso, papa y zanahoria, se coloca 

en un tubo un poco de agua en el fondo para con

servar la humedad, se coloca después una horqui

lla de vidrio que hace de sostén al bloque para

que no esté en contacto directo con el agua, ya

que ello sería perjudicial al crecimiento del -

in6culo, ni toque las paredes del tubo. Se este 

riliza por 20 minutos a 15 lb de presi6n, se 

siembran por estría, incubando unas a 20°C y 

otras a 25°C, haciendo la observaci6n en un lap

so que va de los cinco a los treinta días. 

Debe anotarse el número de ascosporas por a~ 

ca, su forma,tipo de membrana, si a su formaci6n 

antecede conjugaci6n, etc. 

Para confirmar que los corpúsculos observa-

dos eran esporas, se ha procedido a una tinci6n

empleando la técnica de Kufferath (20), con fuc

sina básica de Ziehl, y contrastando con azul de 

algod6n. Quedan así las esporas teñidas en rojo 

y el resto de la célula en azul, todo sobre un -

fondo negro debido a la capa de tinta china que

se extiende sobre la preparaci6n. 

Se ha recurrido tamb~én al método recomenda-
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do por Shimwel (37), tiffendo con verde de mala-

quita acuoso al 53 de 1 a 3 minutos, calentando-

varias veces. Las esporas se ti~en de verde in-

tenso. 

Por último, se ha hecho una prueba de "culti 

v o en 1 ám in a" ( 2 5 , 3 J ) , p ar a es tu di ar e 1 tipo de 

reproducción vegetativa y ver si forman lo que -

se llama un verdadero micelio (filamentos cons-

tituídos por células alargadas, no septadas) o -

por el contrario, no lo forman o bien constitu-

yen un p seudom.ice lio (filamentos consti tuídos 

por c~lulas alargadas, a menudo ramificadas y 

septadas). En el caso de las levaduras aquí es

tudiadas, no se han tenido problemas al respec-

to, puesto que desde el p~incipio se ha hecho -

aparente en cualquier medio su formación, o por

el contrario, su ausencia. 

Sin embargo, siguiendo las indicaciones da-

das por Lodder & Kreger-Van Rij (25), se ha usa

do un medio de papa agar en un cultivo en lámi-

na, llevándolo bajo el microscopio a los cinco -

días para su observación. 

Los pasos a seguir son los siguientes: se -

esteriliza una caja de Petri con un disco de pa

pel filtro en el fondo, conteniendo un triángulo 

de vidrio y colocando sobre de ~1 un portaobje--
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tos. Se moja el disco de papel filtro con agua-

destilada estéril, para conservar la humedad del 

medio-; a continuaci6n se vierte sobre otra caja, 

también estéril, el contenido de un tubo previa

mente preparado, de papa agar. Sin dar tiempo a 

que solidifiqu~, se introduce el portaobjetos m~ 

<liante unas pinzas flameadas, procurando empapa~ 

lo bien de medio, y regresándolo nuevamente en -

la caja sobre el triángulo; se incuba a 25°C. 

De este modo se tiene ya una serie de datos

bastante completos, de tipo morfol6gico, pero -

que por sí solos no son de mayor validez para 

clasificar las levaduras, requiriéndose para ~-

ello del concurso de pruebas de tipo bioquímico

y fisiológico. 

1. Fermentaci6n. La fermentación de azúca

res es una de las pruebas de valor más estable,

y que se toma más en cuenta en la clasificaci6n

de especies y aún de géneros. 

Las levaduras presentan una fermentación al

coh6lica, o sea una fermentación verdadera cons

tituida por un proceso desmolitico puro, en el -

que en la destrucción de la cadena de carb6n de

las hexosas, queda totalmente excluída la incor

poración de oxigeno por la molédula del azúcar,

º sus productos de desdoblamiento; sólo se adi--
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cionan a la mol~cula los elementos del agua. (30). 

Este desdoblamiento alcohólico del azúcar da 

como productos finales anhídrico carb6nico· y ace

taldehido, que es propiamente el precursor del ai 

cohol etílico. 

El proceso de fe~mentación por las levaduras 

se realiza teniendo como base azúcares sencillos, 

que son los únicos que pueden desdoblar f ácilmen

te: glucosa 1 levulosa 1 manosa, galactosa (monosa

cáridos), sacarosa, maltosa y lactosa (disacári-

dos), y en algunos casos especiales de identifica 

- ción de levaduras, rafinosa (trisacárido). (13,-

201 21, 28, 32¡ 34). 
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j" 
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PRODUCTOS SECUNDARIOS DE LA FERMENTACION FOSFOPIRUVICA 
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Para la prueba se toma como medio básico, 

extracto de levadura por su alto contenido nu-

tritivo, factor éste de considerable importan-

cia en la efectividad de la fermentaci6n, si se 

tiene en cuenta que puede haber un resultado ne 

gativo si faltan los factores esenciales para -

un buen crecimiento; al medio básico se le agr~ 

gan los azúcares a probar, en una concentraci6n 

de 2%, y teniendo en cuenta las leyes de Kluy-

ver-Dekker, 1914: 

1. Toda levadura que no fermenta glucosa,

no fermenta ningún otro azúcar.· 

2. Toda levadura que fermenta glucosa, ha

ce fermentar siempre la levulosa y mano 

sa. 

3. Ninguna levadura puede fermentar a la -

vez maltosa y lactosa. 

Dos han sido los métodos empleados: 

.. 
1) El de Henrici, en el que se usan peque

ffos tubos de Durham o Wasserman colocados inve~ 

tidamente dentro de otro tubo mayor (25 cm x --

150 mm); de modo que actúan como receptores. de

gas. 2) El de Guerra, que consiste en colocar 

en un tubo de ensaye unos 6 ml de medio azucara 

do al 2% y, ya estéril, se siembra la levadura; 
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a contin~aci6n, con una pipeta Pasteur, se va de

jando caer gota a gota una mezcla de cinco partes 

de parafina por una de aceite de parafina, previ~ 

mente estéril, a modo de formar un tap6n de un -

grosor de 3 a 5 mm, cuidando de que ajuste perfe~ 

tamente a las paredes del tubo, pues de otro modo 

puede escapar inadvertidamente el gas por este si 

tio. 

Así, el gas formado irá empujando el tap6n -

hacia arriba, ocupando la capa entre éste y la s~ 

perficie del medio. Este método tiene la desven-

taja de crear condiciones estrictamente anaero--

bias, bajo las cuales algunas levaduras no se de-

sarrollan. Las observaciones se efectuaron con--

tinuadamente a partir de las 24 horas, hasta los

treinta días, con obtenci6n de resultados iguales 

en ambos métodos. La temperatura ha sido a todo-

lo largo del experimento, de 25°C. 

2 • Asimilación de Azúcares. La asimilación 

y la fermentación de azúcares constituyen dos pr~ 

cesas enteramente diferentes, con la capacidad -

por parte de la misma levadura, de asimilar azúca. 

res no fermentescibles. Algunas de ellas,incluso, 

no llegan a fermentar ning~n azúcar, y sí en cam

bio a asimilarlos (levaduras proteínicas), efec-

tuando una oxidación respiratoria. 
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Este tipo de prueba es muy Útil también pa

ra la diferenciación de especies, particularmen

te en ·aquellos casos en que la fermentación no -

se presenta, 

El método usado para determinar la asimila

ción de azúcares, es el llamado auxanográfico -

(Beijerinck, 1889), usando como medio base, ---

aquél que se prepara con 0.1% de fosfato monopo

tásico, 0.05% de sulfato magnésico, 0.05% de sul 

fato amónico, y 2.0% de agar, con ausencia de -

fuentes inorgánicas de carbono. Estas se añaden 

posteriormente bajo la forma de: glucosa, galac

tosa, sacarosa, maltosa y lactosa. 

El procedimiento es el siguiente: se hace -

una dilución de levaduras en agua estéril, po--

niendo un ml de ella en una caja de Petri esté-

ril; se vierte después el medio, cuidando que -

tenga una temperatura entre 45 y 50°C, nunca 

más, pata no perjudicar la viabilidad de las le

vaduras, e imprimiendo un ligero movimiento de -

rotación a la caja, para distribuir homogéneamen 

te el contenido. Una vez solidificado el medio, 

se divide la caja en dos zonas, por medio de una 

línea media, y en cada una de ellas se pone un -

azúcar distinto (en forma sólida) por medio del-

asa microbiológica. Al difundirse en el medio,-

la levadura crecerá si C•f3 que asi11lila ese 
, 

azu---
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car; ia observa¿i6n debe hacerse cuidadosamente a 

partir de las 24 horas para evitar la mezcla de -

resultados. 

Puede hacerse esto mismo en tubos diferentes 

para cada az6car, pero conteniendo medio líquido. 

Las pruebas de asimilaci6n trabajadas para cada -

una de las siete levad·iras, se efectuaron por du

plicado, incubando a 25nc y en aquellos casos en

que el resultado era poco claro, se ha empleado ~ 

una sola c~ja para el gl6cido por probar (24, 25 1 

3 5) o 

3 o Asimilaci6n de Nitratos. La capacidad -

de una determinada especie de levadura para util! 

zar una fuente dada de ·nitr6geno, se ha empleado-

para ayudar a su clasificaci6n. En general, po---

cas son las especies de levaduras capaces de asi

milar el nitr6geno de los nitratos, y esta prueba 

de asimilación de nitratos tiene además un valor-

dudoso para determinados investigadores (46) que

han visto que muchas especies son capaces de uti

lizar toda clase de compuestos nitrogenados, si ~ 

se emplea un medio espec~al conteniendo vitaminas 

y ciertos elementos, dependiendo, en general, el

metabolismo del nitrógeno de la concentración del 

medio, cantidad de in6culo, temperatura y edad de 

la cepa. 
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La técnica es la misma que se empleó para 

los azúcares, pero con la diferencia de que el ' 

medio de cultivo en este caso no tiene nitrógeno, 

y sí en cambio glucosa: glucosa 2%, fosfato mon~ 

potásico 0.1%, sulfato de magnesio 0.05%, agar -

2.0%. Las substancias nitrogenadas usadas han -

sido nitrato de potasio y sulfato de amonio, la

lectura de los resultados se ha hecho a partir -

de las 24 horas, hasta los ocho días, a 25°C y -

siempre por duplicado ante una caja testigo. 

La asimilaci6n más intensa de nitrógeno se

produce en el momento en que el crecimiento de -

levadura es aún muy escaso, o sea, en las diez -

primeras horas de hecha la siembra. ( 20) • 

4, Etanol como Fuente Unica de Carbono. 

Este tipo de prueba tiene un valor secundario en 

la clasificación. Lodder & Kreger-Van Rij, ----

1952, incluyen muchas veces dentro de una misma

especie a levaduras que difieren en este. carác-

ter, por lo que no le dan una mayor importancia. 

El medio que se emplea es el siguiente: sulfato

de amonio 0.1%, sulfato de magnesio 0.05%, fosf~ 

to monopotásico 0.1%, alcohol etílico 3 ml; se -

reparten cinco ml de medio en cada tubo, pero el 

alcohol no se agrega sino después de esterilizar 

para evitar que durante la misma se volatilice. 
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Los resultados, a temperatura ambiente, se -

toman una semana después contra tubos testigo, -

conteniendo el mismo medio pero sin alcohol; se -

anota tanto el grado de crecimiento, como la for

mación de película. 
~ 

5. Desdoblamiento.de Arbutina y Esculina. -

Este car,cter se usa m's bien para identificar d~ 

terminados grupos, como Hansenula (positivo) de -

Pichis (negativo). En muchas especies es, sin em 

bargo, una propiedad variable. (23). 

El medio que se emplea es el que sigue: 5 g

de arbutina o esculina, 20 g de agar, en un litro 

de extracto de levadura al 8%. Ya preparado, se

vierte en una caja de Petri 1 y se mezcla con una

gota de cloruro f~rrico, por lo que en caso de ha 

ber un resultado positivo, se observa una zona de 

color moreno alrededor de la colonia, y.que puede 

observarse a los dos, cuatro o seis días de efec

tuada la siembra, incubando a 25°C. 

6. Producci6n de almidón. Esta prueba no -

tiene un valor absoluto en la evaluaci6n taxonómi 

ca, sino que se tisa mis bien.como una caracterís

tica diferencial del Gro. Cryptococcus; se ha en

contrado también en el Gr. Bullera,y en algunos -

otros grupos aislados. Se puede poner de mani---
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fiesto si han formado almidón, por la adición de 

una solución de Lugol, que en presencia del almi 

dón toma un color azul o morado, a veces algo m~ 

rrón. El medio usado es el siguiente: sulfato -

de amonio 0.1%, sulfato de magnesio 0.053, fosfa 

to monopotásico 0.1%, glucosa 1.0%, agar 2.5%, -

ajustando el pH a 4.5. La observación de'resul

tados se hace entre una y dos semanas, incubando 

a 25°C. (25). 

7. Produccibn de Ester (acetato etílico). -

Tampoco este carácter tiene mayor significado ta 

xonómico. Ha sido estudiado por Weber, 1922, 

Fabian y Wickerham, 1937, y Bedford, 1942 (25),

encontrando presente este car,cter en Pichia fer 

mentans, Gandida krusei y Hansenula anomala en-

tre otras. En este trabajo se ha encontrado que 

seis de las levaduras con las que se ha trabaja

do, han d~do un resultado positivo. 

El medio que se usa consiste en extracto de

lcvadura glucosado al 5%, que se vierte en peque-· 

fios matraces de 50 ce, ~onteniendo cada uno 20 

ml. El resultado se ariota a los siete días al -

destapar el matraz, juzgando el aroma a éster -

por medio del olfato. 

s; Reacción en Leche Tornasolada. Este ca-

rácter no es lo suficiont~tente característico -
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como para permitirnos el emplearlo por sí solo en 

la diferenciación de especies. Para esta prueba

se ha empleado el medio ya comercialmente prepar~ 

do: Litmus Milk Di~co 1 agregando en algunos tubos 

lactato de calcio, para proveer al medio de suf i-

cientes iones de calcio necesarios para la preci-

pitación de la 
, 

formada. ( 2 5) . Los paracaseina -
tubos se tuvieron en observación durante un mes 1 -

sin arrojar resultados precisos tanto en el aspe~ 

to de coagulación como en el de peptonización. 

9 . Producción de Acido. La facultad de prQ 

ducir ácido a partir de un medio que contenga gl~ 

cosa 1 es característica del género Brettanomyces. 

El método ideado por Custer, 1940, consiste en -

preparar un medio que contenga 203 de agar 1 0.53-

de glucosa, 0,05% de carbonato de calcio en una -

solución de extracto de levadura al 8%. Se repaE_. 

ten 6 ml en cada tubo, los que una vez estériles-

se inclinan. Ya sembrados, se incuban a 25°C du-

rante 10 días, y si el resultado es positivo, pa

ra este tiempo el carbonato de calcio se ha di-

suelto ya, estando la cantidad de ácido produci

da, en relación directa a la rapidez y grado de

disolución del carbonato de calcio. 

Asi pues, se ve que no es un carácter aisla 

do el que podrá llevar a la clasif icaci6n de una 

levadura, sino la suma combinada de todos los da 

tos mencionados. 
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RESULTADOS 
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CANDIDA MELINII DIDDENS ET LODDER 

La muestra original de salmuera se tom6 de -

una barrica que contenia aceitunas verdes varie-

dad Misi6n 1 tamaffo 210 a 230 aceitunas por kg, y

la purificaci6n del cultivo se hizo ~or medio de

siembras sucesivas en malta agar, adicionando ici 

do lictico para detener el crecimiento de las bac 

terias. Lograda la purificaci6n se bas6 a la ob

tenci6n de una capa cien por ciento pura, por me-

dio del método de "gotas" de Lindner. (31.). 

Caracteres Macrosc6picos de los Cultivos en

Medio Líquido. Después de 24 horas de hecha la -

siembra, empieza a observarse ya un sedimento de

color lechoso, iniciindose la formaci6n de pelícu 

la y anillo: a los 18 días, el sedimento ha toma

do un color moreno, y el anillo se ha convertido

en un grueso velo membranoso, y el desarrollo es

muy abfindante con enturbiamiento del medio. 

Caracteres Macroscópicos de ~os Cultivos en-
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Medio Sólido. Después de tres días, en malta -

agar, a 25°C, se observan ya colonias bastante -

bien definidas, de color amarillento, forma irre 

gular, con superficie mucosa si bien en algunos

puntos se observa ya rugosa, los bordes aparecen 

rodeados por finísimas estriaciones de pseudomi

celio, y se aprecian mucho más brillantes que el 

resto de la colonia. A los 30 días el color to

ma un tinte bastante m6s obscuro, que se acent6a 

en el centro debido al mayor grosor de la colo-

nia en ese puntoi y la superficie se ha tornado

comp letamen te membranosa. 

De todos los cultivos hechos, mediante los

sistemas de estria, placa y picadura 1 el que ha-. 

arrojado resultados más precisos y un desarrollo 

mis abundante, ha sido el de estría. 

Colonias Gigantes. En un medio de malta -

agar, a temperatura ambiente, pueden observarse

al cabo de treinta días, colonias de gran desa-

rrollo, de forma circular y superficie rugosa, -

mis elevadas en el centro que en la periferia, -

y con bordes sumamente irreg~lares y festoneados 

por pseudomicelio. 

Caracteres Morfológicos de las Células. En 

extracto de malta, se observan a los tres dias,

a 25ºC, c~lulas bastantP regulareb cuyo tamafio -
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va de 2 a 4 x 3 a 7 micras (figura 1), de forma -

oval, algunas m~s bien redondas, con brotes pola

res y subpolares 1 al principio aisladas, y forma~ 

do cadenitas .cortas un poco despu~s; la membrana

se aprecia m~s obscura que el protoplasma, y algo 

muy caracteriGtico,· es la presencia constante de

una o dos gotas de grasa sumamente refringentes,

situadas en uno o en ~mbos extremos de la c~lula;· 

en el centro se encuentra una vacuola pequeffa al

pri.ncipio, y que·va c~eciendo a medida que envej~ 

ce la l.evadura. A l.os 18 dias, el pseudomicelio-

es notable, pudiendo incluso en algunos casos, -

llam~rsele micelio (aunque primitivo). con c~lu-

las predominantemente ovaladas 1 cargadas de gra-

sa, y la vacuola central ocupando gran parte del

protoplasma. 

Cultivo en L¡mina. Se observa un pseudomice 

lio muy bien desarrollado, alargado, con blastos~ 

poras mis bien pequeffis, colocadas en verticilos, 

a vecei en cadenitas. 

Esporulaci6n. No for~a, aparentemente, espo 

ras, a pesar de que se probaron va~ios m~todos --

tratando de conseguirlo. ( 2 5 ) • 
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CARACTERES BIOQUIMICOS 

1. Fermentaci6n 

Glucosa + Maltosa -
Galactosa Lactosa 

Sacarosa -

2 . Asimilación de Azúcar 

Glucosa + Maltosa + 

Galactosa Lactosa 

Sacarosa + 

3. Asimilaci6n de Nitratos 

Nitrato de Potasio + (muy débil) 

Sulfato de Amonio + 

4. Etanol como Unica Fuente. de Carbono 

Se observa al cabo de seis días un 

abundante crecimiento, con formaci6n de anillo,

velo membranoso y sedimento. 

5. Desdoblamiento de Arbutina y Esculina 

Ar bu tina 

Esculina + (muy débil) 
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6, Producci6n de Almid6n 

Negativa. 

7. Producci6n de Esteres 

Al cabo de siete di&s, a temperatura -

ambiente 1 se percibe claramente un olor a ~ster -

(frutas). 

. -

8. Leche Tornasolada 

Sin e am bio. 

9, Producci6n de Acido 

Positiva (aGa cuando no muy intensa). 

CLASIFICACION 

Clase 

Orden 

Familia 

Subfamilia 

Género 

Especie. 

Deuteromycetes o 

Fungi Imperfecti 
;;J 

Cryptococcales 

Cryptococcaceae 

Cryptococcoideae 

Candi da 

melinii 

La diagnosis del género es la siguiente (Lod 

der & Kreger-Van Rij, 1952}: células de tamaño va 

riable, rep~oducci6n por brotes multilaterales, -
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pueden encontrarse clamidosporas, y un pseudomi

celio bastante bien desarrollado, pudiendo haber 

además verdadero micelio. Las blastosporas tie

nen generalmente, una posici6n con respecto al 

pseudomicelio muy específica, especialmente en 

algunas especies. En medio líquido hay forma--

ci6n de sedimento, anillo y velo, y la desasimi

laci6n que presentan es de tipo oxidativo, y en

muchas especies es además, de tipo fermentativo, 

r más o menos in tenso. 

Tiene muchas similitudes este género con el 

género Torulopsis, con la 6nica diferencia, no 

válida para muchos investigadores (25), de que 

este 6ltimo no forma pseudomicelio o micelio ver 

da de ro. 

Los caracteres dif er.enciales de la especie

C. melinii, son de tipo fermentativo: fermenta 

s6lo glucosa, pero asimila glucosa, sacarosa y -

maltosa. 

Las nueve cepas aisladas de esta especie 

(25), están conectadas de alguna forma a la made 

ra y la que aquí se estudia, aunque aislada en -

la salmuera, tiene probablemente relación con la 

madera de roble de que están hechas las barricas 

que contienen las aceitunas durante el proceso -

de fermentación, así como otros r ··c:i.p ien tes y --
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utensilios de madeva usados durante el proceso de 

elaboración, 

CANDIDA SOLANI LODDER & KREGER-VAN RIJ 

La muestra origjnal de salmuera se tom6 de -

u.na barrica con teniec1do aceitunas verdes variedad 

Misión, tama5o 210 a 230 aceitunas por kg 1 purifi 

cándola por medio de f<i.embras sucesivas en malta

agar y obteniendo l.a cepa pura por medio del m~to 

do de Lindn.er, 

Caracte:res Macroscüpicos de los C1..1.ltivos -~

Medio Líquido, Vei.n.ti.cuatr.o h·oras después, a 25°C 

se observa ya un lige~o crecimiento con formaci6n 

de una delgada película lisa que a los tres días

toma un aspecto algo membranoso; se forma también 

un sedimento que con el tiempo, al igual que la -

película, toma un color amarillento primero y mo

reno después, A los 18 días la película se obser 

va sumamente plegada, seca, opaca y de color ama

rillo moreno. 

Caracteres Macroscópicos de los.Cultivos en

Medio Sólido. En malta agar, a 25°C, se observa

ª los 18 días, una serie de colonias blanco-ama-

rillentas de forma algo i~regular, con la superfi 

cie mucosa en el centro, pero rugosa y orlada con 
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psetidomicel~o hacia la periferia, espécialmente

ert los bordes; en el centro se observan opacas y 

con la superficie ligeramente levantada,haciéndQ 

se más contorneada a medida que pasa el tiempo;

la periferia, en cambio, se observa sumamente -

translúcida y muy delgada. 

Para otros medios usados, casi no se obser

vó diferencia, excepto un mayor crecimiento en -

unos que en otros. 

Colonias Gigantes. En malta agar, a tempe

ratura ambiente, se obtienen, al cabo de 30 días, 

colonias sumamente desarrolladas de forma circu-

lar, con superficie algo papilada, opacas y le-

vantadas en el centro, con bordes ciliados, de -

color amarillento y algo translúcidos. 

Caracteres Morfológicos de las Células. En 

extracto de malta, a 25°C, se observan a las 72-

horas, células de forma ovalada, algunas más 

bien cilíndricas, con un tamaño variable entre -

2 a 4 x 3 a 13 micras (figura 2), con brotes más 

bien polares que subpolares; la membrana se apr~ 

cia muy gruesa y obscura en contraste con el prQ 

toplasma muy brillante con una o dos vacuolas an 

gulares; empiezan a formarse pequeñas cadenas de 

pseudomicelio, que a los 18 dlas e~ Ya muy apa-

rente; para este tiempo las células son princi--
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palmente cilíndricas, con una o dos vacuolas ocu

pando gran parte del protoplasma y algunos grinu

los muy refringentes. 

Cultivo en L~mina. 

observa un pseudomicelio con sus filamentos no 

tan largos como los de C. melinii y con blastosp~ 

ras dispuestas en cadenas y verticilos cortos. -

El cultivo se hizo en papa agar. 

Esporulaci6n. No forma esporas. 

CARACTERES BIOQUIMICOS 

1. Fermen taci6n 

Glucosa + 

Galactosa -

Sacarosa + 

2. Asimilación de Azúcar 

Glucosa + 

Galactosa + 

Sacarosa + 

3. Asimilación de Nitratos 

Nitrato de pot.~sio 

Maltosa -

Lactosa -

Maltosa+ 

(débil) 

Lactosa-
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Sulfato de Amonio 

4. Etanol como Unica Fuente de Carbono 

A los seis días, a temperatura ambien 

te, se presenta un abundante crecimiento, con -

Eormaci6n de película mucosa primero, membranosa 

después. 

5. Desdoblamiento de Arbutina y Esculina 

Arbutina + 

Esculina + 

6. Producci6n de Almid6n 

Negativa, a6n cuando en algunos pun-

tos, al afiadir Lugol, el medio tom6 una colora-

ci6n marr6n. 

7. Producci6n de Esteres 

Al cabo de siete días, a temperatura

ambiente, se percibe claramente un, olor caracte

rístico a éster (frutas). 

8. Leche Tornasolada 

Sin cambio. 

9. Producci6n de Acido 

Positiva (mtl~ débil) 
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·CLASIFICACION 

Clase 

Orden 

Familia 

Subfamilia 

Género 

Especie 

Deuteromyce·i.;;:;s o 

Fungí Imperfecti 

Cryptococcales 

Cryptococcaceae 

Cryptococcoideae 

Candida 

solani 

Como este tipo fermenta sacarosa, adem's de

glucosa? pero no rafinosa 1 y presenta también una 

pronta formaci6n de pelicula membranosa, y no asi 

mila nitratos, se clasific6 como Candida.solani -

( 2 5) • 

Como solo se tenía referencia de una ·cepa -

estudiada sin mayores detalles (25), la considera 

ron como una nueva especie, dando el nombre de C. 

solani, debido a que la aislaron en harina de pa

pa (Solanum tuberosum L.). 

CANDIDA PARAPSILOSIS (ASHF.) L~NGERON ET TALICE 

Monilia parapsilosis Ashf. 

Mycocandida parapsilosis (Ashf.) C. W. Dodge. 

Blastodendrion intestinale Mattlet var. epidermi-

cum Cif. et Alfonseca. 
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Blastodendrion globosum Zach (Wolfram und Zach). 

Schizoblastosporion globosum (Zach) C. W. Dodge. 

Blastodendrion gracile Zach (Wolfram und Zach). 

Schizoblastosporion gracile (Zach) C. W. Dodge. 

La muestra original se tom6 de una lata de~ 

cubierta conteniendo aceitunas verdes variedad -

Misi6n, tamaño 320 a 350 aceitunas por kg, de la 

nata formada en la superficie, y no del interior. 

Se purif ic6 el medio con ayuda de siembras suce

sivas en malta agar, adicionado de ácido láctico, 

y obteniendo la cepa pura por el método Lindner. 

Caracteres Macroscópicos de los Cultivos en 

Medio Liquido. En extracto de malta, a 25°C, a

las 24 horas, empieza ya a observarse un ligero

sedimento y un anillo; a los 3 días se ha consti 

tuido ya una película aún incompleta, a manera -

de islotes y que ya a los 18 días se ha converti 

do en una verdadera película de tipo más bien mu 

coso, de color moreno, y un grueso sedimento obs 

curo • 

Caracteres Macroscópicos de los Cultivos en 

Medio Sólido. En malta agar, a 25°C, se observa 

al cabo de 3 días, colonias de un color blanco--

grisáceo, de aspecto mucoso, filiformes en la ba 

se del tubo, arrosariadas al final de la estría; 

a los 18 dias, el tono se hace m~s amarillento,-
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la superficie se ve algo contorneada, brillante,

translúcida1 y extendida con sus bordes rodeados

por pseudomicelio 1 aprecifindose en todo el cantor 

no unas estriaciones largas y delgadas; estructu-
1 

ra amorfa y consistencia primero cremosa y, des--

pués, algo membranosa. 

Colonias Gigante~. En malta agar, a los 30-

días y a temperatura ambiente, se obtuvieron colo 

nias de forma circular, muy desarrolladas, de es

truct~ra filamentosa y superficie algo convexa y

rugosa, de color gris-amarillento y bordes rodea

dos primero por pseudomicelio que va desaparecie~ 

do para dar paso a una orilla dentada. 

Caracteres Morfol6gicos de las Células. En

extracto de malta 1 a 25°C, se observan, al cabo -

de 3 días, células no m~y grandes, cuyo tamaffo va 

de 1 a 3 x 2 a 7 micras (figura 3), de forma ova

lada, alg~nas alargadas y otras mfis bien arredon

dadas, con brotes polares y subpolares, membrana

gruesa y obscura y el protoplasma que se observa

muy brillante, con dos pequeffas vacuolas; empieza 

ya a constituirse un pse~domicelio que a los 18 -

días está ya perfectamente constituido. 

Cultivo en Lámina. A los ? días, en papa --

agar, a 25°C, se observa un pseudomicelio perfec

tamente desarrollado, con blastosporas dispuestas 

45 



en cadenas bastante largas, y colocadas en vertí 

cilos, a veces no muy claros. Se observan algu

nas células gigantes. 

Esporulación. No se obtuvo. 

CARACTERES BIOQUIMICOS 

1. Fermentación 

Glucosa + 

Galactosa + (débil) 

Sacarosa 

~. Asimilación de Azácares 

Glucosa + 

Galactosa + 

Sacarosa + 

3. Asimilación de Nitratos 

Nitrato de Potasio -

Sulfato de Amonio 

Maltosa -

Lactosa -

Raf inosa -

Maltosa + 

Lactosa 

4. Etanol como Unica Fuente de Carbono 

Al cabo de seis dÍa·s, a tempera tura -

ambiente se observa un crBcimiento muy débil, 

sin enturbiamiento del medio ni sedimento. 
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5. D~sdoblamiento de Arbutina y Esculina 

Arbutina + 

Esculina 

6. Producción de Almidón 

Negativa. 

?. Producción de Esteres 

Al destapar el matraz, después de sie

te días de inoculadas 1 a temperatura ambiente, se 

percibió un característico olor a éster (plátano). 

8. Reacción en Leche Tornasolada 

Negativa, con la particularidad de que 

a los 15 días se observa un ligero tono azuloso. 

9. Producción de Acido 

Negativa. 

CLASIFICACION 

Clase 

Orden 

Familia 

. Subfamilia 

Género 

Deuterol)lycetes o 

Fungi Imperf ecti 

Cryptococcales 

Cryptococcaceae 

Cryp tococcideae 

Candida 

'! 

47 



Especie parapsilósis 

Como este tipo fermenta glucosa y galacto-

sa, asimila glucosa, galactosa, sacarosa y malto

sa; y, además forma un pseudomicelio de tipo 

"Mycocandida" (delgado y muy ramificado, con ver

ticilos cortos, con unas cuantas blastosporas for 

mando pequeñas cadenas), se considera como C. pa

rapsilosis. 

Tres variedades fueron estudiadas por Van -

Rij y Verana, 1949 (25), que fueron obtenidas en

frutos de Olea europaea, se coloca dentro de C. -

parapsilosis var. intermedia, por la propiedad -

que tiene de asimilar arbutina. 

BRETTANOMYCES ANOMALUS CUSTERS 

La muestra original se tomó de una lata de~ 

cubierta conteniendo aceitunas verdes variedad Mi 

sión, tamaño 320 a 350 aceitunas por kg en descom 

posición, introduciendo la pipeta hacia el fondo

de la misma, se purif ic6 por medio de resiembras

con tinuas, obteniendo la cepa pura a partir del -

método de Lindner. 

C~racteres Macrosc6picos de los Cultivos en 

Medio Líquido. En extracto de malta, a 25°C, em

pieza a notarse, a las 24 horas, un ligero creci-
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miento 1 pero 1 es hasta los 8 días, cuando se forma 

una película mucosa y delgada al principio, y un -

sedimento moreno. A los 18 días, la película se --

vuelve mls gruesa y algo rugosa, de color blanco-

amarillento y con un desarrollo muy abundante; el

sedimento aumenta al desintegrarse la película y -

caer al fondo en forma de f16culos; el medio se ob 

serva bastante turbio, 

Caracteres Mac~osc6picos de los Cultivos en-

Medio Sólido. En malta agar, a 25°C, empiezan a -

constituirse al cabo de tres días, colonias exten

didasi de un color blanquecino 1 con bordes irregu

lares, que a los .18 dí~s se ven con proyecciones -

irregulares a manera de cilios; la superficie, al

principio lisa, empieza a arrugarse con algunas e~ 

trías muy finas qu~ van del centro a la periferia. 

En el centro, la colonia tiene una elevaci6n conve 

xa, apareciendo en este punto opaca y de color --

blanco en contraste con los bordes amarillentos y

muy brillantes. El cultivo por placa, en este ca

so, presentó un desarrollo sumamente abundante, -~ 

siendo los caracteres anotados bisicamente los mis 

mas. 

Colonias Gigantes. En malta agar, a los ---

treinta días y a temperatura ambiente, se observan 

colonias muy desarrolladas, de forma 9ircular, co~ 

vexas, de superficie granulosa y surcada por es---
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trias radiales, de un color más amarillento ha-

cia la periferia, bordes formados por proyeccio

nes coherentes y más brillantes que el resto de

la colonia. 

Caracteres Morfol6gicos de las Células. En 

extracto de malta, a 25°C, se observan a los 

tres días células de forma ovalada, muchas de -

ellas muy alargadas, constituyendo un principio

de pseudomicelio, y cuyo tamaffo varía entre 2.5-

a 4.5 x 2.5 a 11 micras (figura 4), con brotes -

multilater~les, la membrana gruesa y obscura, y

el protoplasma conteniendo abundantes inclusio-

nes muy refringentes. A los 18 días se ha cons

tituido cadenas de c~lulas sumam~nte largas, en

donde muchos de los tabiques han desaparecido, 

dando la ~mpresi6n de un verdadero micelio. 

Cultivo en Lámina. Al cabo de siete días -

de hecha la siembra en papa agar, se observa un

micelio bastante desarrollado, constituido por -

una serie de células muy largas y ramificadas. 

Esporulaci6n. No se obtuvo. 

CARACTERES BIOQUIMICOS 

1. Fermentaci6n · 

Glucosa + Malt~sa 
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Galactosa + 

Sacarosa 

2 . Asimilaci6n de Azúcar 

Glucosa + 

Galactosa + 

Sacarosa + 

3. Asimilaci6n de Nitratos 

Nitrato de Po~asio + 

• 
Maltosa 

La·c tosa + 

Mal tosa -

Lactosa 

Sulfato de ~nonio + (débil) 

4. Etanol como Unica Fuente de Carbono 

Al cabo de seis dlas, a temperatura am 

biente 1 se observa un crecimiento muy a'bundante~ ·· 

con formación de sedimento, y una fina pellcula. 

5. Desdoblamiento de Arbutina y Esculina 

Arbutina + 

Esculina 

(débil) 

6. Producción de Almid6n 

Negativa. 

7. Producción de Ester 
·_ ... :. -

A1· cabo de' siete días de sembradf! la -
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levadura, a tem~eratura ambiente, se destapa el

matraz percibiéndose un característico olor a és 

ter (frutas). 

8. Leche Tornasol~da 

Negativa. 

9. Producción de Acido 

Muy abund.an te. 

CLASIFICACION 

Clase 

Orden 

'Familia 

Subfamilia 

Género 

Especie 

Deuteromycetes o 

Fungi Imperfecti 

Cryptococcales 

Cryp toco ce a ce ae 

Cryptoc~ecoideae 

~rettanomyces 

anomalus 

Se llega a este género por presentar célu-

las con brotes, sin artrosporas,pseudomicelio 

re-gularmente desarrollado. 

.(~5) 

La diagnosis del género es la siguiente --

células ovales o redondas, algunas en for-

ma de ojiva, otras más alargadas; reproducción -

por brotes multilaterales que J.1avan a la forma-
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6i6n de cadenas irregulares de células. Puede --

formarse un pseudomicelio más bien· primitivo 9 con 

blastosporas; en medio liquido forma sedimento y

a veces película. Bajo condiciones aerobias, hay 

una fuerte producci6n de ácido, que acaba por pr~ 

vacar la muerte de las células; ello se contra--

rresta mediante la adici6n al medio, de carbonato 

de calcio. Además de una desas~milaci6n fermenta 

tiva, hay siempre una rle tipo oxidativo. 

La especie tipo es Brettanomyces bruxellen-

sis 'r el género incluye en total cuatro especies. __ , J 

Debido a que este tipo fermenta glucosa, ga

lactosa y lactosa, se sit6a dentro de la especie-

B. anomalus. La primera cepa fué aiélada por Cu~ 

ters, 1940, a partir de cerveza negra embotella-

da. Debido a que fermenta lactosa, pero no malt2 

sa, característica más bien rara en una levadura

d~ cerveza, la llam6 B. anomalus. 

BRETTANOMYCES LAMBICUS KUFFERATH ET VANLAER 

La muestr~ original de salmuera se tom6 de 

una lata descubierta conteniendo aceitunas verdes 

v~~iedad Misi6n, tamaffo 320 a 350 aceitunas por -

kg, en descomposici6n, introduciendo la pipeta -

hasta el fondo de la ~isma. Se purific6 por me-

dio de siembras sucesivas en malta agar, adicio--
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nado de !cido lictico, logran~o la cepa pura a -

partir del m'todo de Lindner. 

Caracteres Macrosc6picos de los Cultivos en 

Medio Líqu·ido. En extracto de malta, ·a 25°C 1 em

piezan a esbozarse a los tres días de hecha la -

siembra, una delgada película mucosa y brillante, 

que a los 18 días se convierte en una película ru 

gosa, opaca, que posteriormente forma pequeños 

grumos, que acaban por caer al fondo del tuboi en 

forma de un sedimento bastante bien desarrollado, 

de color moreno obscuro, El enturbiami~nto del -

medio persiste a lo largo de la observaci6n. 

Caracteres Macroscópicos de los Cultivos en 

Medio S6lidos. En malta agar, a 25°C 1 se observa 

ya a los tres días, un abundante crecimiento con

colonias extendidas, de superficie lisa, plana, -
1 

con bordes ondulados, estructura amorfa 1 de un co 

lor amarillento, de consistencia.mucosa y translú 

cida. A los 18 días, la superficie ~e observa ya 

rugosa, surcada ~or finas estríis, de color amari 

llento, brillante en el centro de l~ colonia, y -

los bordes m's extendidos, op8cos, y bordeados -

por pseudomicelio. 

Colonias G{gantes. En malta agar, a los --

treinta días, a temperatura ambiente, se observan 
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colonias de forma circular 7 superficie filamentosa 1 

pulvinada 7 con bordes ondulados. Son opacas, de -

color moreno-amarillento, y muy desarrolladas. 

Ca~acteres Morlul6gicos de las C~lulas. En -

extracto de malta, a 25°C, se observa al cabo de -

tres días, c~lulas de forma ovaladB; alargadas, 

con un tamafio que varía entre 2.0 a 3.5 x 3.0 a 13 

micras (figura 5) 1 aisladas, y con brotes multila

terales, y el protoplasma se observa muy granuloso. 

A los 18 días empiezan a constituirse algunas cad~ 

nas de poca longitud, las vacuolas ocupan la mayor 

parte del protoplasma 9 y hay varios corp~sculos en 

el interiori sumamente refringentes, 

Cultivo en t¡mina. En papa agar, a los siete 

días~ a 25°C, se observa un pseudomicelio rudimen

tario1 representado por pequefias agrupaciones de 

c~lulas alargadas, con algunas blastosporas poco -

~esarrolladas en los extremos. 

Esporulaci6n. No se obtuvo, 

CAP~::;TERES BIOQUIMICOS. 

1. Fermentación 

Glucosa + 

Galactosa -

Maltosa + (dAbil) 

Lactosa -
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Sacarosa + 

2 • Asimilaci6n de Azúcar 

Glucosa + Maltosa + (débil) 

Galactosa + Lactosa .. -

Sacarosa + 

3. Asimilaci6n de Nitratos 

Nitrato de Potasio + 

Sulfato de Amonio + (débil) 

4. Etanol como Unica Fuente de Car.bono 

Al cabo de seis días, a temperatura -

ambiente, se observa un crecimiento regular, con 

formaci6n de un reducido sedimento, y una pelle~ 

la muy delgada, que a los pocos días cae en f or

ma de f16culos al fondo del tubo. 

5. Desdoblam~ento de Arbutina y Esculina 

Arbutina 

.Esculina 

6. Producci6n de Almidón 

Negativa. 

?. Producci6n de Ester 

Al cabo rte siete dias ctA hecha la ---
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siembra, se percibe al destapar el matraz, un -

característico olor a éster (frutas). 

8. Leche Tornasolada 

Sin cambio. 

9. Pro duc ci6n 1e ..!\cido 

Positiva, con gran producci6n de ici

do 9 notable a partir de las 20 horas de hecha -

la siembra; 

Clase 

Orden 

Familia 

Subfamilia 

Género 

Especie 

CLASIFICACION 

Deuteromycetes o 

Fungi Imperf ecti 

C r yp to c o e e a 1 e s 

Cryptococcaceae 

Cryp tococcoideae 

B r~~t t ~_9!!!,XC es 

lambicus 

Se incluye dentro de la especie B. lambicus, 

debido a que fermenta glucosa, sacarosa, malto

sa, y en medio líquido forma una película grue

sa, membranosa, y de aspecto seco. 

La aisl6 por primera vez Kufferath, a par-

tir de cerveza obscura; Custers ha aislado cua-
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tro más, también a partir del sedimento formado -

en cerveza (25). 

Esta especie se aproxima mucho a B. bruxe-

llensis, diferenciándose tan.solo por el aspecto

de las colonias en malta agar, pues mientras és-

tas tienen un aspecto mucoso y brillante 1 las de

aquella se ven de aspecto seco y opaco~ 

PICHIA MEMBRANAEFACIENS HANSEN 

§.~~.E~,!laromyg_es membr anaef aciens Han sen 

Saccharomyces anomalus Hansen var. belgicus Lind

ner 

Willia belgica Lindner 

Hansenula belgica (Lindner) H. et. P. Sydow 

E_~_~Qm.Y_~_~s ___ b~lgic~ ( Lindner) Zender 

Pichia belgica (Lindner) Dekker (Stelling-Dekker) 

$accharg_m..Y.~_I?_ mycoderma E._Unctisporus Mélard 

Pichia punctispora (Mélard) Dekker (Stelling-

Dekker) 

Pichia alcoholophila Klocker 

Pichia calliphorae Klocker 

Pichia membranaefaciens Hansen var. calliphorae -

(Klocker) Dekker (Stellin~ 

Dekker) 

Pichia mandshurica Saito 

Zygosacharomyces chevalieri Guilliermond 

Zygopichia chevalieri (Guilliermond) Kiocker 
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Zygosaccharomyces b_:i.:_~9rus. Anderson _ 

Zygopichia cheva~ieri ( Guilliermond) Klocker var. 

andersonii (Nickerson) 

Endomyces chodati Zender 

!'Jillia cho da ti_ (Zende:r.) Dekker· ( Stelling--Dekker) 

Endomyce~ trump~i Zender et Bevan Dekker (Stell-

ing-Dekker) 

Pichia neerlandica Lodder 

P_ichia alcoholophil_~ Klocker var. naganishii Lod 

der 

Pichia derossii Castelli 

~~gopichia chiantigiana Castelli 

Pichia membranaefaciens Hansen var. acidif~cans

ScJ'ivani 

Pichia chodati (Zender) Dekker var. fermentans -

Mrak 1 Phaf f et Vaughn 

La muestra original de salmhera se tom6 de

una barrica 1 expuesta a la in ternp erie 1 con tenien 

do aceitunas negras (maduras) variedad Misión, -

tamaño 450 a 500 aceitunas por kg. Se purificó

el cultivo por medio de siembras sucesivas en -

mal ta agar, lográndose la cepa pura por el méto

do de Lindner. 

Caracteres Macroscópicos de los.Cultivos en 

Medio Líquido. En extracto de malta, a 25°C, se 

observa al cabo de .tres días de hecha la siembr~, 

la aparición de un sedimento de poco grosor acom 
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pañado de un leve enturbiamiento del medio
1 

y una 

película gruesa, bien constituida, color blanco y 

apariencia seca y quebradiza; a los ocho días se

complementa con la formaci6n de un anillo, trans

lúcido y blanco grisáceo. A los 18 días el 'ani-

llo se desintegra, pero la película subsiste, --

gruesa y bien formada y de un color moreno. El -

sedimento se nota formado por varias capas de de-

posición.. ,• 

Caracteres Macrosc6picos de los Cultivos en 

Medio ~6lido. En malta agar 1 a 25°C 1 se observan 

al cabo de tres d!as colonias filiformes, de su-

perf icie granular gruesa, levantada~ en el centro, 

con bordes algo franjeados, color blanco amari--

llento, opacas y de consistencia algo quebradiza. 

A los 18 días se acent6a el color amarillento, la 

superfici~ se ve recorrida por pequeffas y delga-

das estrías que van del centro a la periferia, -

sin llegar a los bordes; éstos se ven brillantes

en contraste con el resto de la colonia, y fran-

jeados por proyecciones delgadas y cortas. 

Colonias Gigantes. A los treinta días de -

hecha la siembra en malta agar, a temperatura am

biente, se obtien,en colonias circulares, de bor-

des enteros, filamentosas, umbonadas y de éolor -

amarillento. 
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Caracteres Morfol6gicos de las C~lulas. En 

extracto de malta 1 se observan a los cuatro dias, 

a temperatura de 25°C, c~lulas de forma ovalada, 

otras alargadas, aisladas o en grupos formando -

cadenas, los brotes son multilaterales; y el ta

mafio de la célula va de 2.5 a 5,0 x 4.5 a 14 mi

cras (figura 6). A los 18 días se observan en -

el centro de la c~lul.a, vacuolas grandes ocupan~ 

do gran parte del protoplasm~1 muy refringentes, 

y grinulos diversos; las ascas y ascosporas 9 son 

difíciles de observar. 

Cultivo en L~mina •. Se observan al cabo de

siete días 7 en papa agar 1 filamentos largos cons 

tituyendo un pseudomicelio, con células alarga-

daé y ramificadas, con blastosporas bastante 

grandes en los extremos de las mismas. 

Esporulaci6n. En Gorodkowa agar, a 25°C, -

se observa despu~s de siete d!as de hecha la --

siembra, varias ascas conteniendo de una a cua-

tro ascosporas, algo hemisféricas 1 que se han 

formado después de un proceso de conjugaci6n. 

Se hizo un f rotis que s~ tiff6 por el m~todo de -

Kufferath y el de Shimwell, pudiendo as! obser-

varse perfectamente las esporas, ya que en esta

do fresco, debido a su contenido tan claro, es -

difícil distinguirlas. La liberaci6n de las e~~ 
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poras se efectúa por rompimiento de la membrana

del asca que las contiene. 

En los otros cuatro medios empleados, se -

han obtenido resultados semejantes en cuanto a -

forma de las ascas y ascosporas, pero no en cuan 

to al número, ya que en ~stos fueron muy pocas -

las ascas que pudieron observarse. En el bloque 

de yeso, el resulta~o fue nega~ivo (figura 8)~ 

CARACTERES BIOQUIMICOS 

1. Fermentación 

Glucosa 

Galactosa -

Sacarosa 

2. Asimilaci6n de Az6car 

Glucosa + 

Galactosa -

Sacarosa 

Maltosa 

Lactosa -

Maltosa -

Lactosa -

3. Asimilaci6n de Nitratos 

Nitrato de Potasio 

Sulfato de Amonio 

4. E~anol como Unica Fuente de Carbono 

Al cabo de sie~e días se obs~~va un -
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ligero crecimiento, empezando a esbozarse ya -

una delgada p~lícula blanca, membranosa, y de -

aspecto seco. 

5. Desdoblamiento de Arbutina y Esculina 

Ar bu tina 

Esculina 

6. Producci6n de Almid6n 

Negativaº 

7. Producci6n de Ester· 

Negat.iva. 

8~ R~acci6n en Leche Tornasolada 

Negativa. 

Negativa. 

CLASIFICACION 

Clase 

Subclase 

Orden 

Familia 

· Subf' amilia 

Ascomycetes 

Protascale·s 

Endomycetales 

Endomycetaceae 

Saccharomycetoideae 
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T~ibu 

Género 

ispecie 

Saccharomyceteae 

Pichia 

membranaefaciens 

La diagnosis del género es la siguiente 

{25): células de diversos tamaños, de forma ova 

lada, alargadas, con reproducci6n vegetativa por 

brotes multilaterales, formación de pseudomice-

lio; una conjugación heterógama puede o no prec~ 

der inmediatamente a la formación de ascas, espo 

ras hemisféricas, en forma de sombrero, angula-

res o redondas 1 con una gota de grasa en el cen-

tro, y en número de 1 a 4 por asca. En medio lí 

quido se forma una película membranosa, de adpec 

to seco. Metabolismo preferentemente oxidativo, 

sin embargo, hay casos en que puede haber tam---

bién una fermentación. Sin asimilación de nitra 

tos, ni desdoblamiento de arbutina, o bien éste

muy débil {25). 

Como este tipo presenta asimilación única-

mente de glucosa, sin fermentación, se clasificó 

como P. membranaefaciens, que es precisamente la 

especie tipo. 

Se tienen noticias (25) de ~1 cepas estudi~ 

das, aisladas a partir de diversos productos, e~ 

~i todos ellos de órigen ~egetal, y únicamente -

una de origen animal. 
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DEBARYOMYCES KLOECKERI GUILLIERMOND ET PEJU 

Debaryomyces matr.u~_goti Grigoraki et Peju. 

Debaryomyces hudeloi da Fonseca 

Debaryomyces kloeckeri Guilliermond et Peju ver. 

hudeloi (da Fonseca) Dekker 

(Stelling Dekker) 

De baryomyces hilde gar_di Ot a 

:?Debaryomyces lae de ga_ay d~ Ota 

?Debaryomyces leopoldi Ota 

?Debaryomyces lundsgaardi Ota. 

Debaryomyces fabr_x.i Ota. 

Debaryomyces gruetzii Ota 

?Deb~~ypmyces tremoniensis Ota 

?Debaryomyces fabryi Ota var. tremoniensis (Ota)

C. W. Dodge 

?Debaryomyces emphysematosus Ota 

Debaryomyces matruchot~ Grigoraki et Peju var. -

cesarii Dekker (Stelling--

Dekker) 

Debaryomyces kloec~eri Guilliermond et Peju var. 

~ajor Lodder 

Debarxomyces sake Saito et Ota 

La muestra orig{nal de .salmuera se tom6 de

una barrica conteniendo aceitunas negras v~rie-

dad Misión, tamaño 450 a 500 aceitunas por kg. -

Se purific::6· por medio de siembras sucesivas en -

malta agar, y se obtuvo la cepa pura por medio -
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del método de Lindner. 

Caracteres Macrosc6picos de los Cultivos en 

Medio Liquido. En extracto de malta, a 25°C, em

piezan a notarse al cabo de tres días de hecho el 

cultivo, un ligero sedimento, sin indicio de ani

llo o película. Es hasta.los 35 días cuando em-

piezan a crecer unas cuantas colonias en la supe~ 

f icie del medio, dando la apariencia de islotes -

blanquecinos muy delgados, de aspecto mucoso y -

muy brillantes. El crecimiento, al cabo de cua-

renta d!as, se ha concentrado en las paredes del

tubo formando un esbozo de anillo, y el medio se

aprecia sumamente tuTbio. En ning6n momento lle

ga a formarse una verdadera película. 

Caracteres Macrosc6picos de los Cultivos en 

Medio Sólido. En malta agar, a 25°C, después de

tres días de hecha la siembra, pueden notarse co

lonias de forma extendida, de superficie amorfa,

levantada, con bordes lobulados, color amarillen

to, no transparentes, pero muy brillantes. A los 

18 días la superficie sigue notándose amorfa, pe

ro han aparecido algunas estrías que la cru~an 

transversalmente, del centro hacia los bordes; el 

color amarillento se ha acentuado, así como la 

brillantez. 

Colonias Gigantes. A los treinta días, en-
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~alta agar, a temperatura ambiente, se obtienen

colonias de gran tamaño, circulares, con bordes

enteros, lisas, surcadas especialmente en el ce~ 

tro por algunas estrías, umbonadas y opacas a la 

luz, pero muy brillantes. 

Caracteres Morf~lógicos de las Células. Al 

cabo de tres días de hecha la siembra, en extrae 

to de malta y a 25°C, se observan células más -

bien P'&~ueñas, en su gran mayoría aisladas, ---·

otras formando pequeñas agrupaciones, casi todas 

de forma oval, muy pocas alargadas, con tamaffo -

que va de 2.0 a 4.5 x 3.5 a 5.0 micras (figura -

7), a6n cuando se han medido algunas que sobrep~ 

san las siete_ micras; los brotes son multilatera 

les. A los 18 días se ~bservan células redondas 

muy.grandes, con varios·brotes laterales adheri

dos 1 ·y unos cuan tos grupos formando pequeñísimas 

cadenas muy ramificadas, de modo que no se nota-

muy claramente el eje principal. Se llegan a ob 

servar, aún cuando muy poco claras, alguna que -

otra asca con una o dos ascosporas. 

Cultivo en Lámina. Se observan grupos muy-

pequeños de células formando cadenas muy cortas

y bastante ramificadas. Representan por su poco 

número· y reducido tamaño, pseudomicelios de tipo 
.' f 

muy primitivo. 
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Esporulaci6n. Se notan varias ascosporas,

teñidas por los métodos de Kufferath y Schimwell, 

logradas en Gorodkowa agar, al cabo de siete días 

de hecho el cultivo; casi todas tienen una sola -

espora en su interior, no muy grande, y con un ~

gl6bulo de grasa no muy refringente en el centro. 

Se logran observar también algunas conjugaciones, 

p~ecediendo a la formación del a~ca; la pared de

las ascosporas se nota muy gruesa y obscura. En

los otros medios empleados, no se obtuvo éxito en 

la obtenci6n de asca~, a excepción hecha quizi 

del de Fowell, donde lograron observarse tan sólo 

tres ascas en toda la preparación (figura 9), 

CARACTERES BIOQUIMICOS 

1. Fermentación 

Glucosa 

Galactosa -

Sacarosa 

Maltosa 

Lactosa -

2. Asimilaci6n de Azúcares 

Glucosa + 

Galactosa + 

Sacarosa + 

Maltosa + 
Lactosa + 

3. Asimilación de Nitratos 

Nitrato de Potasio -
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Sulfato de Amonio 

4. Etanol como Unica Fuente de Carbono 

Un crecimiento muy débil, con forma-

ci6n a los cuarenta días de un delgado anillo. 

5. Desdoblamiento de Arbutina y Esculina 

Arbutina -

Esculina + (débil) 

6. Producci6n de Almid6n 

Al agregar soluci6n de Lugol al medio, 

hubo una coloraci6n rojiza 1 pero no se consider6 

como prueba de presencia de almid6n. 

7. Producci6n de Ester 

Al destapar el matraz conteniendo el

medio prueba, se nprecia al cabo de siete días 1 -

un leve olor a plátano por la formaci6n de aceta 

to'etílico. 

8. Reacci6n en Leche Tornasolada 

Sin cambio. 

9. Producci6n de ácido 

Negativa. 
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CLASIFICACION 

Clase 

Subclase 

Orden 

Familia 

Subfamilia 

Tribu 

Ascomycetes 

Protascales 

Endomycetales 

Endomycetaceae 

Saccharomycetoideae 

Saccharomyceteae 

La diagnosis del género es la siguiente --

(25): células de forma ovalada o redondas, rara -

vez alargadas, reproducción vegetativa por medio

de brotes multilaterales, excepcionalmente con -

pseudomicelio bien desarrollado, mis com6nmente -

sin él. Las células vegetativas son generalmente 

haploides, generalmente con conjugaci6n heter6ga

ma precediendo a la formación de las ascas; la cé 

lula puede conjugarse con su propio brote, pudien 

do encontrarse, además, una conjugación isógama,

o bien puede no haber conjugación precediendo a -

la formación de las ascas; las esporas son redon

das, en número de 1 a 2, excepcionalmente 4, por

asca, con una gota de grasa en el centro, y con -

paredes a veces algo rugosas. A menudo sin forma 

ción de película y sin fermentación, o si la hay, 

muy débil. 

Este tipo se incluy6 déntro de la especie -

D. kloeckeri, por no for~ar película sino hasta -

70 



después de mucho tiempo, no asimilar lactosa, no 

formar pseudomicelio y presentar sólo una o dos

esporas. De las 17 cepas est~diadas dentro de -

la especie, sólo cuatro han sido reportadas como 

de origen vegetal (25). 

F E R M E N T A C I O N 

GLU- GALAC LACTO SACARO 
LEVADURAS COSA TOSA SA- MALTOSA SA 

Gandida melinii + 

Gandida solani 

Candi da 

parapsilosis 

Brettanomyces 

lambicus 

Brettanomyces 

anomalus · 

Pichi a 

membranaef a-

ciens 

Debaryomyces 

kloec keri 

+ 

+ 

+ 

+ 

( détiil) 

.+ + 
(débil) 

+ + 

CUADRO N°, I 
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ASIMILACION DE ACIDO LACTICO 
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Las levaduras que se desarrollan en las ba

rricas conteniendo 1.as aceitunas e~ salmuera, -

utilizan, aparentemente, el ácido producido en -

la fermentaci6n por diversas bacterias, perjudi

cando con ello el sabor y las propiedades de con 

servación de aquellas. 

Teniendo en cuenta esto, y queriendo saber

si las levaduras por nosotros aisladas realmente 

modifican el pH y el grado de acidez, se ha he-

cho una prueba .en donde se ha cuantificado el 

ácido láctico asimilado, y se han seguido los 

cambios consecuentes en la acidez del medio. 

Para ello, se han preparado dos medios: ex

tracto de levadura al 8%, adicionado de ácido -

láctico al 1%, y la salmuera misma de las aceitu 

nas, filtrada y ester~lizada. Con el primero de 

ellos se han llenado seis matraces de 1000 ml, y 

con el segundo, tubos con campana de fermenta--

ción. 
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A partir de las 48 horas de haberse inocula 

do, se empezó a tomar diariamente el pH tanto en -

tubos como en matraces,y el grado de acidez cada -

tercer día en estos últimos. 

Para tomar el pH se ha empleado un papel 

"Merck." para pH con una escala de 2.5 a 4.5, de 

4.5 a 6.5 y de 6.5 a 8.5. Para saber el grado de

acidez se prepara una solución de hidróxido de so

dio al 4%, valorándola a continuaci6n. 

Para valorar la solución de NaOH, se parte

de una solución normal de ácido clorhídrico: 

Volumen de HC1 - 5 ml 

Normalidad - 1N 

Volumen de NaOH 49.1 ml 

N NaOH == 
ml HC1 x N HC1 

ml NaOH == 
5 X 1 

49 .1 
== 0.1018 

Ya que se determinó la normalidad del hidró 

xido de sodio, la cantidad de ácido láctico == L, -

se obtiene de la siguiente manera: 

Lg == gramos de ácido láctico en 100 ml de muestra-

de la solución. 

Lg = ml NaOH X N NaOH X eq. ac. láctico 0.090 X --
100 
5 ml mue,:;tra 
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Lg = 
(en 100 ml) 

Vol. NaOH x 0.1018 x 0.09 x 100 
5 

0.183 x ml NaOh 

Y ya para obtener la cantidad total de áci

láctico presente en la muestra 1 se tiene que ha-

cer la siguiente relación, teniendo en cuenta los 

vol6menes originales en cada caso: 

A , L Vol.muestra c. lactico total en muestra= g x 100 a 

b ac. láctico total que queda en la muestra des 

pu~s de usar los cinco ml necesarios para el

análisis; 

Entonces el peso del ácido láctico en gra-

mos es = a x b. 

Finalmente, para obtener el total de ácido

láctico asimilado en gramos por las levaduras, t~ 

nemos que, total de ácido láctico asimilado, c, -

es igual: 

c = b - a del día siguiente 

Donde: 

a = total de ácido láctico en muestra inicial en -

gramos. 

b = total de gramos de ácido láctico en vol. rema-
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nen te. 

e= gramos totales de ácido·láctico asimilados. 

Todos los resultados estan consignados en -

tablas y gráficas, para facilitar su comprensión. 

Por ellas se podrá ver que el pH en algunos 

casos ha llegado hasta 7.9, pasando de un estado -

totalmente ácido de 2.8, a otro totalmente alcali

no, por lo que se puede suponer que ha habido alg~ 

nas reacciones de tipo secundario con formación de 

fosfatos y amoníaco, de aquí se siguió entonces 

con una serie de pruebas para poner de manifiesto

su presencia. 
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LBVA D I A s 

DURA o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 

I 4,4 4.5 4.6 4.7 4.8 4.9 4.9 4.9 5.0 5 .o 5 .o s.1 5.1 5.2 5. 3 5.4 5.5 5. 8 6.2 6.3 6.4 6.5 

II 4.4 4.5 4.6 4.7 4.8 4.8 4.8 4.8 4.9 5 .o 5.1 5.2 5.3 5.4 5.6 5.8 6.0 6.3 6,4 6.5 6.6 6.6 

III 4.4_ 4.5 4,5 4.5 4.6 4.6 4.6 4.6 4.7 4,7 4.8 4.9 5.0 5 .o 5.1 5.3 5.4 5. 5 5.7 5.8 5.9 6.0 

IV 4.4 4,5 4.5 4.6 4.6 4.6 4.6 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 

V 4,4 4,5 4.5 4·,6 4~6 4.6 4.6 4.6 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4o. 7 4.8 4.8 4.9 

VI 4,4 4.5 4.5 4,6 4.6 4.6 4.7 4.8 4.9 5,0 5.2 5,3 5. 5 5.7 5.9 6.0 6.1 6.2 6.3 6.4 6,5 6.6 

VII 4,4 4,5 4.5 4.5 4.5 4.5 4.5 4.5 4.6 4.6 4.6 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7l 

CUADRO N°. II - VARIACION DB pH EN ~ALMUBRA 



D I A s 

10 11 12 H 14 15 16 l'i 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 :io 31 

s.o s.1 5.1 5.2 5,3 5.4 5,5 5.8 6.2 6.3 6.4 6.5 6.6 6.6 6.6 6.6 6.6 6.7 6.7 6.8 6.8 6.9 

s.1 5.2 5. :> 5,4 5.6 5.8 6.0 6.3 6.4 6.5 6.6 6.6 6.6 6.6 6.6 6.7 6.8 6.8 6.9 7.0 7.0 7.0 

7 4.8 4.9 5.0 5 .o 5.1 5,3 5 .4 5.5 5.7 5.8 5,9 6.0 6.0 6.0 6.2 6. 3 6.4 6.5 6.6 6.7 6.7 6.7 

7 4.7 4,7. 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.8 4.8 4.9 4.9 4.9 4.9 

7 4,7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.1 . 4 .8 4.8 4.9 4.9 5.0 5.1 5 .2 5.2 5.3 5.4 5,5 5.5 5.0 

5 .:i 5 .:> 5,5 5.7 5.9 6.0 6.1 6.2 6.3 6.4 6.5 6,6 6.7 6.8 7.0. 7.2 7.3 7.4 7.6 7.8 7.9 7.9 

6 4.6 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 4.8 4.8 4.9 4.9 4.9 4.9 5.0 5.0 5.0 

CUADRO N°. II - VARIACION DE pH EN ~ALMUERA 
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9 10 11 12 12 13 14 15 16 17 17 18 19 20 21 21 22 23 24 25 25 26. 27 28 29 29 

ac Pb Ph Ph ac Ph Ph Ph Ph ac Ph Ph Ph Ph Ph ac Ph Ph Ph Ph ac Ph Ph Ph Ph ne 
0.09 5,5 S.6 S.7 o.os 5.8 5.9 6.0 6.2 0.03 6.2 6.3 6.4 6.5 6.6 0.01 6.8 7.0 7.1 7.5 º·ºº 7 .8 7 .9 8.0 s.1 o.oo 

0.10 s.1 s.2 5 .3 0.07 5.5 5.7 5.9 6.0 o.os 6.1 6.2 6.3 6.4 6.6 0.03 6.8 7.0 7.2 7.3 º·ºº 7.4 7.6 7.8 8 .o º·ºº 
0.74 3.6 3.7 3.S 0.25 4.1 4.2 4.4 4.6 0.12 4.9 5.3 5.4 5,5 5.6 0.09 5.7 5.8 5.9 6.0 0.03 6.2 6.3 6.5 6.7 o.oo 

0.62 3.8 3.8 3.9 o. 36 4.0 4.t:•·4.1 ~4.2 0.29 4.3 4.3 4.3 4.3 4.4 o.1s 4.4 4.4 4.4 4.4 0.18 4.4 4.4 4.4 4.4 1.18 

o;:ia 4.1 4.2 4.4 0.25 4.6 4.S 5 .o 5.2 0.10 5,4 5.5 5.6 5.7 5.8 0.07 5.9 6,0 6.1 6.2 o.os 6.4 6 .5 6.6 6.6 1.02 

0.24 4.2 4.4 4.6 0.07 4.9 s .1 5.3 5.6 o.os s.s 6.0 6.1 6.2 6.3 0.02 6,4 6.7 6.9 7 .o o.cio 7.4 7 .6 7 .8 B.O º·ºº 
0.83 3.3 3.3 3.3 O.S3 3.:; 3.3 3. 3 3.3 0.83 3.3 3.3 3.3 :; . 3 3 .4 o.so 3.4 3.4 3.4 3.4 o.so 3.4 3.4 3.4 3.4 o.so 

CUADRO III - VARIACION DI! pH Y ACIDEZ EN l!XTRACTO DE Ll!VADURA 
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Gandida melinii (+) 

CANTIDAD DE GRAMOS DE GRAMOS TOTALES 

DIAS 
ACIDO LACTICO ACIDO LACTICO DE ACIDO LACTICO 

POR MUESTRA EN MUESTRA ASIMILADOS 
EN GRAMOS REMANENTE 

o 0.84 0.84 º·ºº 
. 3 o. 62 o. 58 0.22 

6 0.15 0.16 0.43 

9 0.08 0.07 0.08 

. 12 0.04 0.03 o .. 03· 

17 0.02 0.01 0.01 

21 º·ºº º·ºº 0.00 

25 º·ºº 0.00 0.00 

29 º·ºº o.oo º·ºº 
TOTAL 0.78 g 

CUADRO N º. IV 

(+) Cuadros de concentraci6n de los datos para -

conocer la asimilaciÓn total de ácido lácti

co por las diferentes levaduras. 
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Candida solani 

CANTIDAD DE GRAMOS DE GRAMOS TOTALES 

DIAS ACIDO LACTICO ACIDO LACTICO DE ACIDO LACTICO 
POR MUESTRA EN MUESTRA ASIMILADOS 

EN GRAMOS REMANENTE 

o 2.2 2.2 0.00 

3 1. 9 1.8 o. 30 

6 1.5 1.4 o. 30 

9 1.0 1.0 0.40 

12 0.62 o. 59 o. 38 

17 0.29 0.25 o. 30 

21 0.21 o. 20 0.04 

25 0.11 0.10 0.09 

29 0.06 0.05 0.04 

TOTAL 1.85 g 

CUADRO N°. V 
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. Gandida parapsilosis 

CANTIDAD DE GRAMOS DE GRAMOS TOTALES 

DIAS ACIDO LACTICO ACIDO LACTICO DE ACIDO LACTICO 
POR MUESTRA EN MUESTRA ASIMILADOS 

EN GRAMOS REMANENTE 

o 1.26 1. 26 0.00 

3 1.26 1.20 0.00 

6 1.20 1.1S o.oo 

9 1.03 0.98 0.12 

12 o. 33 ·0.31 - o. 65 

17 o.1s 0.14 0.16 

21 0.11 0.10 0.03 

2S 0.06 o.os o .04· 

29· o.os 0.04 o.oo 

TOTAL 1.00 g 

CUADRO Nº. VI 
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~rettanomyces anomalus 

CANTIDAD DE ,GRAMOS DE GRAMOS TOTALES 

DIAS ACIDO LACTICO ACIDO LACTICO DE ACIDO LACTICO 
POR MUESTRA EN MUESTRA ASIMILADOS 

EN GRAMOS REMANENTE 

o 1.34 1. 34 0.00 

3 1.31 1.25 0.03 

6 0.93 o o 89 0.22 

9 o. 57 o. 54 0.32 

12 o. 36 o. 35 0.18 

17 0.14 0.13 0.21 

21 0.09 0.08 0.04 
1 .. ¡ 25 0.06 o.os 0.02 

29 0.02 0.00 0.03 

TOTAL 1.15 g 

CUADRO Nº. VII 
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Brettanomyces lambicus 

CANTIDAD DE GHAMOS DE GRAMOS TOTALES 

DIAS ACIDO LACTICO ACIDO LACTICO DE ACIDO LACTICO 
POR MUESTRA EN MUESTRA ASIMILADOS 

EN GRAMOS REMANENTE 

o 1.62 1.68 o.oo 
3 1.64 1. 57 0.04 

6 1.26 1.20 0.31 

9 1.17 1. :L2 0.03 

12 0.66 0.63 0.46 

17 0.52 0.49 0.11 

21 o. 31 o. 29 0.18 

25 o. 30 ·O. 28 o.oo 
29 0.29 0.27 o.oo 

TOTAL 1.13 g 

CUADRO N°. VIII 
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Pichia membranaef aciens 

CANTIDAD DE GRAMOS DE GRAMOS TOTALES 

DIAS ACIDO LACTICO ACIDO LACTICO DE ACIDO LACTICO 
POR MUESTRA EN MUESTRA ASIMILADOS 

EN GRAMOS REMANENTE 

o 1.26 1.26 o.oo 
3 1.10 1.05 0.16 

6 0.61 o·. 58 0.44 

9 0.83 0.31 0.25 

12 0.09 0.08 o. 22 

17 0.07 0.06 0.01· 

21 0.03 0.02 0.03 

25 0.02 º·ºº 0.02 

29 0.02 º·ºº º·ºº 
TOTAL 1.13 g 

CUADRO N°;~ IX 
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. Debaryomyces kloeckeri 

CANTIDAD DE GRAMOS DE GRAMOS TOTALES 

DIAS AC IDO LACTICO ACIDO LACTICO DE ACIDO L'ACTICO 
POR MUESTRA EN MUESTRA ASIMILADOS 

EN GRAMOS REMANENTE 

o 1.26 1.26 ·0.00 

3 1.25 :L. 20 0.01 

6 1.20 1.15 o.oo 
9 1.16 1.11 º·ºº 

12 1.12 1.07 º·ºº 
17 1.04 0.99 0.03 

21 1.00 0.96 o.oo 
25 0.96 0.92 º·ºº 
29 0.92 0.87 º·ºº 

TOTAL 0.04 g 

CUADRO N°. X 
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IDENTIFICACION DE ALCOHOL, FOSFATOS Y AMONIACO 

Con los volúmenes finales de la prueba de 

asimilaci6n de 6cido láctico, se procede a una -

destilaci6n para obtener dos porciones separadas 

en distintos matraces, la destilada y el residuo. 

T~nto durante la fermentaci6n en los matraces, ~ 

como en el destilado, se percibi6 un claro olor

ª alcohol, lo que hace suponer su presencia, si

bien se ha evaporado casi totalmente durante el

proceso mencionado de ~estilaci6n; ademls, como

se trata de levaduras no cultivadas, la produc-

ci6n de alcohol no es muy fuerte, lo que explic~ 

ría también la poca cantidad de alcohol encontra 

. da. 

Iden tif icaci"6n de Alcohol 

1) Siguiendo el método de Pellerin (44, 5), 

a 10 ml de destilado, se le agregaron dos gotas

de una soluci6n al 13 de bicromato de potasio, y 

.cuatro gotas de ácido sulfúrico concentrado .. Al 

entrar en ebullici6n, se form6 un color verde, -

debido a la presencia de etanol, percibiéndose -

un olor·a acetaldehido. S6lo en un caso, el re

sultado fue negativo. 

Identificaci6n de Fosfatos 
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Se realiz6 la siguiente prueba (6, 38) con

molibdato de amonio y benzidina: una gota de la -

soluci6n a probar se coloca en papel filtro cuan

titativo, seguida de una gota de molibdato y una

gota de soluci6n de benzidina; el papel se coloca 

entonces sobre amoníaco, y en caso de haber un re 

sultado positivo, aparece una coloración azul, de 

pendiendo su intensidad del contenido de fosfato. 

Reactivos: soluci6n de molibdato de amonio: 

5 g de la sal en 100 ml de agua fria, mezclado -

con 35 ml de leido nítrico. 

Soluci6n de benzidina: 0.05 g de.su base·o

cloruro, se disuelven en 10 ml de 6cido acAtico -

concentrado, y se aforan con agua hasta 100 ml. 

Soluci6n ea~urada de acetato s6dico. 

Amoniaco. 

Se han obtenido con esta prueba resultados

precisos, haciendo prlmeramente la comprobaci6n-

median te la gota prueba para verificar que no hay 

resultado positivo (coloraci6n azul) en ausencia~ 

de fosfato, o bien, que en Pfe~encia de fi~te no·

aparezca la coloraci6n por mal estado-de los r~ac 

tivos. Los resultados se consignan en la tabla -

No. XI. 
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Identificaci6n·de Amoniaco. Ello se hizo se 

gún la reacci6n de Nessler (6, 38, 2): una gota -

de la soluci6n a probar se mezcló con una gota de 

hidróxido alcalino concentrado en un vidrio de 

reloj. Una gota de la suspensi6n colorante se co 

loc6 sobre papel filtro, mediante un tubo capi--

lar, y se trató con una gota de la solución de -

Nessler; en caso de haber amoniaco, aparece una -

coloración amarilla o anaranjada rojiza. La pru~ 

ba se realiz6 ante un testigo, y los resultados -

se consignan en la tabla N°. XI. 
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LEVADURA ALCOHOL FOSFATO AMONIACO . ' 
l 

CANDIDA MELINII + + + 
: 
! (débil) ~¡ 

1 
C'ANDIDA SOLANI + + + 

(muy débil} 

CANDIDA PARAPSILOSIS + + + 

BRETTANOMYCES LAMBICUS + + + 

(débil} (débil} (muy débil) 

BRETTANOMYCES ANOMALUS + + + 

(débil) . (débil) 

PICHIA MEMBRANAEFACIENS + + + 

(débil) 

DEBARYOMYCES KLOECKERI 

CUADRO N°. XI 
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En este trabajo se ha procedido primeramente 

a un aislamiento de levaduras que se encontraban

formando una gruesa película rugosa sobre la su-

perf icie de la salmuera de fermentación de aceitu 

nas, así como otras que se encontraron en una la

ta descubierta en donde se iniciaba un proceso de 

descomposición. 

Se aislaron treinta cepas, aparentemente di~ 

tintas, pero con una frecuencia mayor de los gén~ 

ros Candida, Pichia y Debaryomyces, encontradas -

en los barriles en una etapa primaria de contami

nación, y el género Brettanomyces 1 en un estado -

ya m&s avanzado de la misma en la lata mencionada. 

Debido a esta predominancia, y teniendo en -

cuenta también el carécter de la fermentación, se 

han elegido las levaduras mencionadas para some-

terlas a un estudio completo. 

El resto de las cepas aisl~das se ha guarda

do para un posible estudio posterior, por presen

tar algunas ele ellas h<tstante int .. ···,6~:, sobre todo 
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desde el punto de vista taxonómico, pero se con

sidera difícil abarcar en un estudio como éste -

tantas especies distintas a la vez. Entre éstas 

se tenía por ejemplo, una que por su forma trian 

~ular podría considerarse como Trigonopsis 1 y -

ello sería interesante puesto que en M&xico no -

se ha aislado ninguna especie de este género. 

En la prueba de fermentaci6n, proceso éste

de gran importancia industrial, se ha encontrado 

que dos de las cepas elegidas, Pichia y Debaryo

myces), son no fermentativas, tanto en condicio-

nes aer6bicas como anaer6bica~. A partir de es-

te punto, se ha seguido un estudio intensivo de

ellas, .con base a los métodos y claves dados por 

Lodder y Kreger-Van Rij (25j, para lograr clasi

ficarlas a nivel específico. 

Se prest6 un especial cuidado a la forma--

ci6n de película, ya que comercialmente causa -

gran pe~juicio al desarrollarse sobre los f ras-

cos ya envasados de :aceitun-as, haciendo pensar -

al consumidor que éstas se encuentran en mal es-

tado. Se encontr6 que todas, excepto Debaryomy-

ces, forman gruesas películas rugosas. 

Una vez lograda su clasificaci6n, se consul 

taran diversas obras sobre el tema, con el obje

to de encontrar referencias sobre las levaduras-
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por nosotros identificadas, hayándose mencionadas 

ya en la salmuera de las aceitunas: Gandida-----

krusei, C. teniens, C. solani, C. mycoderma, ~ -

rugosa, C. parapsilosis, ,Torulopsis sphaerica, -~ 

T,holmii, Hansenula subpelliculosa y Pichia ----

membranaefaciens. 

Ello coincide con nuestras observaciones he~ 

chas sobre la abundancia de las levaduras del gé

nero Candida, aún cuando no se encontró mención - · ·' 

alguna sobre C. melinii. 

· Pichia es bastante común en este tipo de pr~ 

cesos, no así Debaryomyces, de la cual no se ha -

encontrado referencia alguna sobre su presencia -

en las aceitunas, aunque sí, pero de distinta es

pecie, en la industria afín de pepinillos. 

Podríamos decir que estos tipos ~encionados

consti tuyen una etapa primaria de contaminación,

y que al reducirse la cantidad necesaria de ácido 

láctico, viene una segunda etapa, con Brettanomy

ces como dominante. En este estado ya más avanz~ 

do, las levaduras juegan un papel muy importante, 

pues ~l asimilar en mayor cantidad aún el icido -

láctico, favorecen la aparición de bacterias de -

tipo proteolítico, como Clostridiumi que en un e~ 

tado ya final de contaminación 1 dañan por comple

to el producto. 
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No se han encont~ado referencias sobre -----

' Brettanomyces lambicus ni B. anomalus en las acei 

tunas, s6lo en pepinilloé, pero aisladas del fon

do del líquido, lo que coincide con las encontra

das por nosotros que se aislaron del fondo mismo

de la lata. 

Teniendo un interés especial ~n obtener un -

resultado de tipo práctico sobre asimilaci6n de -

ácido láctico por las levaduras, se ha procedido

ª una prueba para determinarlo cuantitativamente, 

sabiendo así qué levaduras pueden considerarse -

inocuas en el proceso que nos ocupa, y cuáles por 

el contrario son perjudiciales a él, 

Como puede verse por los resultados consign~ 

dos en los cuadros y grnf icas, Candida y Pichia -

son los géneros que tienen una curva de asimila-

ci6n más pronunciada (cuadros IV 1 V, VI, IX y grá 

ficas 1, 2, 3, y 6). 

En el caso de Brettanomyces, y en particular, 

B. lambicus, la curva de acidez es menos pronun-

ciada, debido probablemente a que ellas son a su

vez productoras de ácido (cuadros VII y VIII y -

gráficas 4 y 5). 

En cuanto al género Debaryomyces, no hay en

absoluto asimilación de ácido láctico (cuadro X,-
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gráfica 7). 

En las curvas de pH (cuadro II y gráficas 1-

a 7) se puede observar que llega un momento en 

que éste se estaciona en un punto determinado du

ran te varios días, o indefinidamente (gráfica 7); 

ello se explica por la formación de una solución

reguladora, rompiéndose este equilibrio tan solo

al formarse substancias como los fosfatos y amo-

níaco que alcalinizan el medio, permitiendo que -

el pH suba en algunos casos hasta 8.0 inclusive.

(Cuadro II). 

Es evidente que las levaduras se encuentran~ 

ampliamente distribuidas en el proceso de fermen

tación y tratado con salmuera de las aceitunas, 

bajo la forma de sedimentos o gruesas películas 

que se forman cuando las barricas tienen alguna 

abertura o no estbn bien llenas. Su presencia en 

estos procesos mencionados afecta la calidad y 

conservación de las aceitunas, y si el ácido pro

ducido por diversas especies de Lactobacillus no

se mantiene a un nivel constante, se ven afecta-

das las cualidades organolépticas de sabor, co--

lor, consistencia y conservación del producto. 
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1. Se aislaron para su estudio aquellas le

~aduras que tuvieron un promedio de frecuencia de 

aparición mayor, resultando ser de los géneros 

Cándida, Pichia, Brettanomyces y Debaryomyces, -

respectivamente. 

2. De las especies Cand1da melinii, 

nomyces lambicus, Brettanomyces anomalus, 

Bretta...:. 

y Deba-

rym~ces kloeckeri no se encontraron referencias -

de haber sido reportadas anteriormente en aceitu

nas, aunque sí, en la industria de los pepinillos. 

3. Estas levaduras se encuentran presentes

en el proceso de fermentación de las aceitunas, -

tomando para ellas el ácido producido durante la

misma por diversas especies de Lactobacillus, 

transformando consecuentemente el pH Óptimo para

el proceso de 2.5 a 4.0 1 a uno totalmente alcali

no de 8.0, con reacciones secundarias productoras 

de fosfatos y amoníaco. 

4. Las levaduras del género Gandida, en es

pecial C. solani, y las de los géueros Pichia y -
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Brettanomyces resultaron ser las que tienen un tQ 

tal de gramos de ácido láctico asimilados mayor,

en el experimento para cuantificarlo. 

5. Se pone de manifiesto que en la medida -

de lo posible es necesario evitar el desarrollo -

de levaduras durante el proceso de fermentación,

y tratamiento con salmuera, ya que de otro modo -

pueden provocar p~rdidas cuantiosas al afectar s~ 

bor, consistencia, calidad y conservación de las

aceitunas . 

98 



RESUMEN 

99 



:.r 

1 
- • "i 

Se aislaron muestras de salmuera de aceitu

.nas, realizando una serie de operaciones morfoló 

gicas, fisiológicas y bioquímicas, para proceder 

al estudio taxonómico de las levaduras qui en---

tran en este proceso. Las especies encontradas-

pertenecen a los géneros Candida, Pichia, Bre--

ttanomyces y Debaryomyces, en orden de abundan--

cia. 

Para cuantificar el daño producido por las

diferentes ~species en el proceso de fermenta--

ción, se estudió la cantidad de ácido láctico 

asimilado por ellas en el mismo. Los géneros 
•· 

Candida, Pichia y Brettanomyces resultaron ser -

los más perjudiciales. 
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