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L- Introducción

1.1.- Levadurascontaminantesde alimentos

Aunquelas levadurassonconocidasfundamentalmentepor sus beneficios,tales

como la tradicionalaplicación en la fabricacióndel vino, la cerVeza o el pan, su papel

como agentesresponsablesdel deterioro en alimentosofreceen la actualidadun amplio

campode estudio.Las levadurassoncapacesde creceren un variadoconjuntode alimentos

bajo determinadascondiciones, lo que puede llegar a suponer importantespérdidas

económicasen ciertos sectoresindustriales. Entre estas condicionesque favorecen -e

inclusoseleccionan-el crecimientode las levaduras,destacancuatrofactoresque pueden

actuar de forma sinérgica:baja actividad de agua(a~) -es decir, cantidadde aguadel

alimentodisponibleparala actividadmetabólicade los microorganismos-,bajopH, bajas

temperaturasy la presencia,normalmentepor adición, de agentesantibacterianos(Tudor

y Board, 1993). De estaforma, aquellosalimentosque posean una o más de estas

característicasseránsusceptiblesde contaminacióny deterioropor levaduras.

Así, seconocenalteracionesdebidasa levadurascontaminantesenalimentoscomo

zumosdefrutas y refrescos,bebidasalcohólicas,alimentosaltamenteazucarados,verduras,

alimentosfermentadoso conservadosen ácido,productoslácteosy de panadería,o carnes

y pescados(Fleet, 1992; Deak y Beuchat, 1996). Las principalesespeciesde levadura

asociadascon el deteriorode estosproductosseespecificanen la Tabla 1.

Respectoala alteraciónproducidaporlevaduras,unaprimeramanifestaciónpuede

ser la formación de biomasa,que es especialmenteevidentecuando la levaduraes

pigmentada,comoesel casode Rhodotorulaspp.; en líquidos, la apariciónde biomasase

detectapor la apariciónde turbidez. Cuandola presenciade biomasaquedaenmascarada

porel propioalimento,la alteraciónpuededebersea los productosdel metabolismode las

levaduras;entreéstos,cabedestacarla formación de gas-CO2-, que distorsionala forma

de los envasesy/o los propios productos,y la apariciónde diversosolores y saboresde

fondo,provocadospor la formaciónde alcoholes,ácidosorgánicosy ésteres(Fleet, 1992;

Tudor y Board, 1993).
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U Introducción

Tabla 1.- Principales especiesde levaduras responsablesde deterioro, por orden

alfabético, y alimentos de los que sehan aislado

Especiede levadura

Debaryomyceshansenii

Dekkera intermedia

Issarchenkiaorientalis

Kloeckeraapiculata

Pichia membranzfaciens

Rhodotorulaspp.

Saccharomycescerevisiae

Saccharomycesexiguus

Schizosaccharomycespombe

Zygosaccharomycesbailii,
Zygosaccharomycesbisporus

Zygosaccharomycesrouxii

Alimentos alterados
Salmueras,carnesfermentadasy curadas,zumo de

naranja,leche,helado,nata,queso,yogur, pan, marisco

Cerveza,vino, refrescos,yogur

Leche, queso,yogur, salsade tomate

Tomates,higos, cerezasen lata, yogur

Salmuerade aceitunas,conservasen vinagre,salsade
tomate,queso,carnes

Frutastratadastérmicamente,nata,mantequilla,helado,
yogur, pan, carnes,marisco

Refrescos,zumos de frutas, queso,yogur, pan

Refrescos,carnes,marisco,chucrut

Jarabesde azúcar

Zumosconcentradosy jarabesde fruta, vino, salsade
tomate,mayonesa,pan

Jarabesconcentrados,zumosde fruta, rellenosde
pastelería,mazapán,ciruelase higos, mayonesa,marisco

Modificado de Tudor y Board (1993>.
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L- Introducción

¡.2.- Alimentos altamente azucaradosy microor2anismososniotolerantes

Los productos altamente azucarados se incluyen dentro de un amplio grupo de

alimentosque sedenominande humedadintermedia,conocidospor sus siglasen inglés

como IMF’s (IntermediateMoisture Foods) (Tilbury, 1976; Deak y Beuchat, 1996). Se

consideranalimentosde humedadintermediaa aquéllosque poseenun contenidoen agua

entre 15 y 20% y una a~ con valoresentre0,60 y 0,85. Esteténnino englobaa muchos

alimentossometidosa la adición de azúcar o sal, secadoo curado, tratamientosque

conducenaunamejorconservaciónde los productos,debidoal hechobienconocidode que

disminuyendola a~ mediantesecadoo adición de solutos, se puede retardare incluso

inhibir el crecimientomicrobiano. La Tabla 2 muestra algunos grupos de alimentos

azucarados incluidos como alimentos de humedad intermedia atendiendo a las

característicasde humedady a.~ previamentedescritas.

Tabla 2.- Principales productos azucaradosde humedad intermedia, junto con su

humedad y su actividad de agua

Tipo de producto

Azúcares,jarabes,
conservas

Concentradosde zumos
de frutas

Productosde confitería
y repostería

Chocolate

Frutasdesecadas

Ejemplos

Azúcarsin refinar
Jarabesde azúcares;
azúcarinvertido
Miel, compota,mermelada

Zumo de frambuesa
Zumo de naranja
Zumo de manzana

Caramelosy toifees
Mazapán
Cerezasglaseadas
Pastelesde frutas

Rellenode chocolate

Ciruelas,higos
Dátiles

Humedad
(% p/p)

0,4-0,7

20-36
20-35

35
35

8
15-17

30
20-28

20
12-25

Actividad

de agua(av)

0,60-0,75

0,70-0,86
0,63-0,80

0,79-0,80
0,80-0,84
0,71-0,75

0,60-0,65
0,67-0,80

0,75
0,73-0,83

0,64

0,68
0,60-0,65

- — datosno especificados.

Modificadode Tilbury (1976), Jermini et al. (1987) y Tudor y Board (1993).
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L- Introducción

En relación con los valores consignadosen esta tabla, se deduceque en los

alimentosde humedadintermediano es posible, en términos generales,el crecimiento

bacteriano,ya que ésteseinhibe cuandola a~se encuentrapor debajode 0,85 (Tilhury,

1976; ICMSF, 1991).Asimismo, la mayoríade levadurasy mohossontambiéninhibidos

aestosvaloresde a,~, pero algunasespeciespuedentoleraraltasconcentracionesde solutos

(El Halouat y Debevere,1997).

Las levadurasresistentesa elevadasconcentracionesde azúcarse denominan,en

general,levadurasosniotolerantes.Parasu definición, sehanutilizado diversostérminos

como “osmofiicas” ‘osmotofílicas”, “osmotolerantes”, osmotodúricas,“osmotróficas”,

“xerofílicas” o “xerotolerantes”(Tilbury, 1976;JerminiaaL, 1987;Deaky Beuchat,1996).

Sin embargo,el término “levadura osmofílica” se considerain?preciso segúnalgunos

autores,ya que estascepasno requierennecesariamenteparasusupervivenciaunabaja~

y la presiónosmóticano esun factorfisiológico de estaslevaduras:(Tilbury, 1976; Jermini

et al., 1987; Deaky Beuchat, 1996).Así, y aunqueel término “xerotolerantes’ propuesto

porAnandy Brown en 1968 seconsiderael másadecuado,la denominaciónmásfrecuente

es la de levadurasosmotolerantes,reservándoseel términoxerotolerantesparaespeciesde

hongosfilamentososcapacesde crecera bajaa~.

De igual forma, se han propuestodiferentesclasificacionesde acuerdocon la

toleranciaa distintas concentracionesde azúcar. Por ejemplo,Windisch et aL (1978a)

establecenlas siguientescategorías:levadurasosmotolerantes,si crecenen 2 ó 40% (p/v)

de glucosa;no osmotolerantessi crecensólo en 2% (plv) de glucosa; y osmofílicas si

crecenen 60% (p/v) de azúcar.Recientemente,Taing ok y Hashinaga(1997) diferencian

tres tipos de levadurasde acuerdocon la toleranciaa distintasconcentracionesde azúcar:

de toleranciafuerte, si no crecen bien en YMA (YeastMorphologyAgar, con 1% de

glucosa,ver Apéndice1) y su crecimientoes máximo en 30 ó 40% (p/p) de glucosa;de

toleranciamoderada,si crecenbien en YMA así como en 10 ó 20% de glucosa; y de

toleranciadébil, si su crecimientomáximo es en YMA o en concentracionesde glucosa

menoresdel 10%,y el crecimientodisminuyeamedidaqueseincrementala concentración

de azúcar.
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L - Introducción

El problemafundamentalde la contaminaciónpor levadurasosmotolerantesde los

productosaltamenteazucaradosno es sanitario, ya que entre éstasno se encuentran

especiespatógenas,sino que consisteen el deterioro4e los mismos (Tilbury, 1976); así,

se han descrito alteracionesen alimentoscomo miel, zumos de frutas concentrados,

melazas,jarabes,mermeladas,productosde repostería,etc.(Golden.y Beuchat,1990;Deak

y Beuchat, 1996; Talng ok y Hashinaga,1997). De hecho, las levadurascausancon

frecuenciagrandespérdidaseconómicasen las industriasproductórasde estosalimentos.

La fermentaciónde los productosricos en azúcares la causamás común del deterioro

(Tudor y Board, 1993). Los productosque han sufrido estetipo de deterioroadquieren

turbidez (si son líquidos) y el contenido sólido se reduce-efectqque se describirácon

detalleen el apartadode Discusión-,apareciendoademásun intensoaromaalcohólico;si

el productoestácontenidoen algún recipienteherméticamentecérrado,éstese hinchará

debidoa la producciónde CO2(Jerminiet al., 1987; Fleet, 1992; El Halouaty Debevere,

1996).En estosalimentos,puedendesarrollarsepoblacionesde levadurasde hastal06~l09

células/g(Fleet,1992).Ingram,yaen 1957,establecióquecualquiersustratorico en azúcar

invariablementeenriquecelevadurasosmotolerantesamenosquesemantengancondiciones

de higiene muy estrictas(Tudor y Board, 1993). En la industria, ademásde estas

condicionesde higiene, debenadoptarsecontrolesde rutina tanto para materiasprimas

como duranteel procesadodel alimento,para detectarla contaminacióncuandoéstase

encuentratodavíaen bajosnivelesy evitarasíel deteriorofinal de los productos(Jermini

et al., 1987).

La mayoríade las levadurasosmotolerantesimplicadasen el deteriorode productos

azucarados(a,,~ entre0,80 y 0,85) pertenecenal géneroZygosacc’haromyces(Tokuokae

Ishitani, 1991;Deaky Beuchat,1996;El Halouaty Debevere,1997).Deentreellas,la más

frecuentementeaisladaesZygosaccharomycesrouxii, conocidaporsutoleranciaa elevadas

concentracionesde solutos,principalmenteazúcares,aunquetambiénNaCí (Onishi, 1963;

Restainoet aL, 1983; Goldeny Beuchat, 1990; Fleet, 1992; Tudor y Board, 1993; El

Halouat y Debevere, 1996; Praphailong y Fleet, 1997). Algunas cepas del género

Zygosaccharomycestoleran una a~ de 0,65 (Tokuoka e Ishitani, 1991); cuandootras

condicionesextrínsecasson óptimas, Z. rouxii puedecrecer a un valor de a.~ de 0,62

(Restainoa aL, 1983; ICMSF, 1991; Tokuokae Ishitani, 1991),aunquela a~ óptimapara

6



L- Introducción

sucrecimientoesde 0,95 (Deak y Beuchat, 1996).Otrasespeciesde Zygosaccharornyces

sonmenososmotolerantesy seaíslancon menorfrecuenciade alimentosazucarados.En

la Tabla 3 sehan recogidoademásotras levadurasaisladasde estetipo de productos.

Tabla 3.-Principales levaduras osmotolerantesasociadascon el deterioro de alimentos

altamente azucarados

Levadura

Zygosacharomycesrouxii

MCG* (% p/p)

60

Alimento

Miel, jarabes,zumosconcentrados,
melazas,pasas;azúcar,mazapán.
confitería

Zygosaccharomycesbailii

Zygosaccharomycesbisporus

Candidalactis-condensi

Torulasporadelbrueckii

Debaryomyceshansenii

Schizosaccharomyces
octosporus

Schizosaccharomycespombe

Pichia anomala

50

50

57

75

50

50

50

50

Concentradosde frutas, melazas,
frutas desecadas

Mermelada,jarabes,azúcarsin
refinar,melazas

Fruta confitada,frutas desecadas,
azúcarrefinado

Miel, fruta confitada,azúcarsin
refinar,melazas,pasas

Mermelada,jarabe,azúcarsin
refinar, confitería

Miel, bombones,melazas,fruta
desecada

Pasas,azúcarde caña,melazas

Mermelada,pasas,frutas desecadas,
confitería,melazas

* Máximaconcentraciónde glucosatoleradaparael crecimiento.

Adaptadode Tilbury (1976),Rosey Harrison (1993)y Deak y Beuchat(1996).

1.2.1-Adaptación de las levaduras a altas concentracionesde azúcar

Las elevadasconcentracionesde solutos en el medio conducen a la plasmolisis

celular, recesiónde la membrana citoplasmáticarespectode la paréd celular, y una posible

7



L- Introducción

reducciónenel tamañodeporo (Goldeny Beuchat,1992a).Porejémplo,en £ cerevisiae,

la exposicióna condicioneshiperosmóticasprovocauna rápidareducciónen el volumen

internocelulardebidoal eflujo de agua(Myers a al., 1977),asícomo un incrementoen

el grosorde la paredcelulary la formaciónde proyeccionesirregularesde la membrana

haciael citoplasma,cambiosque reviertenal sercultivadaslas c~lulasen medio líquido

con mayor¾(Golden y Beuchat, 1992a).

Las levadurastolerantesa altasconcentracionesde azúcarpresentanuna seriede

propiedadesfisiológicasquelespermitenlaadaptacióny supervivenpiaen talescondiciones

de ¾reducida.La fundamentales su capacidadde acumulareh su interior alcoholes

polihidricos (polioles) comoarabitol,manitol, arabinitolo glicen9 (Fleet, 1992; Deak y

Beuchat, 1996; Myers et aL, 1997; Praphailongy Fleet, 1997>. Estos polioles están

implicados en la osmorregulación,y funcionan como solutos compatibles,es decir,

sustanciasque,acumuladasen nivelesaltos,protegenalas enzimasintracelularesfrentea

la inhibición e inactivaciónprovocadospor el estréso el choqueosmóticos(Brown y

Simpson, 1972). Al compensarla diferencia de presión osmóticáa amboslados de la

membrana,la capacidadmetabólicade estaslevadurasno esafectada(Myers a aL, 1997).

S. cerevisiaetambiénproduceelevadasconcentracionesde glicerol en respuestaaentornos

de baja ¾~pero es incapazde retenerlointracelularmente,y se acumulaen el medio

extracelular.El procesoesenergéticamentedesfavorable,restringiex1¡dola capacidaddeesta

especiepara tolerar entomosde muy baja ¾~por lo que en general no sela considera

osmotolerante(Fleet, 1992).

Las levadurasosmotolerantes,sin embargo,son capacesde sintetizary retener

glicerol, incluso algunasposeenbombaspara la captaciónactiva de glicerol del medio

(Myerset al., 1997).Estaconcentraciónintracelularde glicerol pareceestarreguladapor

la ¾externamedianteunaATPasade membrana(Deaky Beuchat,1996).La acumulación

de estepolialcoholpuedeserafectadaporel tipo de solutoque provocael descensode a~

(Golden y Beuchat, 1992a),como sucedecon la producciónde otro poliol, el D-arabitol,

por partede Z rouxii, queesfavorecidaporelevadasconcentraciqnesde glucosapero no

de sacarosa(Golden y Beuchat,1990; Tokuoka e Ishitani, 1991); estaespecificidadde

soluto serámencionadade nuevomásadelante.Lacapacidadde producciónde poliolespor

8



L - Introducción

Z rouxii y otras levadurasosmotolerantespuedeseraprovechadaindustrialmenteparala

obtenciónde glicerol, arabitolo eritritol (Windisch, 1969; Taing qk y Hashinaga,1997).

Otrosfactoresimplicadosen la resistenciaaelevadasconcentracionesde soluto son

lacomposiciónalteradade laparedy membranacelulares(Praphailongetal., 1997).Puesto

quelos poliolesatraviesancon facilidadlas membranasbiológicas,en presenciade bajaa~

debenexistir variacionesestructuralesy/o funcionalesen lamismasque les confieramenor

permeabilidadal glicerol (Hocking, 1993). Un posible mecanismoes un cambio en la

composiciónde los fosfolipidosde la membrana,concretamentedél grado de insaturación

de los ácidosgrasos,ya que a medidaque aumentaestegrado de insaturaciónaumenta

también la fluidez de la membrana,y por tanto su penneabilidad.Por otra parte, la

composición en esterolestambién influye notablementeen la permeabilidad de la

membrana,de maneraque la incorporaciónde colesterolen las membranaslas convierte

en menospermeablesa pequeñasmoléculasorgánicascomo son los polioles. Aquellos

cambiosen la composiciónde la membranaque disminuyanla fluidez y permeabilidadde

la misma podrían por tanto facilitar la acumulación intracelular de polioles en los

microorganismososmotolerantes(Hocking, 1993).

Restainoet al. (1983)sostienenquela a~óptimaparaunalevaduraosmotolerante

estáfuertementeinfluida por el preacondicionamiento,esdecir,lía exposiciónprevia y

continuadaa elevadasconcentracionesde azúcar.En estesentido, Tokuoka e Ishitani

(1991)y Deak y Beuchat(1996) tambiénafirman que la adaptacióñal entornoafectaa la

osmotoleranciade las células de levadura,pues tras la preincubaciónen presenciade

elevadasconcentracionesde un azúcar,las levadurassoncapacesdé crecerposteriormente

en medioscon menor a.,, es decir, con mayor concentraciónde estemismo azúcar.Por

tanto, cabe de nuevo hacer mención a la especificidad de soluto, no sólo en el

preacondicionamiento,sino tambiénen la supervivenciade las levadurasen medioscon

muy baja¾~Así, Tokuokae Ishitani (1991)encuentranque las célulasde levadurasde

diferentesespeciessobrevivíanincluso por debajo de la ¾mínimaparael crecimiento

cuandoel medio conteníasacarosa,aunquemoríansi teníaglucosao fructosa;asimismo,

la acción de la sacarosadisminuíala ¾mínimaparael crecimientotanto en cepasque

asimilabanla sacarosacomoen las que no.

9
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1.3.- Los sorbatoscomoconservantes

El ácidosórbicoo ácido2,4-hexadienoico(CH3-CH=CH-CH=CH-COOH)seincluye

dentrode un conjuntode compuestosampliamenteutilizadoscomoantimicrobianos,cuyas

característicascomunescomprendenel serácidosdébiles, de cadenacortay lipofílicos

(Sofos, 1989).Ademásdel ácidosórbico,seencuentranotros ácidóscomoel benzoico,el

acéticoy el propiónico,entreotros,junto con sussales.Las salessódica,potásicay cálcica

sonmuchomás solublesque la forma ácida,prácticamenteinsolubleen agua(Liewen y

Mart, 1985a; Sofosy Busta, 1993; Deak y Beuchat, 1996).

El ácidosórbicoy sus sales,conocidoscomosorbatos,seconsideranfungistáticos

porquesóneficacesprincipalmentefrentea mohosy levaduras;la accióninhibitoria de los

sorbatosfrentea bacteriasesmenosintensa,afecta a un menornúmerode especiesy sus

mecanismosestánmenosestudiados(Sofos, 1989).

Los ácidosdébilesposeenla capacidadde penetrarensuformaprotonadaa través

de la membranacelular; una vez en el citoplasma,que posee un pH cercano a la

neutralidad,sedisocian,y la liberaciónde protonesprovocauna acidificaciónintracelular

(Warth, 1989; Cheng y Piper, 1994; Neves et aL, 1994; Deak ~‘ Beuchat, 1996). Esta

acidificación intracelulares probablementeel aspectomás significativo de la actividad

antimicrobianade estoscompuestos,yaqueconduciríaa la detencióndel crecimiento(Cole

y Keenan,1987; Nevesa al., 1994; Holyoaket al., 1996).

La actividadantimicrobianadel sorbatodependepuesde la presenciadel ácidosin

disociar(Skirdal y Eklund, 1993; Wind y Restaino,1995; Deaky Beuchat,1996;Malfeito

Ferreiraet aL, 1997a), forma capaz de atravesarla membranaplasmática.Una vez en el

citosol, la disociaciónrequiereque el pH intracelularsea superioral externo,de ahíque

la accióndel ácido sórbicoseadependientedel pH del medio (Liewen y Marth, 1985a;

Sofos, 1989;Kinderlerery Hatton,1990; Deaket aL, 1992).Tanto la penetracióndel ácido

en la célulacomo la inhibición del crecimientoaumentancon la acidificacióndel medio

(Tilbury, 1976; Sofos, 1989;Chengy Piper, 1994;Praphailongy Fleet, 1996),segúnel pH

lo
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se aproximaala constantede disociacióndel ácido: pK~ = pH 4,76, valor al cual el 50%

del ácido sórbicoestáen su forma sin disociar(Liewen y Marth, 1985a;Sofos, 1989). A

pH muy bajo, se necesitanconcentracionesmuy bajas de sorbato para inhibir a los

microorganismos.SegúnrefierenLiewen y Marth (1985a),el límite superiorde pH para

la actividadantimicrobianadel sorbatoes de 6,0-6,5.

A pesarde que se consideraque el efecto antimicrobianodel sorbatodependede

la molécula sin disociar, la forma aniónica puedecontribuir hasta cierto grado a la

inhibición (Neveset aL, 1994; Deak y Beuchat, 1996; El Halouaty Debevere,1996).

Eklund (1983), medianteun modelo matemático,concluyóque el ácido disociadotenía

efecto inhibitorio, aunque10-600vecesmenorque el de la forma’ sin disociar,y Sofos y

Busta (1993) calculan,para el sorbatopotásico,un potencial antimicrobianodel 74%

respectoal ácidosórbico;avaloresdepH porencimade 6,0, másdel 50% de la inhibición

del crecimientocorresponderíaa la formadisociada.En Candidaválida, aproximadamente

la mismaconcentraciónde ácidosórbicosin disociar,junto con unaelevadaproporciónde

aniónsorbato,eramásinhibitoriaqueel ácidosórbicopresenteprincipalmenteen su forma

sin disociar (Deaket al., 1992).También seha demostrado actividad antimicrobiana de la

forma disociada, dependiendodel microorganismo,en Candida albicans, y en ciertas

especies de bacterias -Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Staphylococcusaureus,

Pseudomonasaeruginosa y Escherichia coli- y de mohos -Peñicillium chrvsogenurn.

Cladosporiumcladosporloidesy Ulocladiumatrum- (Skirdal y Eklund, 1993).

A valoresde pH porencimade 6,0, la acidificaciónen el i~iterior celular no puede

explicar la inhibición del crecimiento,por lo que debe estar implicado más de un

mecanismode inhibición (Lieweny Marth, 1985a;Sofos, 1989).

1.3.1.-Mecanismosde actividad antimicrobiana del sorbato

No se conocen con certeza los mecanismosimplicados en la inhibición del

crecimiento provocada por los ácidos débiles, y seconsideraque debe haber más de uno.

Algunos efectosserándebidos a la acidificación del citoplasma,queinterfiere con procesos

metabólicos,y otros serelacionarán con las propiedadesestructurales de los conservantes.

11
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El mecanismoglobal de inhibición puede ademásdiferir en bacterias,mohos y

levaduras(Lieweny Marth, 1985a).Así, el efecto inhibitoriodel sorbatosobrelas bacterias

pareceresidir en la prolongaciónde la fase de latenciapor retrasoen el comienzode la

fase de crecimiento logarítmico, sin influencia apreciablesobrela tasa de crecimiento

(Sofos,1989).En mohos,y especialmenteen levaduras,los efectosdel sorbatoestudiados,

revisadospor Liewen y Marth (1985a), Sofos (1989), Sofos y Busta (1993) y Deak y

Beuchat(1996) son los siguientes:

1.3.1.1-Alteracionesmorfológicascomovariacionesenel tamañoy formacelulares,

apariciónde núcleosirregulares,y mitocondriasdesorganizadasen mayor númeroy de

distintostamaños(Kinderlerer y Hatton, 1990; Goldeny Beuchat,1992a).

1.3.1.2.-Alteracionesen la función metabólica

A) Inhibición de sistemasenzimóticos,fundamentalmentelos implicadosen el

metabolismode la fuente de carbono(Kinderlerery Hatton, 1990; Golden y Beuchat,

1992a;Burlini a aL, 1993; Chengy Piper, 1994).

El ácido sórbico también podría desacoplarla fosforilación oxidativa en la

mitocondria,inhibiendoenzimascelulares(Kinderlerer y Hatton, 1990).

B) Función de transporte, inhibiendo el transportede sustratosa través de la

membranacelular-azúcares,aminoácidos,etc.-y el transporteelectrónicoen lamitocondria

(Kinderlerery Hatton, 1990;Warth, 1991a;Goldeny Beuchat,1992a),lo quedetendríael

crecimientocelular.

Estainhibición del transportepodríaafectardirectamentea enzimasde transporte

(por ejemploaminoácidopermeasas),o serconsecuenciade otros fenómenos:

- Disminución en los nivelesde ATP, debidoa que la bombaNa~/H~,queseactiva

cuandoel ácido sórbico se disocia en el interior celular para intentar mantenerel pH

interno,funcionaa expensasde la hidrólisis de ATP (Sofos, 1989; Warth, 1991ay b). La

12
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disminución en los niveles de ATP seríaresponsablede la inhibición en la captaciónde

nutrientes.Sin embargo,Burlini etaL (1993)no encuentrandescensoen los nivelesde ATP

tras la preincubaciónde S. cerevisiaeen presenciade sorbatoy benzoato.

- Neutralizaciónde la fuerzaprotomotriz(FPM), necesariaparael transporteactivo

de compuestoscomo aminoácidosy cetoácidos.De los doscomponentesde la PMF, el

gradientede protonestransmembrana(ApH) y el potencialeléctricó(~@), la disociaciónde

los ácidosdébilesen el citosol provocala disipación del primero (Eklund, 1980, 1985;

Ronning y Frank, 1987; Stratfordy Anslow, 1996).

SegúnEklund (1980, 1985),el pasolimitante en la liberación de protonesen el

interiorde la célulaeslavelocidadala queel ácidodisociado,cargádonegativamente,sale

al exteriorparacaptarotro protóndel entornodebajopH y transportarloal interiorcelular,

disminuyendoel pH interno y disipandola FPM de la membrana.El ácido sin disociar

actuaríacomo un protonóforo(Ronningy Frank, 1987). Debido a que Eklundencontró

inhibición a pH neutro,seha concluidoquela inhibición tienedos¿omponentes,un efecto

inhibitorio específicode la forma sin disociar sobrela función metabólicadebido a su

estructura(medianteinteracciones,enlacescovalentes,etc.), y otro más generaldebidoa

la acidificacióndel citoplasma(Sofos, 1989).

Porúltimo, Ronningy Frank(1987)concluyeronquela actividadcomoprotonóforo

delácidosórbicoinducíaen bacteriasunarespuestareguladoratipo ‘astringente”(stryngent

response)responsablede la inhibición del crecimiento;la concentraciónlimitante de uno

o másaminoácidosoriginael cesede la replicación celularaunquela célulapermanece

viable, estadoque revierte cuando la cantidad de aminoácidosdeja de ser limitante.

Confirmadala ideade queel ácidosórbicoactúasobrela membranay bloquealacaptación

de aminoácidos(Eklund, 1983)poralteraciónen la FPM por la actividadprotonóforadel

ácido sórbico, se producirá una “respuestaastringente’expresadacomo inhibición del

crecimiento.Como este sistemade regulación afectaa diversasrutas metabólicas,el

mecanismode la respuestaastringenteexplicaríala inhibición pot sorbatode numerosos

sistemasenzimáticos(Sofos, 1989).

13
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1.3.2.-Resistenciade los microorganismosal sorbato

A pesarde la presenciade conservantes,la preservaciónde los alimentosno está

garantizada. En primer lugar, son generalmenteinefectivos cuando los niveles de

microorganismoscontaminantessonelevados(Kinderlerer y Hatton, 1990); en segundo

lugar, existen microorganismosresistentesa los niveles máximós permitidos de estos

conservantes(Tilbury, 1976;Holyoaketal., 1996),inclusocapacesde metabolizarloscomo

fuentede carbono(Lieweny Marth, 1985a;Kinderlerery Hatton,1990).En esteapartado,

aunquese refiere específicamenteal sorbato, hay que mencionarque los mecanismos

generalesde resistenciaseconsiderancomunesparael grupode ácidosdébilesde cadena

corta.

La sensibilidada la inhibición por sorbatoes variable dependiendode la cepay

especiede microorganismo.Entre bacterias,Staphylococcusspp., Pseudomonasspp. y

Sireptococcusspp.sonmásresistentesala inhibición queotrasespeciesbacterianascomo

E. coli, Aerobacteraerogenesy Clostridium perfringens.En general, 5. aureuses mas

resistenteal sorbatoque otrasbacterias,mientrasque Clostridiumbbtulinumesfuertemente

inhibida (Sofos, 1989).

Por su parte, algunoshongospertenecientesal géneroPenicillium son también

extraordinariamenteresistentesal sorbato ya que, como sucededentro de las bacterias

lácticas,soncapacesde degradarel sorbato(Skirdal y Eklund, 1993),a travésde ciertos

mecanismosque serándescritosenel ApartadoV.5 de Discusión.

La adaptacióna los conservantesparecesercomún en las especiesde levadura

(Warth, 1988; Piper et al., 1995). En general, las levaduras‘más resistentesa los

conservantesson, además,osmotolerantes(Deak y Beuchat, 1996); así, hay especiesdel

géneroZygosaccharomycesconocidaspor su resistenciaa concentracionesrelativamente

elevadasde ácidosdébilesde cadenacortaempleadoscomoconservantes,que incluyen al

ácido sórbico (Cole y Keenan, 1987; Neves et aL, 1994). Entre dichasespecies,cabe

destacaraZ. bailii (Warth, 1977;DeaketaL, 1992; Holyoaket al., 1996)y Z rouxii (Bilis
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ea’ aL, 1982; Restainoea’ al., 1982 y 1983; Golden y Beuchat, 1992ay b); estaúltima,

debidoademásasutoleranciaa concentracionesextremadamenteelevadasde azúcary sal,

suponeun importanteriesgoparala conservaciónde los alimentosde humedadintermedia

(Goldeny Beuchat,1990, 1992ay b).

Otraslevadurasconocidasporsu resistenciaal sorbatosonla especieIssatchenkia

orientalis y algunascepaspertenecientesa los génerosSaccharomyces,Rrea’tanomyces,

Candida o Trigonopsis(Sofos,1989;Deakea’ al., 1992; Fleet, 1992; Sofos y Busta, 1993).

Sin embargo,es importantemencionarque existe una considerablevariabilidad en la

resistenciade cepasindividualesa estosácidosdébiles(Kinderlerery Hatton, 1990).

Un factorfundamentalen la resistenciaal sorbatoesla expósiciónpreviay repetida

al sorbatoo preacondicionamiento(Sofos, 1989;Deaka aL, 1992; Sofosy Busta, 1993;

Deak y Beuchat, 1996). SegúnWarth (1988), el fenómenode la adaptacióncelular se

manifiestapor un incrementoen la toleranciaa un agenteantimicrobianodebido al

crecimientoprevio en su presencia,permitiendode estaforma a las levadurascreceren

presenciade concentracionescrecientesde ácidosórbico.

La máximaconcentraciónde conservantequeunalevadurapuedetolerarpuedeestar

determinadapor la velocidadcon la que la moléculaentraen la célula y la capacidadde

lacélulaparaeliminarlo.Las levadurasresistentesal sorbatoposeengeneralmenteunatasa

másbajade captaciónde conservantes,por lo quela permeabilidadde la membranaa los

mismos,debido a diferenciasen la composiciónde ácidosgrasos,puedeestar implicada

en la tolerancia(Deaky Beuchat, 1996).

Si los ácidosdébilespenetranen la célula desdeun entornoextracelularmás ácido

y se disocian en el citoplasma, la capacidadde las levaduraspara tolerar elevadas

concentracionesde ácidosdébilesimplicará ciertosmecanismosque permitanexportar-

bombear-los protonesy anionesque seacumulanintracelularmente(Praphailongy Fleet,

1997).Uno de estosmecanismosesla inducciónde un sistemade transporteque elimine

tanto los protonescomolos anionesparamantenerunpH intracelularadecuado(El Halouat

y Devebere,1996); estaregulacióndel pH puedeserel resultadode la modulaciónde la
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síntesisy actividadde la ATPasaresponsabledel bombeode protones(Neveseral., 1994;

Piperea’ aL, 1995).Enel casodel ácidobenzoico,Warth (1988)postulaque la disminución

de la concentraciónintracelulardel anión y el mantenimientode un pH cercano a la

neutralidad requiere un gasto continuo de energía. La mayor parte se invierte en la

extrusiónde los protonesliberadosen la disociaciónintracelulardel ácido,mientrasque

la extrusióndel anión probablementeno requiereenergíaadicional.La energíanecesaria

para reducir la concentraciónde conservantey mantenerel pH interno no puedeser

empleadapor tanto para el crecimiento,lo que conlíevauna disminución en la tasade

crecimientode la levadura(Warth, 1988;Nevesea’ aL, 1994;El Hal9uaty Devebere,1996).

La cesacióntotal del crecimientotienelugarcuandola capacidadde los sistemascelulares

paracompensarla entradade ácido benzoicosin disociaresexcedida(Warth, 1988).

El mecanismode resistenciaen Z bailii, descritopor primeravez por Warth en

1977, seríaun sistemainducible,querequiereenergíaobtenidaapartir de un sustratocomo

glucosa(es por tanto un transporteactivo), y que ‘bombea’ las moléculasde ácido sin

disociarfuerade la célula,manteniendoasíelevadoel pH intracelular.Estemecanismode

resistenciaesun determinantegeneraly elmásimportanteparala tcileranciaa conservantes

de las levaduras(Warth, 1989). Las célulasde Z bailii, en ausenciade fuentede energía,

acumulanlos conservantesintracelularmente,mientras que en presenciade glucosase

reduceel contenidointracelularde los mismos.Así, y de acuerdocónel modelo propuesto

porWarth, la respiraciónaerobiadel azúcarpodríaproporcionarla energíanecesariapara

bombearel conservanteal exterior (Restainomt aL, 1983). Asimismo, tanto en Z. bailii

comoen 5. cerevisiae,las concentracionessubletalesde ácidobenzoicopodríanestimular

la tasade fermentaciónparaquelas célulasobtenganla energíanecesariaparabombearlos

protonesy mantenerel pH intracelular(Warth, 1991ay b). Porúltixno, seha postuladoque

el incrementode la extrusión de protonescatalizadapor la ATPasade membranay el

volumendisminuidodel protoplasmacontribuyeindudablementea mantenerel pH interno

en las célulasde Z bailii adaptadasal crecimientoen presenciade ácidosdébiles(Cole y

Keenan,1987; Cheng y Piper, 1994).

Cole y Keenan(1987),sin embargo,no encontraronevidenciade extrusiónactiva

de los ácidosdébiles.Los valoresde pH intracelular,medidosen célulasde Z. baiíii que
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crecenen presenciade ácidobenzoico,fueronde 4,85-5,55,frenteal valor normalde 5,8

referido por Warth (1991b). Esto hacepensara los autoresque esta levaduraposeela

capacidadde tolerarreduccionescontinuadasde supH interno.Tambiénsugieren,en lugar

del sistemade bombeode conservantedescritopor Warth,que las células de Z. bailii

adaptadasincrementansu capacidadtampón citoplasmáticay secretanácidosorgánicos

producidosduranteel metabolismonormal.

Por otra parte,Piper et al. (1995)encontraronen 5. cerevisiaedosproteínasde

membranaque eranfuertementeinducidaspor sorbato:una máspequeña,que se induce

tambiénbajootros tipos de estrés-choquetérmico,etanol,púvaci® de nutrientes-,y otra

desconocida,similaren tamañoa unaproteínademembrana,tambi¿ninducidaporsorbato,

quesehaencontradoen Z. bailii.

Puesto que el incremento en la actividad de la ATPasa de membranaes

energéticamentecostoso,casiconseguridaddebehaberotrosmecarnsmos,inclusoalgunos

todavíadesconocidos,de toleranciaa los ácidosdébiles(Pipermt al», 1995).Lasdiferencias

en estatoleranciaentreespeciesse deberían,ademásde la capacidadpara eliminar el

conservantey los protones,adiferenciasen la tasade penetracióndel ácidosin disociaren

lascélulaso aunasensibilidadintrínsecacaracterísticaal conservanteo a suanión (Warth,

1988, 1991a;El Halouaty Devebere,1996).Por su parte,Pipera al. (1995)deducende

sus experienciasque la proteínade menortamañoinducidaen 5. cerevisiaeen presencia

de sorbatoactúacomoun reguladornegativode la H~-ATPasaqueprovocaríael descenso

en la actividadde la misma despuésde que otros mecanismosde toleranciaa los ácidos

débilessehayanactivado.

Se ha descrito que el nivel de ¾del medio puedeincrementaro disminuir la

tolerancia de las levadurasal sorbato, y aún no existen estudios concluyentesque

clarifiquen las observacionesdiscrepantes(Fleet, 1992). Por una parte, Restainoa al.

(1982)refierenque, a medidaque los nivelesde ¾desciendenrespectodel óptimo para

Z rouxii y Z. bailii, el ácidosórbicoy el benzoicosonmásefectivos;de la misma manera,

Lieweny Mart (1985a)y Sofos (1989) indicanquela sal (NaCí) y el azúcarintensifican

la acción del sorbatopor reducción de la a~. Por el contrario, Restainoea’ aL (1983),
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Goldeny Beuchat(1992b)y Deak y Beuchat(1996)describenque 2? rouxii puedetolerar

concentracionescrecientesde sorbatopotásicoa nivelesde ¾decrecientes.

Esta capacidadde crecer en medioscon sorbato dependeno sólo de la ¾del

sustrato,sino tambiéndel tipo de soluto que disminuyela ¾(Goldeny Beuchat,1992b).

Así, las célulascrecidasen un medio con sacarosatoleran mayoresconcentracionesde

sorbato que aquéllascrecidasen glucosa. En presenciade elevadasconcentracionesde

azúcar, las células poseencomponentesde la paredcelular y líjúdos de la membrana

modificadosque puedenvariar por tanto las característicasde permeabilidad,influyendo

asínotablementeen la toleranciade 2? rousii al sorbato(Golden y Beuchat,1992a).Para

Z. rouxii sehapostuladoademásque,a baja¾~las célulasseencogeny el tamañode poro

de la membranadisminuye(Golden y Beuchat, 1992ay b), lo que puederetardarel flujo

de sorbatoal interior de la célula(Restainoet aL, 1983; Sofos, 1989; Sofos y Busta, 1993;

Deaik y Beuchat, 1996). Esteefectosecombinaríacon el sistemainducible de transporte

activo, bombeandoel poco sorbatoque entre (Warth, 1977; Sofos, 1989; Sofos y Busta.

1993; Deak y Beuchat, 1996). A valoresmás altos de ¾~la resistenciade Z. rouxii al

sorbatopodría atribuirseal sistemainducible,que requierela energíasuministradapor la

oxidación de la glucosapara bombearel conservantefuera de las células (Bilís mt al.,

1982).

La producciónde polioles como solutoscompatiblespor Z. rouxii en medioscon

a~ disminuidapodríatambiénestarinvolucradaen la resistenciaal sorbato,protegiendoa

las enzimasde la inhibición o inactivaciónpor algunosagentesantimicrobianos(Restaino

a al., 1983; Sofos y Busta, 1993).

No hay información sobrelos productosfinales secundariosproducidospor las

levadurascuandocrecenenpresenciade conservantescomo sorbatoo benzoato,aunque

en estascondicionesparecequeproducencantidadesanormalmenteelevadasde CO2 (Fleet,

1992), lo que puededebersea que la fermentaciónes estimuladapor concentraciones

subinhibitoriasde los conservantes(Sofos, 1989; Warth, 1989, 1991ay b).
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1.3.3.- Aplicaciones

El ácidosórbicoy sus sales,fundamentalmentesorbatopotásico,seutilizan a nivel

industrial como conservantesalimentarios. Sus principales ventajas frente a otros

conservantessonsu actividaden mediospoco ácidos,el carecerptácticamentede sabory

su baja toxicidad (Lueck, 1990; Calvo, 1991). En el organismo,estoscompuestosson

metabolizadoscomo los demásácidosgrasos,esdecir, una vez absorbidossufrenuna

oxidación pararendir CO2, H20 y ácidoacéticocomo productosfinales,así comocierta

cantidadde caloríascomocualquierfuenteenergética(Sofos, 1989).

Los principalesgrupos de alimentosen los que los sorbatosse aplican como

conservantes,especialmentefrente a mohos y levaduras,son los productos lácteos,

productos de panadería,pasteleríay confitería, frutas y verdufas, emulsionesgrasas

(mantequilla,margarina,mayonesa),alimentosazucarados, carnesy pescadosy vinos

(Finol ea’ aL, 1982; Sofos, 1989; Lueck, 1990; Sofos y Busta, 1993).

Los métodosde aplicaciónincluyen adicióndirectaen la fabricación,vaporización

o inmersióndel alimento en una soluciónacuosa,espolvoreadoo tratamientodel envase

(Sofosy Busta, 1993). Dependiendodel métodode aplicación,asícomo de la naturaleza

delalimento,seselecionarála formadelsorbatoaemplear.Paraalimentoslíquidos(zumos,

bebidasrefrescantes,jarabes,etc.), o cuandose deseaaplicarel conservanteen forma de

soluciónparavaporizacióno inmersión(quesos,frutasdesecadas,etc.),seemplearála sal

potásica, muy soluble en agua, mientras que la adición directa en la fabricación de

alimentoscomoproductosde panaderíay confiteríao verdurassesuelerealizarenla forma

ácida(Sofos, 1989; Lueck, 1990).

Dependiendode la legislaciónde cadapaís, se establecenunos límites legales

máximos;en general, las concentracionesde sorbatoempleadasoscilanentre0,2 y 3 gIL

(Lieweny Marth, 1985a;Sofosy Busta, 1993).En España,los límitesautorizadosparala

adición de sorbato en algunos alimentos son los siguientes: 600 mg/L en bebidas

refrescantes;hasta2 gIKg en repostería,pasteleríay galletas; 11,5 g/Kg en derivados
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cárnicos,1 g/Kg enquesos,aceitunasenconserva,postreslácteoscon frutas, mantequilla.

margarinay mermelada;y máximo 0,2 gIL en la industria de fabricaciónde vino, como

inhibidor de la fermentaciónsecundaria(Calvo, 1991).

1.4.- Identificaciónde levaduras

La identificación de levadurasse ha llevado a cabo tradicionalmentemediante

técnicasmicrobiológicasconvencionalesquetienenencuentalascaracterísticasfisiológicas,

bioquímicasy morfológicas de las cepas(Kreger van Rij, 1984; Barnett et aL, 1990;

Kurtzman, 1994; Deak y Beuchat, 1996; Kurtzman y Feil, 1998). Los procedimientos

tradicionalesincluyen diversaspruebaspara determinarla capacidadde la levadurade

fermentarazúcaresy asimilarnumerososcompuestoscarbonadosy nitrogenados.Asimismo,

estosprocedimientosconcedenuna gran importanciaa la morfologíacelular y el tipo de

reproducciónsexual. Una vez que se han determinadolos caracteresfisiológicos y

morfológicos necesarios,la levadurapuede identificarsemedianteclaves basadasen la

descripciónde especiesconocidas(DeaRy Beuchat,1996).

La laboriosidadde los métodostradicionalesha conducidocon posterioridada

formas alternativas simplificadas y más rápidas de los mismos, como son los kia’s

comerciales.Éstospresentan,en la mayoríade los casos,el inconvenientede incluir pocas

pruebasfisiológicasy bioquímicas,y/o estarorientadasa levadurasde interésclínico, por

lo que levaduras relacionadascon la industria alimentaria, tanto beneficiosascomo

contaminantes,suelenser identificadas incorrectamente(Barnett a al., 1990; Deak y

Beuchat,1996).

Más recientemente,se ha ensayado la realización de las mismas pruebas

bioquímicas,fisiológicasy morfológicasconvencionalesempleandoplacasmultipocillo en

vez de tubo, conel consiguienteahorro de mediosde cultivo y de tiempo de preparación

e inoculaciónde los mismos(Heardy Fleet, 1990; Deak y Beuchat,1996).

Tambiénsehan intentadodesarrollarmétodosrápidosde identificación,como las

técnicasbasadasen reaccionesenzimáticasempleandosustratoscromogénicos(Deak y
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Beuchat, 1996) y el llamado SIM (SimplifledIdentification Method). que es una clave

simplificadaque recogelas característicasfisiológicas, morfológicasy bioquímicasque

distinguena las levadurasmáscomúnmenteasociadasal deterior¿de alimentos.El SIM

fue desarrolladooriginalmentepor Deak en 1986 y ha sido modificado en sucesivas

ocasiones(Deak y Beuchat,1996>.

El análisis bioquímico de determinadoscomponentescelularesposee utilidad en

taxonomíay puedeser empleadotambién como método de identificación de levaduras.

Entreotros, cabecitar la quimiotaxonomíabasadaen la composiciÓnen lípidostotalesde

la célula (Peñay Sandra,1995;Deak y Beuchat,1996; Noronha-da-Costa,1996) y de los

polisacáridosde laparedcelulary extracelulares(Phaff, 1998; Roeijmansea’ al., 1998), la

identificación de las ubiquinonas(Yamada, 1998) o la comparaciónelectroforéticade

proteínasy enzimas(Poncetet al., 1992; Deaky Beuchat,1996; Yamakaziet al., 1998).

Como ejemplo,el análisisde los ácidosgrasosmedianteCromatografíade Gases

se ha utilizado para diferenciar levadurasque producendeterioro en vinos (Malfeito-

Ferreiraea’ al., 1989, 1997b),o paracaracterizarlevadurasasociadasala industriacervecera

(Oosthuizenet al., 1987; Moreira da Silva et aL, 1994)y vinícola~ (Tredouxea’ al., 1987a

y b). Así, esta técnica puede resultar muy útil por su aplicación industrial para

identificaciónde levaduras(Botha y Kock, 1993); de hecho,se ha comercializadoun

sistemade identificaciónde bacteriasy levaduras,el MIDI, basadoen el perfil de ácidos

grasos(Deak y Beuchat,1996).

Por otraparte,la utilizaciónde técnicasde GenéticaMolecularen la identificación

de levadurastuvo sus comienzosen el estudiode la complementa4edaddel ADN nuclear.

Algunascepasdefinidascomo coespecificasmediantela medida de similitud de ADN

mostrabansin embargodiferenciasen la fermentaciónde glucosa,la asimilaciónde nitrato

o la formaciónde pseudomicelioy micelio verdadero,caracteresfenotípicosfundamentales

para los sistemastradicionales de clasificación. Así, la aplicación de comparaciones

moleculares ofrece una novedosa oportunidad de reevaluar ésquemastaxonómicos

tradicionalesdesdela perspectivade las diferenciasgenéticascuantitativas.Por ejemplo,

el géneroTorulopsis -ausenciade pseudomicelio-seconvirtió en sinónimode Candida -
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presenciadepseudomicelio-,y Hansenula-asimilaciónde nitrato- seconvirtió en sinónimo

de Pichia -incapacidadde asimilarnitrato- (Kurtzman,1994).

Actualmente,los métodosmoleculareshanevolucionadohaciaprocedimientosque

proporcionenun único perfil de ADN de un determinadoorganismo,lo que seconoce

comocaracterizaciónde ADN o DNA flngerprina’ing. La utilidad dé estastécnicas(Tórók

et aL, 1993; Kurtzman, 1998) se ve reforzada por el uso de estrategiascomo la

amplificacióndel ADN mediantePCR(PolymeraseChainReaction,reacciónen cadenade

la polimerasa),que posibilita la detecciónde microorganismosen muy bajonúmero,y el

diseñode sondasespecificasde ADN (Deaky Beuchat,1996).Lacaracterizaciónde ADN

sehautilizado en alimentos,por ejemplo,como complementoalaidentificaciónrutinaria

de levadurascontaminantes,paradiscriminarentrecepasindividualesdentrode unamisma

especie(Baleiras-Coutoet al., 1994, 1995, 1997; van derVosseny Hofstra, 1996).

Una de estastécnicasde caracterizaciónde ADN se basaen el análisis de los

fragmentosde ADN obtenidospor tratamientocon endonucleasasde restricción. El

polimorfismoen la longitud de los fragmentosde restricción(RestrictionFragrnenrLength

Polimorphism, R?FLP) puede incluso identificar cepas dentro de una misma especie

(Barberioet aL, 1994),y seha utilizado paradiferenciarcepasindividualesde levaduras

de panadería,cervecerasy vínicas(Deak y Beuchat,1996).Compárandolos resultadosde

los patronesde RFLP con los de los de los perfiles de ácidosgrasosy el cariotipo -

determinacióndel número y tamañode los cromosomas-,se concluye que el primero

proporcionael método más fiable para caractenzarcepasde levaduravínicas (Deak y

Beuchat,1996).

Una variación del análisis de RFLP es el análisis de restricción del ADN

mitocondrial (ADNmt). Esteanálisispresentala ventajade que,al tratarsede un ADN con

un tamañounas200 vecesmenor,segeneranmenosfragmentosde restricción,por lo que

la complejidaddel análisisesmenor(Deak y Beuchat,1996).Uná de sus aplicacionesen

alimentosesel control de las fermentacionesvínicas,ya quepermitecaracterizarla cepa

de 5. cerevisiaeinoculadaen forma de “levadurasecaactiva” y distinguirla de las cepas

naturalespresentesdurantelas primerasetapas(Querol mt aL, 1992ay b). Medianteeste
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tipo de análisis basadosen el polimorfismo a nivel de ADN, tanto nuclear como

mitocondrial,sepuedeseleccionarunacepade 5. cerevisiaecapazde producirvinos de alta

calidadcomoresultadode fermentacionescontroladas(Querol et aL, 1992b y c).

De la misma manera,se ha abordadoel estudio de las comparacionesde ARN

ribosómico(ARNr) y de suADN molde (ADNr), medianteanálisisde reasociación,RFLP

y secuenciación(White et aL, 1990; Kurtzman, 1994; Kurtzmany Blanz, 1998). Tales

técnicas se han aplicado al estudio sistemático de levaduras’ pertenecientesa los

ascomicetosy basidiomicetos(Kurtzman,1993;Cai etaL, 1996; Kurtzmany Blanz, 1998;

Esteve-Zardosoea’ aL, 1999).Comoejemplosde levadurascontaminantesde alimentosen

que se han utilizado estos métodos, cabe mencionar los estudios acerca de las

interrelacionesentreespeciesdel géneroZygosaccharomyces,su diferenciaciónentresí y

con especiesmuy cercanasfilogenéticamentedel géneroTorulaspora (Jameset al., 1994,

1996),Saccharomyces(James,1997) o Kluyveromyces(Cai, 1997; Belloch, 1998).

1.4.1.- Esporulación

Dentro de los caracteresmorfológicosque seconsiderana la hora de identificar

levaduras,la observaciónde esporassexualeses especialmenteimportante,en particular

cuandola identificaciónselleva a cabomedianteunaclave dicotómica.Sin embargo,esta

observaciónde esporassexualessueleserproblemática,ya queexistencepasde levaduras

queesporulancon dificultad, incluso en muchasocasionesno seconsiguela deteccióndel

estadoperfectoaún cuandola levadurahayasido identificada,medianteotros caracteres

morfológicos y fisiológicos, dentro de una especieque poseedicho estado.El estado

perfectoo teleomorfocorrespondea la forma sexual, mientrasque sedenominaestado

imperfectoo anamorfoal estadoasexual(van derWalt, 1987). Ambos estados,sexualy

asexual,reciben diferentesnombres,pero la identificación de una levadurasuelehacer

referenciaal nombredel estadoperfecto,que es el querecogenlas principalesclavesde

identificación(Davenport, 1981).aúncuandono sehayanobservadoesporas.En general,

la deteccióndel estadosexualy las esporasrequierela observaciónmicroscópicade células

crecidasen diferentesmediosde esporulaciónduranteperíodosva4ablesde tiempo (Deak

y Beuchat,1996).
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Las levaduras,en funcióndel tipo de estructuraselaboradasquedesarrollenparasu

reproducciónsexual,seagrupanen:

- Ascomicetos:forman ascascomo estructurasreproductivascon esporasen su

interior.

- Basidiomicetos:forman basidios,que son estructurasmás elaboradasque las

ascas,parasu reproducción,en los que las esporasson exógenas.

Existe un tercer grupo de levadurasque no poseenreproducción sexual y se

denominandeuteromicetos.

Las células de levadura que contienenascosporasse distinguen de las células

vegetativaspor la presenciade corpúsculosfirmes de formas definidas,en un número

generalmenteentreuna y cuatro,y que puedentenerparedesgruesas,lisas, rugosas.etc.

y formas diversas(Davenport,1981; Deak y Beuchat,1996).

En los ascomicetos,sepuedeformar el ascaen el medio de esporulaciónpor un

cambioen la célulavegetativa,o la esporulaciónpuedeserprecedidaporconjugaciónde

doscélulaso de una célulacon una yemaque se fusionan y seconviertenen un zigoto

dondeseproducela fusión nuclear(Kreger-vanRij, 1987; Deaky Beuchat, 1996).

Uno de los factoresque controlanla esporulaciónesla existenciadel locus MAT,

que en S. cerevisiaeseencuentraen el cromosomaIII, con dosposiblesalelos,a y a, lo

quedeterminalaexistenciaa suvez de dosinating-type,ay a. Laesporulacióntiene lugar

normalmenteen células diploidesheterozigóticasde genotipoMAT CL/MAT a (Freesemt

aL, 1982; Miller, 1989; Suizu et al., 1995).Cuandoes necesariala conjugaciónde dos

célulashaploides,cadauna debeserde un mating-type.

Si las esporasseformana partir de una célulahaploidetras su diploidización,se

dice que la levaduraesbomotálica;cuandoes necesariaunacombinaciónde células de

distinto mating-type,es decir, a y a, para la esporulación,la levaduraes beterotálica

(Kreger-vanRij, 1987; Deaky Beuchat,1996).

24



¡ L - Introducción

La formaciónde ascosporasen levadurasesuno de los dosprogramasde desarrollo

que puede seguir la célula (Miller, 1989; Codón a al., 1995), dependiendode las

condicionesdel entorno.En condicionesfavorablesparael desarrollocelular, la gemación

es la forma de reproducciónmás frecuente, pero en condiciones adversas,como el

agotamientodel medioy la entradaen faseestacionariadel cultivo, algunascélulaspueden

presentarla capacidaddeesporular(Bermejo. 1989).Así, enun mediocompleto,el núcleo

diploide sufrirá una mitosis que precedea la gemaciónde la célula, mientrasque en

condicionesde limitación de nutrientesseproducela meiosis(Freeseet al., 1982;Miller,

1989; Codónet aL, 1995; Suizu a al., 1995), seguidanormalmentede la producciónde

ascosporas.El programameióticoesen esenciauna modificaciónde un programamitótico,

enquelas célulassigueninducidasgeneralmentepor la escasezde nutrientesen el medio

(Wheals,1987).

El procedimientoparainducir la esporulaciónconstade dós etapas:en la primera

de ellassecultiva la levaduraen un mediode preesporulación,queesun medio rico en

fuente de carbono (glucosa)y con suficiente fuente de nitróge~o, para conseguir un

crecimientovegetativoabundante.A continuación,las células se transfierena un medio

pobreen glucosa,el cual constituyeel mediode esporulación(Bermejo, 1989; Miller,

1989; Codón et al., 1995),ya que en estascondicionesadversasde crecimientoes mas

probablequelas célulasde levaduraesporulen.

Ademásde la limitación de fuentede carbonometabolizable,en la inducciónde la

esporulacióninfluyen otros factorescomo la temperaturade incubación, la presenciade

oxígenoo la composicióny pH del medio. La formaciónde ascosporassefavorececon la

incubacióna50C pordebajodela temperaturaóptimaparael crecimientovegetativo,como

se ha comprobadoen Debaryomyceshansenii (van der Walt y Yarow, 1984) o £

cerevisiae(Codón et aL, 1995). Asimismo, la amplia disponibilidadde oxígeno favorece

la esporulación,mientras que la elevadapresenciade CO
2 la reprime (Bermejo, 1989;

Miller, 1989). Ademásdel acetato,conocidoinductorde la esporulación,la presenciaen

el medio de ciertoscationescomoCat Na~o Mg~ estlinulala esporulación,mientrasque

la presenciade amonio o la adición de extractode levadurala reprimen (Freeseea’ al..

1982; Bermejo, 1989; Miller, 1989).El pH adecuadoparala espol-ulaciónescercanoa la
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neutralidado alcalino (Bermejo, 1989; Miller, 1989; Suizu et ql., 1995). Por último,

tambiénseha indicado(Bermejo, 1989; Codón et aL, 1995)que las levadurasesporulan

preferentementeen el medio líquido queen los correspondientesmediossólidos de rutina.

A pesar de conocerla influencia general de todos estés factores, cada cepa

esporógenaes afectadade formaparticular, incluso no sellega a observarformaciónde

ascosporas,por lo que no sepuededefinir un medio óptimo de esporulación.
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El presentetrabajo forma partede un Proyectode Investigaciónfinanciadopor la

Comunidad Europea, titulado ‘Levaduras contaminantesde ‘alimentos y bebidas:

caracterizacióny ecologíaparala mejorade su diagnósticoy control” (1993-1996),en el

quehanparticipadoademásdiversosgruposde investigaciónde Portugal,Holanday Reino

Unido. El objetivo fundamentalde esteProyectoha sido la caracteri~aciónde las cepasmás

relevantesde levadurascontaminantesde alimentosy bebidasdesdeun punto de vista

fisiológico, ecológicoy molecular,a fin de mejorarsuaislamientodiferencialy desarrollar

métodosrápidos y sensiblespara su deteccióne identificación. La aplicación de esta

tecnologíapretendereducirlas pérdidaseconómicasdebidasa las levadurascontaminantes

en industriasalimentarias,pérdidasque se han incrementadoen los últimos añoscomo

resultadode la tendenciaa disminuir las dosis de conservantesy a la aplicación de

tratamientosde conservaciónmenosseveros.

La aplicabilidadde los resultadosobtenidossedirige fundamentalmentea industrias

productorasde alimentosy bebidassusceptiblesdealteraciónporlei’aduras.Porello, varias

empresasmostraronapoyoe interéspor el Proyecto,convirtiéndoseen el llamado“grupo

de usuarios”, integrado por empresaspertenecientesa los paí~es participantesen el

Proyecto.Entre las empresasespañolas,haparticipadouna importanteindustriaespañola

de turronesy mazapanes,con la cualla colaboraciónsehabíainiciádoanteriormentea raiz

de la aparición de una alteraciónen algunosde sus productos.Esta alteraciónconsiste

básicamenteen un olor de fondo definidocomo a “petróleo”, y queprovocael rechazode

los productospor partede los consumidores.A partir de los productosprocedentesde

devolución serealizó un estudiomicrobiológicogeneralqueincluía recuentosde mohos,

levadurasy variosgruposde bacterias,y uno másdetalladoquepermitióaislare identificar

unalevaduracomoagenteresponsablede la alteración.Dicho trabajodio lugara la Tesina

de Licenciaturatitulada “Mazapán:microbiologíay alteraciones”(1994).

Como continuaciónde este estudio inicial, y conocida la problemáticade las

industriasde alimentosazucaradosa causade la presenciade levadurastolerantesa

elevadasconcentracionesde azúcar,el trabajohacontinuado,en formade TesisDoctoral,

en colaboracióncon estaempresagraciasala financiaciónde la CICYT (becapredoctoral).

Parala realizaciónde la misma,seha reunidoy analizadoun gran númerode muestrasde

productosaltamenteazucarados.La mayoríahan sido suministradospor estaempresade
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turronesy mazapanes,pudiendodisponerde muestrasalteradas,,muestrassin alterary

materiasprimasempleadasen su fabricación.Tambiénsehanrecogidomuestrasde otros

productosaltamenteazucarados,con o sin alteraciónaparente. ¡

A partir del análisisde estasmuestras,los objetivosconcretosde la Tesisson:

- Estudiostaxonómicos:aislamientoe identificaciónde levadurasy hongoscontaminantes

y/o causantesde deterioro.

- Estudios fisiológicos: investigación de las condicionesen las que se produce el

metabolismoqueconduceal deterioro,y mecanismosimplicadosen esteúltimo.

- Estudiosfísico-químicos:identificaciónde los productosde degradaciónimplicadosen

la alteración.

- Aplicaciones:desarrollode métodosde detecciónrápida de levaduraspotencialmente

peligrosasporsucapacidadde alterarlos alimentos.
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III.- Material y métodos

111.1.-Muestrasy alteraciones

La mayoríade las muestrasanalizadasen estetrabajo correspondena productos

elaboradosa base de mazapán;según la ReglamentaciónTécnico-Sanitariapara la

elaboración,circulacióny comerciode turronesy mazapanes(B.O.E.2 de agostode 1982),

seentiendepor mazapánla masaobtenidapor amasado,con o sin cocción,de unamezcla

de almendrascrudaspeladasy molidas,con azúcaresen susdistintas clasesy derivados.

Para la fabricación del mismo, la almendra pelada, blanqueaday picada es

dosificadaautomáticamentey depositadaen una mezcladorajunto con aproximadamente

la misma cantidad de azúcar(sacarosa).Una fórmula típica sería(plp): almendra50%,

azúcar38%,azúcarinvertido 2%,agua10%.En estamismamezcladoraseañaden,también

dosificadosautomáticamente,los distintosaditivos,fundamentalmenteácidocítrico como

acidulante,en cantidadde acuerdocon BuenaPrácticade Fabricación(BPF), y ácido

sórbico como conservante,en concentraciónde 1 g/L, resultandoun pH final de

aproximadamente5,5. Tras la mezcla,estapastaheterogéneapasaconsecutivamentepor

dos refinadorashastaque adquiereuna textura homogénea.Actualmente, la pastaes

sometidaa un tratamientotérmico,equivalentea una pasterización,medianteinyección

directade vaporenun recipientecerrado,trasel cual lamasareciéncalentadasealmacena

en contenedoresy se dejareposardurante48 horasantesde su manufactura.

Otros ingredientesque intervienen en la composición de algunos productos

derivadosdel mazapánson:

- Yemaconfitada:yemade huevomásazúcar.

- Boniato confitado:boniato másazúcar.

- Fruta confitada:frutas variadascocidasenjarabede glucosa.

- Azúcarinvertido: mezclaequimolecularde glucosay fructosa(Ranken,1993).

Se puedesustituir por jarabede glucosa,obtenido porhidrólisis enzimáticadel

almidón de maíz, cuya composición,en % en pesoseco,es la siguiente:glucosa,

28%; maltosa,29%; fructosa,9%; maltotriosa,14%; otros polisacáridos,20%.
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A partir de estos ingredientesse fabrican distintas variedadesde mazapán.Las

analizadasen estetrabajohan sido las siguientes:

- Figuritas de mazapán: masade mazapántroquelada y horneada.

- Pan de Cádiz: Masa de mazapán horneada en forma de pan, con tres capas

interioresde relleno, alternandoboniato y yemaconfitados.

- Pastelesde yema: masade mazapánen forma de huevo, con relleno de yema

confitada,y horneadoligero.

- Pastelesde gloria: como los pastelesde yemapero con relleno de boniato

confitado.

- Pastade almendra: mezclaa panesigualesde pastacrudade mazapány azúcar

en polvo, a la que seañadeagua,obteniendounaconcentraciónfinal del 66% (p/p)

de azúcar.

- Turróndefrutas:masade mazapán,con trozosde frutasconfitadasdistribuidos

al azaren suinterior, y cortadaen forma de tabletasde turrón.

- Marquesas: mezcla de masade mazapáncon huevosenterosy almidón de trigo,

con batido y cocción; la texturafinal esesponjosa.

Lamayoríade lasmuestrasanalizadaspresentabanunaalteracióncaracterística,que

consistíaen la apariciónde un olor intensodefinido comoa “petróleo”, acompañadoen

ocasionesde un marcadoreblandecimientode la texturay/o del hinchamientodel envase.

En la Fotografía1 semuestrael abombamientode uno de estosenvasesindividuales.

En las muestrasde pastade almendra,lo máscaracterísticode la alteración,además

del olor a “petróleo” y el hinchamientode algunos envases,es lo que muestranlas

Fotografías2 y 3: el reblandecimientode la textura se presentaen este caso como

licuefacciones puntuales y circulares, en cuyo centro queda un punto de pasta

aparentementesin alterar, distribuidasal azarpor la superficiey el interior de las piezas.

32



.a.4 . 1~

¡It- Material y métodos

Fotografía 1.- Pastelesde yema. A la izquierda apareceuna muestrasin alterar, y a

la derechauna alterada. Sepuedeobservarel abombandentodel envasede la muestra

alterada.

FotograMa 2.- En el producto de la derechasepuedeobservar también el hichamiento

del envase,ademásde la licuación puntual que se muestra con más detalle en la

Fotografía 3.
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Además de las muestras de productos finales derivados de mazapán,seanalizaron

las distintasmateriasprimasy productosintermediosutilizadosparala elaboracióndc los

primeros.La mayoríade las muestrasde productosde mazapánfueron suministradaspor

una importante empresa fabricante, y el resto esde procedenciadiversa.

El resto de muestras analizadas correspondieron a otros alimentos altamente

azucaradosde distinto origen, con alteración aparente o no:

- Mermelada de albaricoque.

- Bolitas de coco:coco confitado.

- Yemas: bolitas de yema de huevo confitada.

- Cerealesrellenos: centro de uvas pasas, rodeada de fibras de cereales.

- Miel.

Todas las muestrasanalizadas sedescriben en las Tablas 4 a 6.

Fotografía 3.- Barras depasta de almendra, con visible alteración en la superficie. En

el producto de la izquierda, la textura aparecetotalmentelicuada; en el de la derecha,

la licuación ha tenido lugar en forma de círculos de aproximadamente 1 cm de

diámetro, con un punto central de textura aparentementesin alterar.
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111.2.-Aislamiento de microorganismos

Unavezregistradasy clasificadaslas muestras,sepesóunacantidadrepresentativa,

5 g, en condiciones asépticasy por duplicado, de cadauna. Una de las porcionesse

homogeneizóen 50 mL de YMB (YeastMorphologyBroth, ver Apéndice1), quecontiene

1% de glucosa.La otra porción de cadamuestrase homogeneizóen 50 mL de YMB

suplementadocon glucosahasta 330 g/L (Golden y Beuchat, 1990, 1992b), que se

simbolizarácomo YMBG.

Unavezhomogeneizadala muestra,apartir de cadamatrazserealizó unaprimera

siembraen superficie,medianteasade siembra,en placascon YMA (YeastMorphology

Agar. ver Apéndice 1), que se incubaron a 280C durante 7 días. Este método de

recuperaciónde microorganismosconstituye,paraestetrabajo, el aislamientodirecto.

Las muestras,homogeneizadasen sus respectivosmedioslíquidos,semantuvieron

en incubacióndurante30 díasa 280C. Esteperíodocorrespondealenriquecimientode las

muestras.De cadamatrazserealizaronsucesivosaislamientosa las 72 horas(El), 10 días

(E2), 20 días (E3) y 30 días(E4) en placasde YMA queseincubaronigualmentea 280C

durante 7 días.

De cadauna de las placas,tanto las correspondientesal aislamientodirectocomo

las de los sucesivosaislamientosde los mediosde enriquecimiento,seseleccionarontodas

aquellascolonias de levadurasy hongos filamentososque presentabanuna morfología

distintaentresí. Unavezrealizadoun agotamientode asade cadacoloniaelegida,a partir

de una de las coloniasaisladasse sembróun tubo de agar inclinado, cadauno de ellos

constituyendoun cultivo puro.

35



111.-Materialy métodos

Tabla 4.- Muestras analizadas de mazapán y productos derivados

N0 de
muestra Descripción

Campaña
Alteración año

fabricación!
anáusis

Mi-MS Pastelesde yema

M6-MXO Pastelesde gloria

Mli

Mil-a

Mii -b

Mil -c

Mll-d

Pan de Cádiz

Reblandecimiento,olor a
“petróleo”, gasenenvase

Reblandecimiento,olor a
“petróleo”

Reblandecimiento,olor a
“petróleo”, gasen envase

Rellenosuperior

Relleno intermedio

Rellenoinferior

Basemazapán

Pastelesde yema
Reblandecimiento,olor a
“petróleo”, gasen envase

M13-i5 Pastelesde yema

Pastelesde yema

Pan deCádiz

Figuritas mazapán

Pan de Cádiz

Pastelesde yema

Pastelesde gloria

Pastadealmendra

Marquesas

Turrón de frutas

Marquesas

Reblandecimiento,olor a
“petróleo”, gasen envase

Mohosoen superficie

Licuefacciónpuntual, olor
a ‘petróleo”, gasenenvase

Olor a “petróleo”

Olor a “petróleo”

Olor a “petróleo”

- — no alteraciónaparente.

1992/94

1992/94

1995

M12

Mi6

M17

M28

M29

M30

M3 1

M32,
M33

M34

M35

M36

1995

1995

1995

1996

1996

1996

1996

1996

1996

i 995

i996

1997
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Tabla 5.- Muestras analizadas de materias primas y productos intermedios de

mazapán

Descripción Alteración

Yemaconfitada

Boniato confitado

Masarecién “pasterizada”

Masatras reposode 48 h

Almendravariedad“colorada”

Almendravariedad“planeta”

Azúcarrefinado

Azúcarrefinado

Azúcar refinado

Azúcarrefinado

Campaña fabricación!
año análisis

1996

1996

1996

1996

1996

1996

1997

1997

1997

1997

— no alteración aparente.

Tabla 6.- Muestras analizadas de otros productos altamente azucarados

N0 de D~rición
muestra

Alteración Campaña fabricación!
año análisis

M37 Mermeladade

albaricoque

Licuefacción,gas 1997

M38 Miel paraturrón 1997

M39 Miel Turbidez 1997

M40 Bolitas de coco Sabora “queso” 1995/96

M41 Yemas Mohosas 1995/96

M42 Cerealescon pasas Gasen envase 1998

— no alteraciónaparente.
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M2 1
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111.3.-Mantenimientode las cepas

Las cepasde levadurassemantuvieronen tubos de YMA (Barnettea’ aL, 1990) a

200C duranteel período de experimentacióny se resembraroncada seis meses.El

mantenimientoen un mediocon glucosacomoúnicafuentede carbonoreduceel riesgode

cambiosen las característicasdel crecimientoy la fermentación(Yarrow, 1998). Estas

cepasseconservarontambiéna -200C con glicerol al 15% comocrioprotector.

Los hongostambiénseconservaronen agarinclinadoa 200C,pero en estecasoel

medio de elecciónfue PDA (Potato DextroseAgar) (ver Apéndice 1). Las cepasse

conservarontambiéna -200C de la forma descritaparalas levaduras.

IH.4.- Identificación de levaduras

Las levadurasse identificaron mediantemétodosclásico& descritospor Lodder

(1970) y van der Walt y Yarrow (1984), recopiladoscomo manualpor Barnett et al.

(1990),basadosen los caracteresmorfológicosy fisiológicos resumidosen la Tabla 7.

- La macromorfologíao morfologíade las coloniasseestudióen YMA a simple

vista o con ayudade unalupa (Nikon), observandocaracterescomoel borde y la sección

transversal,la morfologíadel margen,el tipo de superficie,el brillo, la forma, la textura

y la elevación.Otroscaracteres,como formaciónde sedimento,velo, anillo o islotes, se

estudiaronen medio líquido (YMB).

- La micromorfología y el tipo de reproducción vegetativa se estudiaron

microscópicamente-con un microscopioZeiss-en cultivos de 24-48horasen medio líquido

(YMB>, describiéndosela formacelular, y el tipo de reproducción.
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Tabla 7.- Caracteresestudiadosen la identificación de levaduras

Caracteresmorfológicos

Macromorfología morfologíade la colonia

Micromorfología morfología celularen medio líquido

Tipo de reproducción
vegetativa

gemacióno fisión

Filamentación formaciónde pseudomicelioo micelio verdadero

Esporulación formación,númeroy tipo de esporas

Caracteresfisiológicos

Fermentaciónde azúcares

Asimilaciónde compuestos
carbonadoscomoúnica
fuentede carbono

D-glucosa,D-galactosa,maltosa,metil-a-D-glucósido,
sacarosa,a,a-trealosa,melibiosa,lactosa,celobiosa.
melicitosa,rafinosa ¡

D-glucosa,D-galactosa,L-sorbosa,D-glucosamina,D-
ribosa,D-xilosa, L-arabinosa,D-arabinosa,L-ramnosa,
sacarosa,maltosa,a,a-trealosa,metil-cz-D-glucósido.
celobiosa,salicina,melibiosa,lactosa,rafinosa,
melicitosa, inulina, almidón, glicerol, eritritol, ribitol,
xilitol, D-glucitol, D-manitol, galactitol,mio-inositol,
D-glucono-1,5-lactona,2-ceto-D-gluconato,D-
gluconato,D-glucuronato,D-galacturonato,DL-lactato,
succinato,citrato, metanol,etanol; 1,2-propanodiol,
2,3-butanodiol

Hidrólisis de arburina

Asimilaciónde compuestos
nitrogenadoscomoúnica
fluentede nitrógeno

nitrato, nitrito,
creatinina

etilamina,L-lisina, cadaverina,creatina,

Crecimientoen ausenciade
vitaminas

Crecimientoa distintas
temperaturas

Toleranciaa cicloheximida

Crecimientoen distintas
concentracionesde glucosa

Hidrólisis de urea

25, 30, 35, 37, 400C

0,01, 0,1%

50, 60% (p/p)
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- Parala observaciónde la filanientación seutilizó la técnicade Dalmau. El medio,

Corn Meal Agar (ver Apéndice1) se virtió en placaspetri de 55 mm 0 y una vezsólido

la levaduraseinoculó realizandounaincisión centralcon el asadesiembra.A continuación

sedepositóencimade la incisión un cubreobjetosestéril y las placasseincubarona 280C

hastatres semanas.Semanalmenteserealizóunaobservaciónmicroscópicasin levantarel

cubreobjetos,anotándosela ausenciade filamentos,pseudomiceliosimple o elaboradoo

micelio verdadero.

- El estudiode la esporulaciónsedescribirá con detalle en el Apartado 111.4.1.

- Para la fermentaciónde carbohidratos,el medio base (ver Apéndice 1) se

distribuyóa razónde 2 mL en tubos de fermentación(160mm x 10 mm 0) en los quese

introdujo una campanaDurhaminvertida. Las fuentesde carbohidratosseprepararonen

concentracionesde 60 gIL en aguadestilada,exceptola rafinosa,de la que seprepararon

120 g/L, y seesterilizaronpor filtración. De cadasoluciónconcentradaseañadió1 mL a

los tubos que conteniánel medio base,resultandounaconcentraciónfinal de 20 gIL de

cadaazúcar(40 gIL parala rafinosa).

Los tubos se inocularon con 0,1 mL de una suspensióndensa(6 de la escala

McFarland,=io~células/mL)enaguade uncultivo de la levadurade 24-48horasen YMA,

y se incubarona 280C hasta21 días. Se considerócomopruebapositiva la presenciade

ácido (viraje del indicadorde color verdea amarillo) junto con la presenciade gasen la

campana,siendo retrasada(D = delayed) cuando esto sucediódespuésde la segunda

semanade incubación,y débil (W = weak) si el gasocupabamenosde 1/3 del volumen

de la campana.

- Parala asimilación de compuestoscarbonadossedispuso una batería de tubos

(180 mm x 16 mm 0) conteniendo4,5 mL de aguadestiladaestéril. Las fuentes de

carbonose prepararona una concentraciónde 50 gIL en YNB (YeastNitrogen Base)

exceptola rafinosa,de la que seprepararon100 g/L, y los alcoholesmetanol,etanol, 1,2-

propanodioly 2,3-butanodiol,40 gIL; las fuentesde ácidosorgánicos2-ceto-D-gluconato,

D-gluconato,D-glucuronato,D-galacturonato,DL-lactato,succinatoy citrato seajustaron
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a pH 5,5. Todaslas fuentesseesterilizaronpor filtración y seañadierona susrespectivos

tubos de agua a razón de 0,5 mL cadauna, resultandouna concentraciónfinal del

compuestodiezvecesdiluida respectoa la fuente.Se incluyó ademásun control negativo

de crecimiento,añadiendoa uno de los tubos0,5 mL de YNB sin fuentede carbono,y se

considerócontrol positivo el tubo que contieneglucosacomo fuentede carbono.

Los tubos seinocularoncon 0,1 mL de una suspensióndiluida (0,5 de la escala

McFarland,,4Q6células/mL)enaguade un cultivo de la levadurade 24-48horasen YMA,

y se incubarona 280C hasta21 días. La observaciónde crecimientopor aparición de

turbidezseconsideróun resultadopositivo.

- Lahidrólisisdearbutinaseestudióenmedio de cultivo sólido (ver Apéndice1).

En la escisióndel compuesto,la hidroxiquinonaliberadareaccionacon las salesférricas

presentesenel medio, dandolugar a un compuestoque confiereal medio un color marrón

oscuro.

El medio se inoculó con una gota de una suspensióndensa(~‘6 de la escala

McFarland)en aguade un cultivo de la levadurade 24-48horasen YMA, y se incubó a

280C hasta15 días.

- Parala asimilación de compuestosnitrogenadosseprocediócomoen el casode

compuestosde carbono, utilizando como medio base para las fuentes y para el control

negativoYCB (YeastCarbonBase).La concentraciónde los compuestosen las fuentesfue,

en g/L, la siguiente:nitrato 7,8; nitrito 2,6; etilamina6,4; L-lisina 5,6; cadaverina 6,8; y

creatina y creatinina 6,0. La inoculación, incubación y lectura de las pruebas fue similar

a las descritas para la asimilación de fuentes de carbono.

- El crecimiento en ausenciade vitaminas secomprobó inoculando un tubo con

5 mL del medio baseindicado en el Apéndice 1 con 0,1 mL de la suspensióndiluida de la

levadura. La incubación y lectura serealizó como en el casode las asimilaciones.
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- Paraestudiarel crecimientoa distintastemperaturas, seinocularon, a partir de

la mismasuspensióndiluida (0,5de Mc Farland)con la quesesiembranlas asimilaciones,

tubos conteniendo5 mL de YMB, incubándoseacontinuaciónalas temperaturaselegidas

durante4 días.El crecimientosedetectópor la apariciónde turbidezabundante.

- La resistenciaa la cicloheximidase estudióinoculando,a partir de la misma

suspensióndiluida con la que se sembraronlas asimilaciones,dos tubos con 5 mL de

medio (ver Apéndice 1) conteniendo,respectivamente,0,1 y 1 g/L del compuesto.La

lecturaserealizócomo en el casode las asimilaciones.

- El crecimientoen 50 y 60% (p/p) de glucosa,o crecimientoen medioscon

elevadapresiónosmótica,seestudióen mediossólidos con las referidasconcentraciones

de azúcar,cuyacomposiciónseespecificaen el Apéndice1. Las placasseinocularoncon

gotas de la suspensióndensa(6 de McFarland)de la levaduray se incubarona 280C

durantedos semanas,sellandola placaparaevitar la evaporaciónde agua.

- La hidrólisis de urea seestudió sembrandocon una gota de la suspensióndensa

(6 de McFarland) de la levadura una placa agar urea de Christenseh (ver Apéndice 1), que

se incubó a 280C durante un máximo de dos semanas. La ureasa, en caso de que la

levadura poseaestaenzima,catalizala escisiónde ureaen amoniacoy carbamato;este

último seautohidroliza para dar ácido carbónico y otra moléculade amoniaco. La reacción

global conducea un incremento en el pH, que provoca un viraje del indicador de su forma

ácida(amarilla) a básica(rosaintenso).

111.4.1.- Esporulación

Parael estudiode los caracteresde la reproducciónsexual-formaciónde zigotos,

ascasy ascosporas-,se realizó un estudiomás amplio que el descritoen los métodos

tradicionalesde identificaciónde levaduras,debidoala dificultadconocidade observación

de esporasen determinadasespeciesde levaduras.Paraello, se seleccionarondiversos

medios de cultivo con objeto de determinarlas condicionesmás adecuadaspara la

esporulaciónde las cepasde levaduraincluidas enestetrabajo.
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Los medios de presporulaciónempleados,cuya composiciónse detalla en el

Apéndice1, fueronlos siguientes(seincluyen las notacionesabreviadasque seemplearán

en apartadosposteriores):

- YeastMorphologyAgar = YMA, o YeastMorphologyBroth = YMB (Bamettet

aL, 1990).

- PRE-l (Codónet aL, 1995).

- PRE-2 (Codónet aL, 1995).

Los mediosdeesporulación,de composicióndetallada en el Apéndice 1, fueron los

siguientes:

• Medios sembradosa partir de YMA (en sólido) o YMB (en líquido):

- YMA o YMB.

- YMA o YMB con 20 gIL de NaCí = 2% NaCí (Barnettet aL, 1990; Davenport,

1980)

- Agaro caldode extractode levadura,glucosay peptona(Yeastexa’ract- Glucose-

Peptone)= YEGP (Barnettet al., 1990)

- Agar o caldoextractode malta = EM (Barnettea’ al., 1990).

- Agar de patataglucosado= PDA (Barnettet aL, 1990).

- Agar o caldode Gorodkowa= GOR (Barnettet aL, 1990).

- Agar o caldoV-8 (8 vegetales)= VS (Barnettetal., 1990).

- Agar o caldoV-8 diluido 10 veces= VS/lO (Giménez-Jurado,O., comunicación

personal).

- Agar de Levine con eosinay azul de metileno= EMB (Davenport,1980).

- Agar o caldocon manitol y acetato= MAc (Davenport,1980).

- Agar o caldo acetatode Fowell = AA-l (Miller, 1989; Barnettet al., 1990).

- Agar o caldoacetatode Kleyn = AA-2 (Miller, 1989).

- Agar o caldoacetatode McClary = AA-3 (Miller, 1989; Barnett ea’ al., 1990).

- Agarinfusiónde maíz(CornMealAgar) = CMA (Davenport,1981;Barnettetal.,

1990).

• Medio sembradoa partir de PRE-1:

- SPO-1 (Codón et aL, 1995).
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• Medio sembradoa partir de PRE-2:

-SPO-2 (Codón ea’ aL, 1995).

A partir de cultivos de 48-72h de cadacepaaensayar,las levadurasseinocularon

medianteasade siembraen los mediosde presporulación,en forma líquida y sólida. Los

tubos y placasse incubarondurante48-72 h a 280C para recoger las cepasen fase

estacionariatemprana(Codón ea’ aL, 1995) y transferiríasa sus respectivosmediosde

esporulación,inoculandolos sólidos a partir de las placasy los líquidos a partir de los

tubos.El medio CMA sesembrómediantela técnicade Dalmau,realizandocon el asade

siembracargadaunaincisión centralenel agary depositandosobreella acontinuaciónun

cubreobjetosestéril.

La incubaciónde los mediosde esporulaciónserealizóaunatemperaturasubóptima

de 200C (van derWalt y Yarrow, 1984; Barnettet aL, 1990; CodÓn ea’ al., 1995).

La observaciónmicroscópicade los cultivos en los mediosde esporulación,excepto

CMA, serealizó al cabode 3, 7, 21, 28 días,y a las 6 semanas(van der Walt y Yarrow,

1984; Barnett ea’ aL, 1990; Codón ea’ aL, 1995). De los cultivos en CMA serealizó una

única observacióndespuésde 6 semanasde incubación, levantandoel cubreobjetosy

tomandouna muestracon el asade siembrade la zonadel cultiVo cercanaal borde del

cubreobjetos,dondeesmásprobablequetengalugar laesporulación(Barnettea’ al., 1990).

La observaciónserealizó mediantepreparacionesen fresco,observandocon 400 y 1000

aumentos.

111.5.- Identificación de honeosfilamentosos

Parala identificaciónpresuntivade las cepasde hongosfilamentososa nivel de

género,segúnel método descritopor von Aa (1981), se realizó una resiembrade las

mismasenplacasde agarextractode malta o MEA (ver Apéndice1), que se incubarona

250C durantecinco días. Tras el periodo de incubación,se llevó a cabo una primera

observacióndirecta de las placas, así como una observación¡ microscópicade una

preparacióndecadacepa.
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Las especiesdelgéneroAspergillussedistinguenporla preSenciade unaestructura

característica,el aspergilo,que constade unavesículaglobosacu»iertade al menosuna

capade flélides (célulasalargadas),a partir de lascualesseformanlasesporasasexuales,

llamadasconidios. La vesículanacede un largo filamentodenominadoestipe.

Por su parte,la característicadistintivadel géneroPenicillium esla formación de

conidiosen cadenaa partir de verticilos o fiálides, que sedisponendando lugar a una

estructuracaracterísticaen formade pinceldenominadaporello penicilio. En el penicilio,

a diferenciadel aspergilo,las fiálides surgendirectamentedel estipé,o de unascélulas

soportequeconstituyenla médulay las ramas.En algunasespecies,entrela médulay las

ramasexistenlas rámulas.Se denominapenicilio a la estructuracompletasoportadapor

el estipe;laestructuraincluyendoel estipeesel conidióforo,y el conidióforosurgede una

hifa fértil.

111.5.1.-IdentificacióndeAspergillus

La identificación de las especiesdeAspergillusse llevó a cabosegúnel sistema

propuestopor Klich y Pitt (1988),basadoenel crecimientosobre’tres mediosde cultivo

y la incubacióndurantesietedíasa dos temperaturasdistintas.

Los mediosempleados,cuya composiciónsedetalla en el Apéndice1, fueron los

siguientes:

- AgarCzapekextractode levadura(CzapekYeastExtractAgar) = CYA.

- Agarextractode malta (Mala’ ExtractAgar) = MEA.

- CYA con 200 gIL (20% p/v) sacarosa= CY2OS.

Las cepasa identificar seresembraronen MEA y seincubarona 250C durante3

días. A partir de estecultivo sesembrarondosplacasdel medio CYA, una de las cuales

seincubó a 250C y la otra a 370C. De los mediosMEA y CY2OS, sesembróuna única

placay se incubó a 250C.
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La siembrase realizó inoculandoen tres puntos equidistantesdel centro y de los

bordesde la placa, y entre sí. Paraevitar la dispersiónde las esporas,que daríanlugar a

coloniasindependientesfuera de los puntoselegidos,las placasseinocularon,con asa de

de siembra,apartir de unasuspensiónde esporasen unasolucióndeTween80 (Fluka) de

0,5 g/L en aguadestilada.Tras el períodode incubación,seprocedióa la observaciónde

los siguientescaracteres:

a) Caracteresmacroscópicos:

- Diámetrode las colonias:medidaen mm porel reversode la placa.De la placa

correspondientea cadamedio seregistró el valor medio del diámetrode las tres

colonias.

- Color de los conidiosy del micelio.

- Presenciay color del exudado(gotasen la superficiede la colonia).

- Color del agar bajo la colonia (reversode la placa) y/o del agar circundante

(pigmentosoluble).

- Presencia,profundidady texturade los surcosen la colonia.

b) Caracteresmicroscópicos:parala observaciónmicroscópica,sepreparó

una muestraen portaobjetosdepositando,sobreuna gota de Tween 80 al 0,05%,

unaporcióndel micelio del hongocrecidoen CYA recogidacon agujade siembra.

Se examinaron:

- Formay tamañode las vesículas,médula, fiálides y conidios.

- Texturade la superficiede los conidios.

- Longitud, grosorde la pared,color y texturade la superficiedel estipe.

- Aspergilo uniseriado(sólo fiálides), biseriado(médula y fiálides) o mezclade

ambos.

- Disposicióncolumnaro radial de los conidiosenel aspergilo.

111.5.2.-Identificación de Penicillium

La identificación de lasespeciesde Penicillium sellevó a’ cabosegúnel sistema

propuestopor Pitt (1991), basadoen el crecimientosobretres medios de cultivo y la

incubacióndurantesietedíasa tres temperaturasdistintas.Como referenciaseutilizó el

atlasy manualde Ramírez(1982).
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Los mediosempleados,cuyacomposiciónsedetallaenel Apéndice1, fueron los

siguientes:

- AgarCzapekextractode levadura(CzapekYeasiExtractAgar) = CYA.

- Agarextractode malta (Malt Extraca’Agar) = MEA.

- Agarnitrato glicerol al 25% (25% GlycerolNitrate Agar) = G25N.

Las cepasa identificar seresembraronen MEA y se incubarona 250C durante3

días.A partir de estecultivo sesembrarontresplacasdelmedio CYA, incubandocadauna

a unatemperatura:5, 25 y 370C. De los mediosMEA y G25N. sesembróunaúnicaplaca

y seincubóa 250C.

La siembraen MEA y CYA 250C se realizó inoculandoen tres puntos,tal como

se detalló en el Apartado 111.5.1. El resto de las placasse inocularon en dos puntos

equidistantesentresí y del bordede la placa.Parala inoculaciónseempleóunasuspensión

de esporascuyapreparacióntambiénsehadescritoenel Apanado111.5.1.Trasel período

de incubación,seprocedióa la observaciónde los siguientescaraéteres:

a) Caracteresmacroscópicos:

- Diámetro de las colonias: la medidasellevó a cabocomo se ha descritopara

Aspergillus.

- Característicasde las colonias:pigmentación,exudado,textura, estriación,grado

de esporulacióny disposiciónde los conidios.

b) Caracteres microscópicos: una vez elaborada la preparación

microscópicatal comose ha descritoen el apanadoanterior,seexaminaron:

- Número de ramificaciones en el penicilio: una (monoverticilado), dos

(biverticilado), tres (terverticilado)e inclusocuatro(cuaterverticilado).

- Longitud y forma de las fiálides: ampuliformes(en formade botella) o acerosas

(en forma de aguja).

- Formay tamañode los conidios.

- Texturade la superficiede los estipesy los conidios.
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111.6.-Reproducciónde las alteraciones

111.6.1.-Reproduccióndel olor a “petróleo” ¡

Parala reproduccióndel olor a “petróleo” detectadoen las muestrasde mazapány

derivadosseutilizó unamodificaciónde las condicionesexperimentalesdescritasparatal

fin en un trabajoprevio (Casasea’ al., 1996). El medio experimentalse constituyóde la

siguientemanera:como medio baseseempleóel Caldo Nutritivo n02 (Oxoid), al que se

añadióazúcarde mesa(sacarosa)en proporción1:1 (p:v), resultandouna concentración

final de azúcarde 600 gIL. A estemedio se adicionaron0,5 gIL de sorbatopotásico

(Scharlau),resultandoun pH final de aproximadamente6,3.

Las cepasa ensayarse inocularonen frascosherméticosde vidrio con 50 mL del

medio experimental.Como inóculo se utilizó 1 mL de una suspensiónde turbidez

equivalenteal 6 de McFarland,preparadoa partir de un cultivo de 48-72horasde las cepas

enYMA. La incubaciónsellevó a caboa 280C hastaun total de 30 días.Los resultados

correspondientesacrecimiento,olor a “petróleo” y presenciade gas,seregistraroncada48

horas.

111.6.2.-Reproducciónde las licuefaccionespuntuales

111.6.2.1.-Reproducciónin situ. Para reproducirestaalteración de la textura se

cortaron,en condicionesestériles,porcionestransversalesde aproximadamente1 cm de

anchode muestrasde pastade almendrasin alterar. De cadamicroorganismoaisladoa

partir de estasmuestrasseobtuvoun cultivo de24-48horasy sesembróporduplicadoen

unaporción:en un extremomediantesiembraen masaen superficie,y en el otro extremo

por picaduraen profundidad.Estas porcionesse incubaronindividualmente,en tubos

herméticosde plásticotransparente,a 280C hastaun total de 30 días.

111.6.2.2.-Reproducciónen mediosexperimentales.Puesto que los ingredientes

fundamentalesde la pastade almendrason66%de azúcary prácticamenteel resto (=33%)
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almendra,seprepararonmediosexperimentalescon distintasproporcionesde los mismos,

paradeterminarlascondicionesexperimentalesde reproduccióndel efecto.

Los mediosempleados,cuyacomposicióny métodode preparaciónsedetallanen

el Apéndice1, fueronlos siguientes:

- 66% (plp) sacarosa+ 34% (p/p) ahnendra.

- 1% (p/p) sacarosa+ 99% (plp) alinendra.

- 660 gIL sacarosa+ 5 gIL almendra.

De estosmedios se prepararondos series,una con 1 gIL de sorbatoy otra sin

conservante.

Las placasse sembraron,medianteasade siembra,a partir de cultivos de 24-48

horasde las cepasa ensayar,y se incubarona 280C hastaun total de 60 días.Se realizó

unacomprobaciónvisual de la apariciónde licuefaccióncada2-3 días.

111.7.-Estudio del mecanismode licuefacción

Para estudiarpor separadola posible degradacióny/o utilización de distintos

componentesde la pastade almendra,azúcar (sacarosa)y almendra(grasa,proteínas,

almidón, pectina)se emplearonlos siguientesmedios,cuya composicióny método de

preparaciónsedetallanen el Apéndice1:

a) Medios para detecciónde acidificación/Inversión de azúcar:

- YMA + 660 g/L sacarosa+ indicadoresde pH: azul de bromofenol,rojo congo,

verdede bromocresoly rojo de metilo.

- Chalkagar (Davenport,1981).

b) Medios para detecciónde lipolisis: ¡

- Medio de Gorodkowaparalipolisis (Spencer-Martins,1., comunicaciónpersonal),

con 50 gIL de aceitede almendras.

- Agar tributirina (British StandardsInstitution, 1940)+ 5 g/L glucosa.

- Basede agartributirina + 5 g/L glucosa+ aceitede almendras,sustituyendoéste

a la tributirina.
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c) Medios para detecciónde proteolisis:

- YMA + 10 g/L gelatina.

- Agar de Frazier = agar caseinatocálcico (Merck) + 5 gIL glucosa.

d) Medio para detecciónde amilolisis:

- YMA + 10 gIL almidón.

e) Medio para detecciónde pectinolisis:

- Medio inductor de pectinasa (Cruickshank, 1983)+ 50 gIL glucosa.

De los medios b a e se preparó una segunda serie, añadiendo un 660 gIL de

sacarosa.Todos los mediosseprepararon, además,por duplicado: una serieen ausenciade

conservantey otra serieañadiendo 1 gIL de sorbatopotásico,con la finalidad de comprobar

si la presenciade sorbato era determinante en la aparición de la alteración característica.

Los medios seprepararon en placas tal y como sedescribe’en el Apéndice 1, y se

inocularon,mediantesiembraen masa,con cultivos de 24-48 horasde las levaduras.La

incubaciónse realizó a 280C y se prolongó hasta60 días, reali~ando comprobaciones

visualescada2-3 díaso un reveladofinal de las placas,segúnel mediode que setrate,lo

que seespecificaenel Apéndice1.

111.8.-Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) del ácido sórbico

Esta determinaciónse llevó a cabo mediantela técnicade microcultivo (Eklund,

1983; Kinderlerery Hatton, 1990; Goldeny Beuchat,1992b; Skirdal y Eklund, 1993), es

decir, experimentosde crecimientoenplacasde 96 micropocillos de fondo plano (Costar).

Se preparóun gradientede concentraciónde ácido sórbico combinandoen los

pocillos diferentesvolúmenesde un medio basejunto con volúmenesadecuadosde una

solución concentrada(2 gIL) de sorbato potásico en caldo nutritivo n0 2 (Oxoid),

esterilizadaporfiltración. Como medio baseseutilizó el CaldoNutritivo n02 (Oxoid) con

azúcarde mesa(sacarosa)en concentracionesde 10 y 600 gIL. El pH de la soluciónde

conservantey el de los mediosbasese ajustó a pH 5,0 con HCl iN, para favorecerla

conversióndel sorbatopotásicoen ácidosórbico.
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El correspondientemedio base y la solución de conservantese dispensaronpor

separadoen los pocillos conpipetaautomática(Gilson); cadapocillo conteníaun volumen

final de medio de 200 1.tL. Las concentracionesde conservanteensayadasfueron, en g/L:

O (usadacomocontrol positivode crecimiento),0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1,0 y 1,2. Las ocho

concentracionescrecientesse dispusieronen una columnade la placa multipocillo, de

maneraquecadacolumnacorrespondíaa la determinaciónde CMI paraunalevadura,bien

en 10 o bien en 600 g/L de sacarosa.

Cadacolumnaseinoculó, mediantepipetamulticanal(LabSystem),con 15 pL de

unasuspensiónde la cepaseleccionada,preparadaen aguadestiladáestéril,equivalenteal

estándar0,5 de la escalaMc Farland. Las placas,una vez inoculadas,se sellaroncon

Paraifilm “M” y se incubaron en estático a 28
0C durante un máximo de 15 días,

considerandocrecimientopositivo la presenciade turbidezen el pocillo. Los experimentos

sellevarona cabopor triplicado.

111.9.- Caracterización del compuestoresponsabledel olor a “petróleo

”

En 1966, Marth et al. fueron los primerosen describirla capacidadde algunos

hongosdel géneroPenicillium de descarboxilarel sorbato,dandolugar a un compuesto,

el 1,3-pentadieno,cuyo característicoolor descrito como a “petróleo”, “pintura” o

“hidrocarburo” parececoincidir con el detectadoen las muestrasdel presentetrabajoque

presentabanestaalteración.Por tanto, los análisisque sedescribena continuacióntienen

comofinalidadconfirmarsi el pentadienoesel metabolitoresponsabledel olor a “petróleo”

en las muestras.

111.9.1.-Identificaciónde 1,3-pentadieno

El compuestoresponsabledel olor a“petróleo” seidentificómedianteCromatografía

de Gases (Gas Cromatography, GC) acoplada a Espectrometríade Masas (Mass

Spectrometry,MS). La técnicade análisisseadaptóa partir de las descritasporLiewen y

Marth (1985b)y Kinderlerery Hatton (1990).
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En la técnicade Espectrometríade Masas,el vapor de una muestrase ioniza

positivamentea bajapresiónpor bombardeocon una corrienteelectrónicade bajaenergía.

Los iones molecularesasí obtenidosse separansegúnsu relación de masa(m) a carga

iónica (z), dandolugar al llamadoespectrode masasde dichamuestra.En el espectrode

masasserepresentala cantidadrelativade cadaion con su correspondienterelaciónm/z.

Cuando se trata de una muestracompleja,es decir, de una mezclade compuestos,la

Espectrometríade MasasdebeestarprecedidaporunaCromatografíade Gasesseparativa.

Así, conectandola salidade un cromatógrafode gasesa la cámarade ionizaciónde un

espectrómetrodemasassepuedeobtenerinformaciónestructural-espectrode masas-para

cada uno de los componentesde la mezcla original, previamenteinyectadaen el

cromatógrafo,amedidaqueéstossoneluidosen serie,en formade picos separados.de la

columnacromatográfica.

Las cepasde microorganismosproductoresdel olor característicoen presenciade

sorbatoseinocularonen vialesde medio experimentalcon sorbato,cuya composiciónse

detallaenel Apéndice1, con 1 mL de unasuspensióndensa(6 de Mc Fariand)de cultivos

de 48-72horas.El medioexperimentalfue el mismodescritoparala reproduccióndel olor

(Casasea’ aL, 1996), conteniendo0,5 gIL de sorbatopotásico,repaftidoa razónde 20 mL

enviales de 50 mL. Tras cerrarlos vialesherméticamentecon tapónde gomay sellarlos

con Parafilm “M”, se incubarona 280C durante72 horas. Estos viales son los que se

muestranen la Fotografía4.

Los análisis se llevaron a cabo en un cromatógrafode gasesHP 5890 Series II

(Hewlett-PackardCompany,HP) acopladoa un espectrómetrode masas5971 A Mass

SelectiveDetector(HP), y empleandoparala integraciónde datosun computadortipo PC

con programaHP ChemStation.La columnaempleadaparala cromatografíade gasesfue

de tipo capilar,de sílice vitrea, con una longitud de 25 m y un diámetrointernode 0,25

mm, con faseestacionaria SE-54; el espesorde la película era de 0,31 pm. El detector.

incluido en el espectrómetrode masas,eraun cuadrupolocon un voltaje de ionizaciónde

70 eV.
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La inyecciónde gasde cabezade cadamuestrase llevó a caboen splir (división

de flujo), con relaciónde flujo 1:50.El análisissedesarrollóa unatemperaturaconstante

de 400C utilizando como gasportadorhelio a una presión de 8 psi. La temperaturadel

inyector fue de 2500C. El volumen de gasde cabezainyectado,con jeringa hermética

Hamilton, fue de 1 pL.

El compuestoanalizado seidentificó mediante comparación~desuespectrode masas

con los espectroscontenidosen la basede datos del programade integraciónde datos.

Además, se inyectaron 1~
1.iL de 1,3-pentadieno(mezclade isómeroscis y trans) y 1 pL de

isopreno (2- metil-1,3-butadieno), ambos de Aldrich Chemical, como patrones.

111.9.2.-Cuantificación de la producción de pentadieno a partir de sorbato

Para este experimento, se seleccionarondos cepasde levaduras productoras de

pentadieno, representantes de aquellas especiescausantes de esta alteración, que se

Fotografía 4.- Viales empleadospara la identificación de 1,3-pentadieno
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sembraronen el medio experimental anteriormente descrito en presencia de tres

concentracionesinicialesdiferentesde sorbatopotásico:0,25, 0,50 y 1,00 gIL.

El medio serepartióa razónde 15 mL envialesde 25 mL, reservandoun vial con

15 mL de mediobasesin sorbato.Unavezcrecidasen mediosólido (YMA), serealizóuna

suspensióndensa(6 de McFarland)de cadacepaen aguadestiladaestéril, de la que se

sembró1 mL en tresvialesdecadaconcentraciónde sorbato,pararealizarel experimento

por triplicado, y en el vial sin sorbato,reservandoesteúltimo parael recuentoinicial y

final de células.Tambiénsereservarontres vialessin sembrar,cadauno correspondiente

a una de las tresconcentracionesde sorbatoensayadas,parala determinaciónde sorbato

(recuperaciónde la concentracióninicial).

111.9.2.1.-Cuantificaciónde sorbatoen los medios.Este estudiose llevó a cabo

siguiendola técnicadescritaporMontaño ea’ al. (1995),introduciendolas modificaciones

necesarias.

La cuantificaciónde sorbatoserealizó sobrelos 15 mL de medio reservadossin

inocular de cadauna de las tres concentracionesinicialesensayadás,asícomo a partir de

cadauno de los frascosincubadoscon las levaduras.

111.9.2.1.1.-Extracciónypreparaciónde las muestras.Enprimerlugar,el contenido

de cadafrascosetraspasóa tubos gruesoscon tapónesmerilado,y seañadieron2 mL de

unasoluciónde H2S040,lN, paratransformarel sorbatopotásicoenácidosórbico (pK~ =

pH 4,76); los tubos se calentaronen un baño a 100
0C durante 15-20 minutos, para

favorecerla reacción.A continuación,serealizarontres extraccionesconsecutivascon 25

mL cadauna de una mezclaa partes igualesde éteretílico y éter de petróleo. Tras agitarlos

con fuerza, los tubos semantuvieronen reposounos20 minutos,hastala desapariciónde

turbidezenel éter. La faseetéreade cadatubo se extrajomediantepipetay setransfirió

a un matraz de fondo redondo y cuello esmerilado.Despuésde las tres extracciones,el

disolventeseevaporóen un rotavapor,quedandoen el fondo del matrazun residuoen el

que seencontrabael ácidosórbicoextraido.

54



III.- Material y métodos

El residuoobtenido tras cadaextracciónseresuspendióen 2 mL de metanoly se

traspasóa un eppendorftras filtrarlo, medianteuna jeringa, a través de un filtro de

membranaFluoropore(Millipore) de 0,5 ¡nn. De las suspensionescorrespondientesa los

mediossin inocularque contenían0,25, 0,50 y 1,00 gIL de sorbatoserealizó ademásuna

dilución 1/100, tomando 100 ¡t y enrasandohasta10 mL en metanol.

Paralaposteriorcuantificacióndel sorbatode lasmuestras,sepreparóunasolución

patrón de sorbato potásico de alta pureza SigmaUltra (SigmaChefflical) de concentración

0,4 g/L en aguadesionizadamediantesistemaMilli-Q (Milliporó. De estasolución se

transfirieron 1, 3 y 5 mL a matracesaforados,enrasandohasta50 mL con una solución

acuosade H2504 0,0085N(pH=2). Las concentracionesfinales del compuestofueron,

respectivamente,de 0,008,0,024 y 0,40 g/L.

¡It 9.2.1.2.- Condiciones de HPLC. Para la separaciónanalítica se utilizó un

Cromatógrafode Líquidos de Alta Eficacia de Hewlett-Packard,modelo 1040 con un

sistemacuaternariode entradade disolventes,equipadocon un detectorde Uy/visible de

diodos modelo Hewlett-Packardmodelo 1040 A. La columnaempleadafue un modelo

Hewlett-Packardde 250 mm x 4 mm 0 de acero inoxidable con tipo de relleno Cl 8

Hypersil ODS, con partículasesféricasde 5 pm. Los disolventesempleadosfueron de

calidadHPLC (Scanlab).La cromatografíasedesarrollóen fasereversa.

La separaciónsellevó acabomedianteun gradientedel eluyenteA (H3P0440 gIL

en agua)y deleluyenteB (acetonitrilo),empezandoa tiempoO hastatiempo 5 minutoscon

una composiciónsemifinal del eluyenteB del 6%. La composicióndel disolventeen

gradientesesiguedesdetiempo5 minutoshasta15 minutoscon unacomposiciónfinal del

eluyenteB del 20%,manteniéndosehasta25 minutos.La velocidadde flujo empleadafue

de0,8 mL/minuto, y la detecciónespectrofotométricasemonitorizóa unalongitud de onda

X=264nm. Al final del gradiente,lacolumnasereequilibróhastaco»seguirlas condiciones

iniciales con un nuevo gradientedesde tiempo 25 minutos hasta30 minutos con una

composiciónfinal del eluyenteB del 6%.
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Se realizaron,por duplicado,inyeccionesde 20 pL con jeringaHamilton tanto de

los patronescomo de las muestras.Los datosobtenidosseprocesaronen un ordenador

Hewlett-Packardmodelo 9000/300,con un programade integraciónparaevaluarel áreay

alturade los picos.

¡It 9.2.1.3.-Cuantificación de sorbato.La determinacióndel’ sorbatopresenteen las

muestrassellevó a caboutilizandocomopatrónexternola soluciónde sorbatopotásicode

alta purezadescrita anteriormente.Con las áreas-valor de absórbancia-de los picos

obtenidos de las tres diluciones de la suspensiónpatrón y sus correspondientes

concentracionesconocidasde ácidosórbicoseconstruyó,medianteelprogramaestadístico

Instat,una curva de calibración consistenteen una rectade regresión.

Atendiendoal tiempo de retenciónde los picos obtenidos~n el cromatogramade

las muestras,y por comparacióncon el tiempo de retencióndel compuestopatrón, se

determinóel áreadel pico correspondienteal ácidosórbico. La concentraciónde sorbato

de las muestrasse calculó aplicando la ecuaciónde la recta de regresión,teniendoen

cuenta los correspondientesfactores de dilución empleadosen la preparaciónde las

muestrascromatográficas,asícomo la conversiónde sorbatopotásicoen ácidosórbico y

viceversa,atendiendoa sus distintospesosmoleculares.

¡It 9.2.1.4.-Estudiode recuperación.Paraevaluarla recuperacióndel conservante

a partir del medio de cultivo, seemplearon los viales reservadospreviamente sin inocular

de cadauna de las concentracionesde sorbatoensayadas,esdecir, 0,25, 0,50 y 1,00 gIL.

Comparandocada una de las concentracionesrecuperadascon las esperadas

(concentracionesiniciales), se calculó un factor medio de recuperación,que se aplicó

posteriormentealas concentracionesde sorbatoobtenidasde los viales inoculados.

111.9.2.2.-Cuantificaciónde pentadienoen los medios. Los análisisse llevaron a

cabo mediantela misma técnica adaptadade Liewen y Mart (1985b) y Kinderlerery

Hauon (1990)descrita en el apartado anterior.
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Tantola preparaciónde los mediosde cultivo como la inoculaciónde los mismos

hasido descritaen el inicio del Apartado111.9.2. La adiciónde concentracionescrecientes

de sorbatodio lugar a un incrementode pH, tal como habíanobservadoMarth ea’ al.

(1966).Así, mientrasqueel pH del mediobasesin conservantefue de 6,20, con la adición

de 0,25,0,50 y 1,00 g/L de sorbatolos mediosalcanzaronun pH final de 6,26,6,30 y 6,36,

respectivamente.

Justo despuésde inocular las cepas, se realizó una primera cuantificación de

pentadieno(día 0). A continuación,los viales se incubarona 280C durantecuatro días,

realizandosucesivascuantificacionesa las 24 (día 1), 48 (día 2), 72 (día 3) y 96 (día4)

horas.Estascuantificacionessellevarona caboinyectandoun volumende 1 ¡iL del gasde

cabezadecadavial, y anotandola abundanciamáximade uno de los ionesdel espectrode

masasdel 1 ,3-pentadienocorrespondienteal pico cromatográfico.

La cuantificaciónserealizómediantepatrónexterno.Paraello, sepreparóunaserie

devialesquecontenían15 mL del medio de cultivo estéril,y en cadauno seinyectóuno

de los siguientesvolúmenesde pentadienopatrón:3 jiL, 10 pL y 30 pL; de cadavolumen

seprepararontres viales.Los dos primerosvolúmenesseinyectaronen el medio, a través

del tapón de gomadel vial, mediantejeringa herméticaHamilton; el tercer volumen se

inyectó, tambiénenel medio, mediantepipetaautomáticaGilson. Los vialesse agitaron

suavementeparaconseguiruna distribución homogéneadel pentadienoen el medio.

Estos viales se incubaron a 280C durante cuatro días, para permitir que el

compuestoinyectadoalcanceun equilibrio entrela fase acuosay el gasde cabeza.Tras

este período, se procedió a la inyección de 1 pL del gas de cabezade cada vial,

determinandola abundanciamáxima del ion del espectroelegido. A través de la

correspondenciaentrela abundanciade esteion en el espectrode masasy el volumende

pentadienoinyectado en el medio, se construyó una recta de regresión,medianteel

programainformáticoStatgraphicsplus versión2.1, quepermitió expresaren unidadesde

volumen las abundanciasdel ion del espectromedidasen lasmuestrasinoculadascon una

levadura.
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111.9.2.3.-Determinacióndebiomasa.Paraesteexpenmento,sedeterminóelnúmero

de célulascon que seinocularonlos viales(recuentosiniciales), asícomo el númerode

célulaspresenteen cadavial tras el períodode incubación(recuentosfinales).

- Para los recuentosiniciales, se empleóel vial con 15 mL de medio basesin

sorbatoinoculadoconla mismasuspensiónde célulasde levduraquelos demásviales.Esta

suspensióninicial contendráel mismo númerode células que los viales del ensayo,y se

incubójunto con ellos.

La determinacióndel númerode célulasviablesse llevó acabomediantediluciones

sucesivas.A partir de un númeroadecuadode diluciones,éstasse sembraron,a razón de

0,1 mL, enplacasdeYMA, extendiendoel inóculo conasade vidrio (asaDrigalski). Este

métodode recuentoensuperficieesmásrecomendablequeel tradicionalde homogeneizar

inóculo y medio fundido, ya que se evita la inactivación ténnicade las células y/o la

inhibición de algunas especiesaerobias (no fermentativas)por la reducción en la

disponibilidadde oxigeno(Davenport,1981; Deak y Beuchat,1996).

- Los recuentosfinales serealizaroncomoen el casode los iniciales.

A los valoresobtenidosde los recuentosde cadacepase les aplicó un estudio

estadísticoparaestimarsi las diferenciasentrelos tres valoresquedanlugar acadamedia

sonsignificativos,y paradeterminarsi los recuentosobtenidosparacadaconcentraciónde

sorbatosonsignificativamentediferentesa los obtenidosparalas demásconcentraciones.

El análisis estadísticoconsistióen los correspondientestestsde ANOVA (análisisde la

varianza)realizadosmedianteel programainformáticoMicroCal Origin versión4.0.

111.10.-Pruebaestandarizadaparala reproduccióndel olor a “petróleo

”

La reproduccióndel olor a “petróleo” serealizóen el mismo medio, con 60<) gIL

de sacarosay 0,5 gIL de sorbatopotásico.Estemedio serepartióa razónde 12 mL en

tubos herméticos-con tapónde rosca-de vidrio (120mm x 15 mm 0).
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IIL - Material y métodos

Las cepasseleccionadasse sembraronenuna placa de YMA por agotamientode

asa,paraobtenercoloniasaisladas,y en otraplacasesembraronen masa,paraconseguir

un crecimientoabundante.

La inoculaciónde las cepassellevó a cabomediantedos técnicasdistintas:

- Inoculaciónde unacolonia aisladade la levadura.

- Inoculación de 1 mL de una suspensióndensa(equivalenteal 6 de la escala

McFarland)de la levaduraen YMB.

En amboscasos,seensayóuna inoculacióndirectaenel medio experimental.así

comoinoculacionestras distintostiemposde incubaciónen YMB (preincubación):2, 4, 8

y 24 horas.Tras elperíodode preincubación,los tubos de YMB seagitarony setransfirió

1 mL al correspondientetubo de medio experimental.

La incubaciónde los tubos de preincubacióny los tubos con medio experimental

serealizóa 280C. La producciónde olor y/o gassecomprobócada8 horas.
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IV- Resultados

IV.l.- Microorganismos aisladose identificación

IV.1.1.- Levaduras

Tabla 8.- Levaduras aisladasde muestras de mazapán y productos relacionados

Número de
cepa

lE

2E

3E

4E

lOE

i4D

lSD

1 4E1

1 4E2

14E4

i6D

17D

1 6E1

1 6E2

1 6E3

1 6E4

18D

19D

1 8E 1

1 8E2

1 8E3

1 8E4

20D

Muestra de

procedencia

Ml

M9

M6

M7

Mli

Mil

Mli

Mii

Mil

Mil-a

Ml 1-a

Mil-a

Mil-a

Mil-a

Mil-a

Mil-b

M1l-b

Mil -b

Mil -b

Mli-b

Mil -b

M1l-d

Técnicade
aislamiento

YMBG, 14 días

YMBG, 7 días

YMBG, 7 días

YMBG, 7 días

YMBG, 14 días

Aislamientodirecto

Aislamientodirecto

YMBG, 3 días

YMBG, 10 días

YMBG, 30 días

Aislamientodirecto

Aislamientodirecto

YMBG, 3 días

YMBG, 10 días

YMBG, 20 días

YMBG, 30 días

Aislamientodirecto

Aislamientodirecto

YMBG, 3 días

YMBG, 10 días

YMBG, 20 días

YMBG, 30 días

Aislamientodirecto

Identificación

Zygosaccharomycesrouxn

Zygosaccharomycesrouxii

Debaryomyceshansenii

Debaryomyceshansenii

Debaryomyceshansenii

Zygosaccharomycesrouxii

Zygosaccharomycesrouxz

Zygosaccharomycesrouxii

Zygosaccharomycesrouxii

Zygosaccharomycesrouxu

Zygosaccharomycesrouxii

Zygosaccharomycesrouxii

Zygosaccharomycesrouxii

Zygosaccharomycesrouxn

Zygosaccharomycesrouxn

Zygosaccharomycesrozan

Zygosaccharomycesroux¡.¡

Zygosaccharomycesrouxu

Zygosaccharomycesrouxii

Zygosaccharomycesrouxii

Zygosaccharomycesrouxn

Zygosaccharomycesrouxu

Zygosaccharomycesrouxzz
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IV. - Resultados

Aislamientodirecto

YMBG, 10 días

YMBG, 20 días

YMBG, 30 días

YMBG, 3 días

YMBG, 10 días

YMBG, 20 días

YMBG, 30 días

YMBG, 3 días

YMBG, 10 días

YMBG, 20 días

YMBG, 30 días

YMBG, 3 días

YMBG, 10 días

YMBG, 20 días

YMBG, 3 días

YMBG, 3 días

YMBG, 10 días

YMBG, 20 días

YMBG, 3 días

YMBG, 10 días

YMBG, 10 días

YMBG, 20 días

YMBG, 30 días

YMBG, 3 días

YMBG, 10 días

YMBG, 20 días

YMBG, 30 días

YMBG, 3 días

YMBG, 3 días

YMBG, 10 días

Zygosaccharomycesrouxii

Zygosaccharomycesrouxii

Zygosaccharomycesrouxii

Zygosaccharomycesrouxii

Zygosaccharomycesrouxu

Zygosaccharomycesrouxii

Zygosaccharomycesrozan

Zygosaccharomycesrouxn

Zygosaccharomycesrouxii

Zygosaccharomycesrouxii

Zygosaccharomycesrouxu

Zygosaccharomycesrouxn

Zygosaccharomycesrouxii

Zygosaccharomycesroux¡z

Zygosaccharomycesrouxu

Zygosaccharomycesrouxii

Saccharomycescerevisiae

Saccharomycescerevisiae

Saccharomycescerevnszae

Lodderomyceselongisporus

Saccharomycescerevzs¡ae

Saccharomycescerevzs¡ae

Saccharomycescerevzsnae

Saccharomycescerev¡snae

Zygosaccharomycesrouxii

Zygosaccharomycesrouxii

Zygosaccharomycesrouxu

Zygosaccharomycesrouxii

Lodderomyceselongisporus

Lodderomyceselongisporus

Lodderomyceselongisporus

21D

20E2

20E3

20E4

22E1

22E2

22E3

22E4

24E1

24E2

24E3

24E4

26E1

26E2

26E3

26E4

29E1

29E2

29E3

30E1

30E2(i)

30E2(2)

30E3

30E4

32E1

32E2

32E3

32E4

33E1(l)

33Ei(2)

33E2(i)

Mll-d

Mll-d

Mli-d

Mli-d

Mli -c

Mil -c

Mli -c

Mli -c

M 12

M12

M12

M12

M16

Mi6

M16

M16

M28

M28

M28

M29

M29

M29

M29

M29

M30

M30

M30

M30

M3 1

M3 1

M3 1
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IV- Resultados

YMBG, 10 días

YMBG, 20 días

YMBG, 30 días

YMBG, 3 días

YMBG, 3 días

YMBG, 10 días

YMBG, 20 días

YMBG, 30 días

YMBG, 3 días

YMBG, 3 días

YMBG, 10 días

YMBG, 10 días

YMBG, 20 días

YMBG, 20 días

YMBG, 30 días

YMBG, 3 días

YMBG, 10 días

YMBG, 20 días

YMBG, 30 días

Lod4eromyceselongisporus

Lodderomyceselongisporus

Lodderomyceselongisporus

Zygosaccharomycesrouxii

Zygosaccharomycesrousu

Zygosaccharomycesrouxu

Zygosaccharomycesrouxu

Zygosaccharomycesrouxu

Zygosaccharomycesrouxn

Zygosaccharomycesrouxii

Zygosaccharomycesrouxii

Zygosaccharomycesrouxii

Zygosaccharomycesrouxu

Zygosaccharomycesrouxn

Zygosaccharomycesrouxiz

Zygosaccharomycesrouxu

Zygosaccharomycesrouxii

Zygosaccharomycesrouxii

Zygosaccharomycesrouxii

33E2(2)

33E3

33E4

34E1(l)

34E1(2)

34E2

34E3

34E4

35E1(i)

35E1(2)

35E2(1)

35E2(2)

35E3(l)

35E3(2)

35E4

36E1

36E2

36E3

36E4

M3 1

M3 1

M3 1

M32

M32

M32

M32

M32

M33

M33

M33

M33

M33

M33

M33

M35

M35

M35

M35
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IV- Resultados

Tabla 9.- Levaduras aisladasde materias primas

IdentificaciónNúmero de
cepa

27E1(l)

27E1(2)

27E2(l)

27E2(2)

27E3(l)

27E3(2)

28E2

28E3(l)

28E3(2)

28E4(l)

28E4(2)

28E4(3)

Muestra de

procedencia

M22

M22

M22

M22

M22

M22

M23

M23

M23

M23

M23

M23

Técnica de
aislamiento

YMBG, 3 días

YMBG, 3 días

YMBG, 10 días

YMBCi, 10 días

YMBG, 20 días

YMBG, 20 días

YMBG, 10 días

YMBG, 20 días

YMBG, 20 días

YMBG, 30 días

YMBG, 30 días

YMBG, 30 días

¡ssaa’chenkiaorientalis

Torulasporadelbrueckii

Issatchenkiaorientalis

Torulasporadelbrueckii

Issatchenkiaorientalis

Torulasporadelbrueckii

Candidaglabrata

Candidaglabrata

Can4idaglabrata

Candidaglabrata

Candidaglabrata

Candida glabrata

Tabla 110.- Levaduras aisladasde otros productos altamenteazucarados

de IdentificaciónMuestra de
procedencia

M37

M37

M37

M37

M38

M38

M38

Técnica de
aislamiento

YMBG, 3 días

YMBG, 10 días

YMBG, 20 días

YMBG, 30 días

YMBG, 10 días

YMBG, 20 días

YMBG, 30 días

Pichia guilliermondii

Pichia guilliermondii

Pichia guilliermondii

Pichia guilliermondii

Schizosaccharomycesoctosporus

Schizosaccharomycesoctosporus

Schizosaccharomycesoctosporus

Número
cepa

38E1

38E2

38E3

38E4

39E2

39E3

39E4
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¡Y- Resultados

Zygosaccharomycesrouxii

(Fotografía9)

Utilización de azúcares

F Maltosa F Galactosa A

Asimilación de otras fuentesde carbono

Glicerol A D-manitol

D-glucitol A D-glucono

Asimilación de compuestosnitrogenados

Etilamina A L-lisina

Crecimientoen ausenciade vitaminas

A

1,5-lactona

A

D-gluconato A

A

Cadaverina A

y

Crecimiento a distintas temperaturas

Formaciónde oseudomicelio

370C + 400C

y

Estado asexual no descrito. Colonias de color blanco a cremoso,butirosas;

reproducciónvegetativapor gemación;ausenciade filamentos,o pseudomiceliosimple;

ascaspersistentes,conteniendode 1 a 4 ascosporasredondas,de paredgruesao fina;

ausenciade conjugación, o célula a célula, a veces sólo tras la mezcla de cepas

sexualmentecompatibles.

F = fermentadoy asimilado;A = asimiladopero no fermentado;V = variable; + =

crecimiento(turbidez)en el medio; - = ausenciade crecimiento.

Glucosa
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IV- Resultados

Debaryomyceshansenii

(Fotografía10)

Asimilación de fuentesde carbono(A

)

Glucosa

Sacarosa

Celobiosa

Lactosa

Glicerol

D-glucitol V

D-glucuronato

Galactosa

Maltosa

Salicina

Rafinosa

Eritritol

D-manitol

DL-lactato

Sorbosa

a,a-trealosa

Arbutina

Melicitosa

Ribitol

D-gluconato

Citrato

Raninosa

Metil-a-D-glucósido

MelibiosaV

Inulina V

Xilitol

D-glucono-1,5-lactona

Etanol

Asimilaciónde compuestosnitro2enados

Etilamina L-lisina Cadaverina Creatina Creatinina y

Crecimientoen ausenciade vitaminas

Crecimientoa distintastemperaturas

Toleranciaa cicloheximida 0,01% V 0,1%

Estadoasexual: Candidafamata. Coloniasde color blancoa cremoso,butirosas;

reproducción vegetativa por gemación; ausencia de filamentos; ascas persistentes,

conteniendode 1 a 2 ascosporasredondas,de paredgruesa.

F = fermentadoy asimilado; A = asimiladoperono fermentado;Y = variable;+ =

crecimiento(turbidez) en el medio; - = ausenciade crecimiento.

+

30”C + 350C
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IV- Resultados

Issatchenkiaorientalis

(Fotografía11)

Asimilación de azúcares

Glucosa F

Asimilación de otrasfuentesde carbono

D-glucono-1,5-lactona

Citrato A

Asimilación decompuestosnitro2enados

Etilamina A L-lisina

Crecimientoen ausenciade vitaminas

Crecimientoa distintas temperaturas

A

370C +

Cadaverina A

400C +

Formaciónde oseudomicelio +

Estadoasexual:Candida krusei. Coloniasde color blancoa cremoso,butirosas;

reproducciónvegetativaporgemación;pseudomicelioelaborado.

F = fermentadoy asimilado; A = asimiladopero no fermentado;Y = variable;+ =

crecimiento(turbidez)en el medio; - = ausenciade crecimiento.

Glicerol

Succinato

A

A

A ADL-lactato

Etanol A
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IV- Resultados

Torulasporadelbruecldi

(Fotografía12)

Asimilaciónde azúcares

Maltosa

cc,cc-trealosa

Rafinosa

F Metil-cz-D-glucósido F

F

F

Asimilación de otroscompuestoscarbonados

2-ceto-D-gluconato A DL-lactato

Asimilaciónde compuestosnitrogenados

Crecimientoa distintas temperaturas 370C

Crecimientoen altasconcentracionesde glucosa

Estadoasexual:Candidacolliculosa.Coloniasde

reproducción vegetativa por gemación; ausencia de

conteniendode 1 a 4 ascosporasredondas,de paredgruesa.

color blancoacremoso,butirosas;

filamentos; ascas persistentes,

F = fermentadoy asimilado;A = asimiladopero no fermentado;V = variable;+

crecimiento(turbidez)en el medio; - = ausenciade crecimiento.

Glucosa

Sacarosa

Melicitosa

F

F

F

A Etanol A

L-lisina A

+ 400C

50% + 60% +
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IV- Resultados

Candidaglabrata

(Fotografía13)

Asimilaciónde azúcares

Glucosa F cx,cc-trealosa F

Asimilación de otros compuestoscarbonados

Glicerol

D-gluconato

A

A

D-glucono-1,5-lactona

DL-lactato Y

Crecimientoa distintas temperaturas 370C + 400 +

Colonias de color blanco a cremoso, butirosas; reproducciónvegetativa por

gemación;ausenciade filamentos; ausenciade reproducciónsexual.

F = fermentadoy asimilado;A = asimiladopero no fermentado;V = variable;+ =

crecimiento(turbidez) enel medio; - = ausenciade crecimiento.

A
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IV- Resultados

Saecharomyeeseerevisiae

(Fotografía14)

Asimilación de azúcares

Glucosa F

Sacarosa F

Melicitosa F

Metil-ct-D-glucósido F

Galactosa

Melibiosa

Rafinosa

F

F

Maltosa

Celobiosa

a,ct-trealosa

Asimilación de otros compuestoscarbonados

Etanol A Lactato y

Crecimientoen ausenciade vitaminas

Crecimientoa distintastemperaturas

Formaciónde useudomicelio

+

37”C + 400C y

+

Estadoasexual:Candidarobusta. Coloniasde color

reproducción vegetativa por gemación; pseudomicelio

conteniendode 1 a 4 ascosporasredondas,de paredgruesa;

blanco a

simple;

ausencia

cremoso,butirosas;

ascas persistentes,

de conjugación.

F = fermentadoy asimilado;A = asimiladoperono fermentado;Y = variable;+ =

crecimiento(turbidez)en el medio; - = ausenciade crecimiento.

F

F

F,A
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IV - Resultados

Lodderomyceselongisporus

(Fotografía15)

Asimilaciónde azúcarest

a,a-trealosa

Sacarosa

D- xilosa

F,A

A

A

Galactosa F,A

Maltosa A

Metil-a-D-glucósido A

Asimilación de otroscompuestoscarbonados

Glicerol

Glucitol

A

A

Succinato A

Ribitol

Manitol

Citrato

A

A

A

Xilitol

D-gluconato

Etanol A

D-glucono-1,5-lactona A

Asimilación de compuestosnitrogenados

Etilamina A L-lisina

Crecimientoen ausenciade vitaminas

Crecimientoa distintastemperaturas

2-ceto-D-gluconato

A

A

Cadaverina

y

370C + 400C

Toleranciaa cicloheximida 0,01% +

Crecimientoen altasconcentracionesde alucosa

Formaciónde pseudomicelio

0,1% +

50% y 60%

+

Estado asexual no descrito. Colonias de color blanco a cremoso,butirosas;

reproducciónvegetativapor gemación;pseudomicelioelaborado.

Glucosa

Sorbosa

Melicitosa

F

A

A

A

A

A

+
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IV- Resultados

F = fermentadoy asimilado;A = asimiladopero no fermentado;y = variable;+ =

crecimiento(turbidez) en el medio; - = ausenciade crecimiento.

sOtros compuestosasimiladoscomo fuente de carbonopor algunascepas:D-

glucosamina-33E2(l)-,D-ribosa-33E1(2),33E2(1),33E3-,L-ramnosa-33El(l), 33E2(l),

33E2(2)-, celobiosa-33E1(l), 33E2(l), 33E2(2)-, salicina -33E1(l), 33E2(l), 33E2(2)-,

arbutina-33E2(l).
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IV.- Resultados

Piehia guilliermondii

(Fotografía16)

Asimilación de azúcares

Glucosa

Melibiosa

Sorbosa

L-arabinosa

Maltosa

Salicina

Rafinosa

F

F

A

A

Galactosa

a,a-trealosa

Xilosa A

0-arabinosa

Celobiosa

Arbutina

Melicitosa

A

A

A

F

F

A

A

A

A.

Sacarosa F

Rafinosa F

Glucosamina A

Rainnosa A

Metil-a-D-glucósido A

Melibiosa A

Inulina A

Asimilación de otroscompuestoscarbonados

Glicerol

Glucitol

Succinato

D-gluconato

A

A

A

Ribitol A

Manitol A

Citrato A

D-glucono-1,5-lactona

Asimilación de compuestosnitro2enados

Etilamina A L-lisina

Crecimientoen ausenciade vitaminas

Crecimientoa distintastemperaturas

A Cadaverina A

y

370C + 400C +

Toleranciaa cicloheximida 0,01% +

Formaciónde pseudomicelio

Xilitol A

Galactitol

Etanol A

A

A

0,1% +

+
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IV- Resultados

Estado asexual: Candida guilliermondii. Colonias de color blanco a cremoso,

butirosas;reproducciónvegetativaporgemación;ausenciade filamentos,o pseudomicelio

elaborado;no seobservanascosporas(en forma de sombrero);la conjugaciónescélula a

célula tras la mezcla de cepas sexualmentecompatibles, pero la esporulación es

extremadamenteescasa(Barnettea’ al., 1990).

F = fermentadoy asimilado;A = asimiladopero no fermentado;Y = variable;+ =

crecimiento(turbidez)en el medio; - = ausenciade crecimiento.
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IV - Resultados

Schizosaccharoromycesoctosporus

(Fotografías17 y 18)

Asimilación deazúcares

Glucosa F Maltosa F,A,(-) Metil-a-D-glucósido A,F,(-)

Crecimientoenaltasconcentracionesde alucosa 50% + 60% +

Hidrólisis de urea +

Estado asexual no descrito. Colonias de color crema a tostado, butirosas;

reproducciónvegetativaporfisión; ausenciade filamentos;ascasevanescentes,conteniendo

de 1 a 8 ascosporasovaleso redondas,de paredfina; ausenciade conjugación,o célulaa

célula.

F = fermentadoy asimilado; A = asimiladopero no fermentado;y = variable;+ =

crecimiento(turbidez)en el medio; - = ausenciade crecimiento.
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IV.- Resultados

IV.1.2- Hongos filamentosos

Tabla 11.- Hongos filamentososaisladosde distintos productos

Número de cepa Muestra de procedencia Identificación

Hl Mli Penicilliumchrysogenum

H2 Mil Penicilliumcrustosum

H3 M34 Penicillium chtysogenum

H4 M17 Penicillium chrysogenum

H5 M35 Penicillium chrysogenum

H6 M36 Penicillium simplicissimum

H7 M39 Aspergillusniger var. niger
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IV- Resultados

Aspergillusniger var. niger

Subgénero:Circumdati

Sección:Nigri

Característicasmacroscópicas

Diámetro de las coloniasen CYA 7 mm. Areas condialesnegras, densamente

pobladas.Hifas hialinas,blancas.Reversoblancoamarillento.Coloniasdensas,granulares,

ligeramentesurcadaspor la variaciónen longitud de las hifas. Diámetro de las coloniasa

37”C 7 mm.

Diámetrode las coloniasen CY2OS 7 mm. Coloniassimilares en aparienciaa las

crecidasen CYA, pero los aspergilosincluso másdensamenteempaquetados.

Diámetro de las colonias en MEA 7 mm. Áreasconidialesnegras.Micelio blanco

e hialino. Reversoincoloro.Coloniasgranulares.

Característicasmicroscópicas

Cabezasconidialesradiadas.Paredesde los estipesfinas. ‘Vesículasprácticamente

esféricas.Aspergiobiseriado.Médulacubriendovirtualmentela superficiecompletade la

vesícula. Conidios globosos, de paredesno muy ásperas,con resaltesirregularmente

distribuidos.

Caracteresdistintivos

Colonias negras,aspergilobiseriadocon vesículasgrandes,médula de mediana

longitud, conidiosirregularmenteornamentados.
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IV- Resultados

(a kóÓ

o. ¿Y

Fotografía 5.- Anverso (a) y reverso (b) de las colonias de A. níger crecidasen CYA,

MEA y CZOG. En e se puede observar el aspergilo biseriado, y en d los conidios

ornamentados,señaladoscon flechas.

5c.

4

u’
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IV- Resultados

Penicillium chrysogenum

Subgénero:Penicillium

Sector:Peniciliium

Característicasmacroscópicas

Diámetrode lascoloniasen CYA 35-38mm, surcadasradialinentey aterciopeladas.

Micelio blanco amarillento. Conidios de color verde azulado.Exudadotransparentey

reversoamarillo brillante debidoa la presenciade pigmentosoluble de estecolor; otras

coloniascarecende exudadoy de pigmento,por lo que el reversoes pálido. Colonias

microscópicasa 50C. A 370C,coloniasde 1-8 mm.

Diámetro de las coloniasen MEA 35-45mm, planas,superficialesy granulares.

Micelio hialino. Conidiosdecolor verdeazulado.Reversoverdepálido.

Coloniasen G25N 17-25 mm, densasy radialmentesurcadas.Reverso amarillo

pálido.

Característicasmicroscópicas

Estipescon paredesfinas y lisas. Penicilio típicamenteterverticilado,terminal y

compacto, con una o dos ramas. Médula corta y fiálides ampuliformes. Conidios

subesferoidales,de paredesfinas, dispuestosen columnaslargase irregulares.

Caracteresdistintivos

Las coloniascrecenrápidamenteen los medioscomunesa 250C, produciendoen

CYA un abundantecrecimientode color verdeazuladopor la presenciade los conidiosy

amarillo por la producciónde pigmento soluble en el reverso. Microscópicamente,los

peniciliosson terverticiladosy de paredesfinas. Algunascepascarecende pigmentación

amarilla.
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IV- Resultados

Fotografía6.- Anverso (a) y reverso(b) de las coloniasde P. chrysogenumcrecidasen

CYA, MEA y G2SN.En esepuedeobservar la estructura del penicilio y la morfología

de los conidios.
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IV- Resultados

Penicillium crustosum

Subgénero:Penicillium

Sector:Penicillium

Característicasmacroscópicas

Diámetro de las coloniasen CYA 30 mm, planas,típicamentebajas,con aspecto

aterciopeladoy superficiepulverulenta.Micelio blancoe hialino. Conidiosde color verde

oscuro,muy abundantesen todoel áreade la colonia, queen los márgenesadquierecolor

gris azulado. Exudadonaranja oscuro. Reverso marrón oscuro por la producción de

pigmento de estecolor.No crecimientoa 5 ni a 370C.

Diámetrode las coloniasen MEA 30 mm, planasy bajas.El micelio penetraen el

medio. conidiogénesisabundante,formandomasascaracterísticasde conidios verdesde

aparienciapulverulenta,que se desprendenen gran número cuandose agita la placa.

Reversoverdepálido.

Diámetro de las colonias en G25N 20 mm, finamente surcadasradialmente,

profundasy densas.Reversoamarillo.

Característicasmicroscópicas

Estipes de paredesásperas,sosteniendopenicilios terminalesterverticilados de

elementos largos y muy juntos. Generalmentedos ramas por penicilio. Fiálides

ampulifonnes.Conidios elipsoidales,de paredeslisas, dispuestosen largas columnas

paralelas,que en MEA seadhierenformandomasas.

Caracteresdistintivos

Las coloniasde P. crustosumen CYA sonverdeoscuro,peroverdeazuladasen los

márgenes.Todos los elementosdelconidióforosonlargos,y las paredesde los estipesson

ásperas.Trasel crecimientoen MEA durante7-10 días,P. crusa’osumproducegran cantidad

deconidios,queseliberanconfacilidad cuandoseagitala placa.Estecarácteresdecisivo

y sumamenteútil en la identificaciónde estaespecie.
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IV- Resultados

Fotografla 7.- Anverso (a) y reverso (b) de las colonias de P. crustosumcrecidasen

CYA, MEA y GZ5N. En c sepuedeobservar la estructura del penicilio y la morfología

de los conidios.
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IV - Resultados

Penicillium simplicissimum

Subgénero:Furcatum

Sector:Furcatum

Característicasmacroscópicas

DiámetrodelascoloniasenCYA 46mm (típicamente40-50),surcadasradialmente.

Micelio denso,blanquecino.Conidiogénesismoderada,de colortípicamenteverdegrisáceo.

Reversotípicamentepálido. No germinacióna 50C, y a 370C coloniasde 7 mm.

La mayoríade los aislamientosdel hemisferionortecrecena 370C, pero muchos

de Australiay NuevaZelandano; estosaislamientosdel sur crecena vecesa 50C (Pitt,

1991).

Diámetro de las coloniasen MEA 45 mm (típicamente40-50 mm), planas y

aterciopeladas.Micelio blanco.Conidiogénesismoderada,de color Verdegrisáceo.Reverso

pálido.

Diámetrode lascoloniasen G25N 18 mm, arrugadasy flocosas(peludas).Micelio

blanco.Reversopálido.

Característicasmicroscópicas

Estipesde paredesno muy ásperas,de los que partenverticilos a vecesirregulares

de médulasy ramasbien definidas,y muy raramenteconidióforoso médulasfuera de la

posiciónterminalo subterminal.‘Verticilos de 2-3 médulasde paredesásperas.Fiáalides

ampuliformes,queseestrechanabruptamentedandolugar aun largocuellodel queparten

conidios esféricos o subesferoidales,de paredesgruesasy dispuestos en cadenas

desordenadas.

Los conidios son muy variables en forma entreaislamientos,y frecuentemente

incluso dentrode unamisma preparaciónmicroscópica(Pitt, 1991).
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IV. - Resultados

Caracteres distintivos

Los aislamientos de P. simplicissimumcrecen rápidamente a 25<’C, formando

colonias relativamente profundas debido a la longitud de los conidióforos. Estos

conidióforosson característicos:los estipessonlargos y gruesos,de paredesásperas,con

médulasterminaleso subterminalesy ramas. Los conidióforos¡ cortos y las médulas

intercalaressonmuy infrecuentes.
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11/.- Resultados

4

Fotografía 8.- Anverso (a) y reverso(b) de las colonias de P. simplicissimumcrecidas

en CYA, MEA y GZ5N. En e se puedeobservarla estructuradel penicilio y la

morfología de los conidios.

Vb

2—
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IV- Resultados

IV.2.- Esporulación en cepasrepresentativas

cepasrepresentantesen diversos medios de cultivoTabla 12a.-Esporulación de

YMA YEGP EM PDA VS VS/lO

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

GOR

+

+

+

+

+

+ +

- + +

+ + +

+ .+ + +

- + + +

- + + + +

+ + + + +

+

+

+

+

4.

+

+

+

+

+

+

- +

+ 1+

+ +

- +

+ +

- +

- +

- +

+ +

2%
NaCí

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

Número

de cepa

lE

2E

3E

4E

lOE

14D

24E1

26E1

27E 1(1)

27E1(2)

29E1

30E 1

32E 1

33E 1(1)

33E1(2)

34E1(l)

34E1(2)

35E1(l)

35E1(2)

36E 1

38E 1

39E2

+

+

+

+

+ +

+ +
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IV. - Resultados

Tabla 12b.- Esporulación de cepasrepresentantesen otros medios de cultivo

CMANúmero EMB ~c AA-1 AA-2 AA-3 SF04 SPO-2
de cepa

lE

2E

3E

4E

lOE

14D

24E1

26E1

27E1(l)

27E1(2)

29E1

30E 1

32E 1

33E 1(1)

33E1(2)

34E1(1)

34E1(2)

35E1(1)

35E1(2)

36E 1

38E 1

39E2

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+ +

+ +

+

+

+

+

+

+

+

+ + + +

+

+

+

+

+ = presenciade ascosporasen el medio.

- — ausenciade ascosporasobservadas.
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IV. - Resultados

Fotografías 9 a 18. Células de levadura crecidas en el medio de esporulación VS/lO

durante 28díasa 200C. 9: Z. rouxii cepa32E1; en el centro de la imagen,doscélulas

conjugadas,y dentro de una deellas la presenciade dos esporas.10: D. hansenilcepa

4; señaladascon flechas,células conjugadascon susyemasy una gran esporade pared

gruesa en el interior de las células madre. 11: L orientalis cepa 27E1(1), célulassin

esporular. 12: T. delbrueekiicepa 27E1(2); en el centro de la imagen, dos células

conjugadas,unidas por un gruesotubo de conjugación, y en el interior de una de ellas

cuatro esporas,tres de ellasvisibles. 13: C.glabratacepa28E2, célulasvegetativas.14:

S. cerevisleecepa 29E1; señaladacon una flecha, célula que contiene en su interior

cuatro esporassituadasendos planos,de las que seobservantres. 15: L. elongisporus

cepa 33E1Ú1), células sin esporular; 16: P. gulliermondil cepa 38E1, células no

esporuladas. 17 y 18: S. octosporus;en 17,señaladacon una flecha, célula en división

mediante fisión, en la que seaprecia la formación de un tabique central; en 18,célula

con ocho esporasen su interior.

LS

a%a~. a
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IV- Resultados

IV.3.- Reproducción de las alteraciones

IV.3.t- Reproducción de olor a “petróleo” y/o gas

Tabla 13.- Reproducción de olor a “petróleo” y/o gas por las cepasde levaduras

aisladasde productos de mazapán

Cepa Especie Olor Gas

Z rouxii

Z.

D. hansenu

D. hansenii

D. hansenii

+ +

+ +

+

+

+

Cepa

26E3

26E4

29E1

29E2

29E3

Especie Olor Gas

7 rouxii

7 rouxii

+

+ +

S. cerevzszae

S. cerevisiae

S. cerevisiae

L. elongisporus

S. cerevisiae

S. cerevisiae

S. cerev¿szae

S. cerevisiae

Z. rouxii

7 rouxii

Z. rouxii

Z. rouxii

L. elongisporus

L. elongisporus

L.

L.

elongisporus

elongisporus

L. elongisporus

L. elongisporus

7 rouxii

Z. rouxii

lE

2E

3E

4E

lOE

14D

14E1

14E2

14E4

lSD

16D

16E1

16E2

1 6E3

1 6E4

17D

lSD

1 8E 1

1 8E2

1 8E3

1 8E4

19D

Z. rouxii

7 rouxii

7 rouxii

7 rouxii

Z. rouxii

7 rouxií

7 rouxií

7 rouxii

7 rouxii

7 rouxii

Z. rouxii

7 rouxii

7 rouxu

7 rozan

Z. rouxii

7 rouxii

7. rouxii

+ +

+ +

+ +

+

- +

- +

+ +

+ +

+ +

+ +

+ +

+ +

+ 4.

+ +

+ +

+ +

+ +

30E1

30E2(l)

30E2(2)

30E3

30E4

32E1

32E2

32E3

32E4

33E1(l)

33E1(2)

33E2(l)

33E2(2)

33E3

33E4

34E1(1)

34E1(2)

+ +

+ +

+ +

+ +

+ +

+ +
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1V- Resultados

+ +

+ +

+ +

+ +

+ +

+ +

+ +

+ +

+ +

+ +

+ +

+ +

+ +

+ +

Medio experimental:CaldoNutritivo + 600 gIL sacarosa+ 0,5 g/L sorbatopotásico.

Tabla 14.-Reproducción del olor a ‘petróleo por las cepasde levaduras aisladasde

materias primas

Especie Olor Gas

L orientalis

T. delbrueckii

L orientalis

T. delbrueckii

L orientalis

T. delbrueckii

Cepa Especie Olor Gas

28E2 C. glabrata - -

28E3(1) C. glabrata - -

28E3(2) C. glabrata - -

28E4(l) C. glabrata - -

28E4(2) C. glabrata - -

28E4(3) C. glabrata - -

Medio experimental:CaldoNutritivo + 600 gIL sacarosa+ 0,5 g/L sorbatopotásico.

20D

20E2

20E3

2OE4

21D

22E1

22E2

22E3

22E4

24E1

24E2

24E3

24E4

26E1

26E2

7

7

7

7

z.

z.

7

7

7

7

7

a

a

7

a

rouxu

rouxu

rouxu

rozan

roz¿ni

rozan

rouxu

rozan

rouxu

rouxu

rouxu

rouxn

ro¿¿nz

rouxu

rozan

+ +

+

+ +

- +

- +

+ +

- +

+ +

+

+ +

+ +

+ +

+

+ +

34E2

34E3

34E4

35E1(l)

35E1(2)

35E2(1)

35E2(2)

35E3(1)

35E3(2)

35E4

36E1

36E2

36E3

36E4

7 rouxii

7 rouxii

7 rozaii

7 rouxii

7 rouxii

7 rouxii

Z.

7 rouxii

7 rouxii

7 rouxii

Z.

Z. rouxii

7 rouxii

Z.

+ +

Cepa

27E1(1)

27E1(2)

27E2(l)

27E2(2)

27E3(l)

27E3(2)
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IV. — Resultados

Cepa Especie Olor Gas

38E1 P. guilliermondii - -

38E2 P. guilliermondil - -

38E3 P. guilliermondii - -

38E4 P. guilliermondil - -

Cepa Especie Olor Gas

39E2 £ octosporus - +

39E3 S. octosporus - +

39E4 S. octosporus - +

Medio experimental: Caldo Nutritivo + 600 g/L sacarosa+ 0,5 g/L sorbatopotásico.

92

Fotografía 19.-Reproducción de la formación de gas,tras 5 díasde incubación a 280C,

por cepasproductoras de olor a ‘petróleo”. De izquierda a derecha, los cultivos

correspondena las cepas3E y 4E (D. hansenil)y 14D, lE y 24E1 (Z. rouxifl.

Tabla 15.- Reproducción a “petróleo” por las cepasde levaduras aisladasde otros

productos altamente azucarados



IV.— Resultados

Tabla 16.- Reproducción

de distintas muestras

Cepa Especie Olor

Hl P. chrysogenum +

H2 P. crystosum +

H3 P. chrysogenutm +

H4 P. chrysogenum +

del olor a “petróleo” por los hongos filamentososaislados

Cepa Especie Olor

H5 P. chrysogenurn +

H6 P. simplicissimuin +

H7 A. niger +

Medio experimental:Caldo Nutritivo + 600 gIL sacarosa+ 0,5 g/L sorbatopotásico.

IV.3.2.- Reproducción de las licuefaccionespuntuales

93

Fotografía 20.- Reproducciónde la licuefacción puntual en pasta de almendra por las

cepasde levadura ensayadas.La zonalicuada (abajo) correspondea la inoculación en

superficie, y la menos alterada (arriba) a la inoculación en profundidad.



IV. - Resultados

I’V.3.2.1.- Reproducciónin situ. Parala reproducciónin situ de la alteración,es

decir, sobreel propio sustrato-pastade almendra-se inocularon las cuatro cepasde 7

rozaii correspondientesa los primerosaislamientosde la muestraM32, 34E1(l) y 34E1(2),

y de la muestraM33, 35E1(1) y 35E1(2). La licuefacciónen las porcionesde pastade

almendrafue positiva paralascuatrocepasensayadas,efectoquerecogela Fotografía20.

I’V.3.2.2.- Reproducciónen mediosexperimentales

Tabla 17.- Reproducción en mediosde composiciónsimilar al sustrato original

Medio 0,1% sorbato Lectura*

+ Licuefacción
66% (p/p) sacarosa+
34% (p/p) almendra Licuefacción

+ Sólo crecimiento
1% (p/p) sacarosa+
99% (plp) almendra Sólo crecimiento

+ Sólo crecimiento
660 gIL sacarosa+

5 g/L almendra Sólo crecimiento

66% sacarosa+
+ ‘Viraje del indicador

azulde bromofenol ‘Viraje del indicador

66% sacarosa+
+ yiraje del indicador

rojo congo ‘Viraje del indicador

66% sacarosa+
+ ‘Viraje del indicador

verdede bromocresol ‘Viraje del indicador

66% sacarosa+
+ Viraje del indicador

rojo de metilo ‘Viraje del indicador

* Las cuatrocepasensayadas-34E1(l), 34E1(2),35E1(1), 35E1(2)-dieron

los mismosresultados.
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1V- Resultados

Fotografía 21.- Efecto del crecimiento de la cepa 34E1(1)de Z. rouxii en los medios

con 66% de sacarosa+ 34% de almendra (plv) -a la izquierda.~, y con 1% de sacarosa

y 99% de almendra (plp) -a la derecha-.En el primer medio no seobserva ningún

efecto,mientras que en el segundoseapreciancuatro puntos dondeel crecimiento de

la levadura ha provocado la pérdida de masa sólida, rodeadosde una zona con el

mismo aspectolicuado que seaprecia en las Fotografías 2 y 20.
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IV- Resultados

Tabla it- Estudio de distintas actividades enzimáticasrelacionadas

Medio % azúcar (plv) 0,1% sorbato Lectura (halos)

Chalkagar
(acidificación)

5% glucosa

66% sacarosa

+
+

+

Gorodkowa+ 5% 0,1%glucosa +

aceitede almendra

(lipolisis) 66% sacarosa
+

Agar tnbutirina
(lipolisis)

0,5% glucosa
-

-

66% sacarosa
+

Baseagartributirina +
aceitede almendra

0,5% glucosa +

(lipolisis) 66% sacarosa
+

YMA + 1% gelatina
(proteolisis)

1% glucosa

66% sacarosa

+

+

Agarde Frazier
(proteolisis)

0,5%glucosa

66% sacarosa

+

+

YMA + 1% almidón
1% glucosa +

(amilolisis)
66% sacarosa

+

Agarpectina
(pectinolisis)

0,5%glucosa

66% sacarosa

+

+
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IV - Resultados

IV.4.- CMI de ácidosórbicoparacepasseleccionadas

Tabla 19.-CMI en gIL de ácido sórbicopara cepasde levadura aisladasde productos

de mazapan

Número de cepa MIC en 1% (plv) deglucosa MIC en 60% (plv) deglucosa

lE <0,5 g/L 1,2 g/L

2E <0,5 gIL 0,9 gIL

3E <0,5 gIL 0,9 gIL

lOE <0,5 gIL 1.2 gIL

14D <0,5 g/L 0,8 g/L

24E1 <0,5 gIL >1,2 g/L

26E1 <0,5 gIL >1,2 gIL

32E1 <0,5 gIL 1,2 g/L

Rangode

1,2 gIL.

concentracionesde ácidosórbico ensayadas:0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1,0,

IV.5.- Identificación del compuestoresponsabledel olor a “petróleo

”

Comosemencionóenel Apartado111.9 de Material y métodos,Marth et al. (1966)

describieronpor primeravez la capacidadde algunoshongosdel géneroPenicillium de

descarboxilarel sorbatoa 1,3-pentadieno,compuestocon un característicoolor a “petróleo”,

“pinturat’ o “hidrocarburo”, como el detectadoen algunasmuestrasde este trabajo. La

Figura 1 muestrael cromatogramadel 1,3-pentadienopatrón(la); el pico correspondea la

inyección de 1 pL del compuesto,cuyo espectrode masasaparecedebajo (lb). En la

Figura 2 semuestranel cromatograma(2a) y el espectrode masas(2b) correspondientes

a la inyecciónde 1 pL de otro compuestopatrón,isopreno(2-metil-1,3-butadieno).Tanto

el tiempode retencióncomola fragmentaciónm/z delsegundocompuestosoncoincidentes

con los del pentadienopatrón.
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IV- Resultados

Amboscompuestos,comoseobservaen las Figuras la y 2a, poseenun tiempo de

retenciónde 1,5 minutos; la fragmentaciónm/z, que apareceen las Figuras lb y 2b, es la

siguiente:27, 39, 53, 67.

Por suparte,las Figuras3 a 9 muestranlos correspondientescromatogramas(3a a

9a) y espectrosde masas(3b a9b) de los metabolitospresentesen el gasde cabezade los

cultivos de los microorganismosproductoresdel olor a “petróleo” que seindican en cada

figura. Los tiempos de retenciónde los picos del compuestocorrespondientesa la cepa

representantede Z. rouxii -lE- (Figura 3a), D. hansenii-3E- (Figura 4a), S. octosporus

(Figura Sa), P. chrysogenum(Figura 6a), P. crustosum(Figura 7a), P. simplicissimurn

(Figura8a) y A. niger (Figura9a) sonsimilaresa los de los compuestospatrón.Asimismo,

los espectrosde masascorrespondientesa estospicos seasemejana los de los patrones,

siendola fragmentaciónm/z muy similaren todoslos casos.Los resultadosseconfirmaron

por comparacióncon los espectrosde masasdel 1,3-pentadienoy el isoprenocontenidos

en la basede datosdel programa.
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IV - Resultados
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IV. - Resultados

Figura1.- Cromatograma(a) y espectrode masascorrespondientesa la inyecciónde 1 pL

de 1,3-pentadieno(mezclade isómeroscis y trans)patrón.

Figura2.- Cromatograma(a) y espectrode masascoaespondiente~a la inyecciónde 1 pL

de isopreno(2-metí 1,3-butadieno)patrón.

Las siguentesfigurasrepresentanel cromatograma(a) y espectrode masasobtenidos

por la inyección de 1 gL del gas de cabezade un cultivo de 4 días en el medio

experimentalcon sorbato de la cepade hongo o levaduraque se indica. El espectro

correspondea los picos cromatográficosde metabolitoscuyafragmentaciónm/z contenga

un ion de valor 67, seleccionadoa partir de los espectrosde los compuestospatrón.

Figura 3.- CepalE de 7 rouxii. Estafigura representaa los cromatogramasy respectivos

espectrosobtenidospara el resto de cepasde 7. rouxii: 2E, 14D, 24E1, 26E1, 32E1,

34E1(l), 34E1(2), 35E1(l)y 35E1(2).

Figura 4.- Cepa 3E de D. hansenii. Esta figura representaa los cromatogramasy

respectivosespectrosobtenidosparael restode cepasde D. hansenii:4E y lOE.

Figura 5.- Cepa39E3 (S. octosporus).

Figura 6.- Cepa Hl (P. chrysogenum).Esta figura representaa los cromatogramasy

respectivosespectrosobtenidosparael resto de cepasde P. chrysogenum:H3, H4 y H5.

Figura 7.- Cepa H2 (P. crustosum).

Figura 8.- Cepa H6 (P. simplicissimum).

Figura 9.- Cepa H7 (A. niger).
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IV.- Resultados

£V.6.- Cuantificación de pentadienoproducido a partir de sorbato

IV.6.L- Cuantificación de sorbato

Para el cálculo de la concentraciónde sorbato presenteen las distintas muestras, sc

construyópreviamenteunacurvade calibracióna partir de las tresdilucionesde lasolución

patrón. La Figura 10 muestra el cromatograma obtenido por la inyección de una de estas

diluciones.

.10

A

~
E 50

40

30

20

Figura 10. Cromatograma (HPLC) correspondientea la dilución menosconcentradade la

solución patrón de ácido sórbico, 0,008 gIL. El volumen inyectadofue de 20 pL y la

detecciónespectrofotométricase llevó a cabo a 264 nm. El pico obtenido presentóun

tiempo de retenciónde 21,17 minutos.

o,
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Time Unir.)
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11/.- Resultados

La relación entre las áreas mediascalculadaspara las tres diluciones y sus

respectivasconcentracionesdio lugar a una curva de calibracióndonsistenteen una recta

de regresióndefinidapor la siguienteecuación:

Y = 1,078 x 104X + 3,010x 101

donde:

X = áreamediadel pico obtenidade las dos inyecciones.

Y = concentraciónde sorbatoen g/L.

Desviaciónestándar(a) = O

‘Varianza (&) = O

Coeficientede correlación(r) = 1,00

Coeficientede determinación(r2) = 1,00

I’V.6.l.l.- Recuperaciónde sorbatode los mediossin inocular.La concentraciónde sorbato

recuperadade los medios sin inocular se calculó, aplicando la recta de regresión

mencionadaen el apartadoanterior, a partir de las áreas de los respectivospicos

cromatográficos.En laFigura 11 apareceel cromatogramaobtenidoporla inyecciónde una

de estasmuestras.
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Figura 111. Cromatogrania (HPLC) correspondiente a un medio con una concentración

afiadida de 1 gIL de sorbato potásico. El residuo extraido se resuspendió en 2 mL de

metanol y se realizó una nueva dilución 1/100 en el mismo disolvente. El volumen

inyectadofue de 20 pL y la detecciónespectrofotométricase llevó a cabo a 264 nm. Se

observala coincidencia en el tiempo de retención del pico principal con el del pico del

patrón, así como la aparición de un pico secunadario.
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IV- Resultados

Las concentracionesde sorbato recuperadasa partir de los distintosmedios,así

como los porcentajesde recuperacióncalculadosa partir de las mismas,se recogenen la

Tabla 20.

Concentración
inicial (gIL)

Concentración
recuperada (gIL)

Porcentaje de ¡
recuperación (%)

Coeficiente de
recuperación (%)

0,25 0,20 80,66

0,50 0,44 88,30 84,24

1,00 0,83 84,24

Tabla 20. Determinaciónde sorbato a partir de tres concentracionesconocidas.Los

valoresconsignadoscorrespondena la mediade dos inyeccionesde HPLC. De las

concentracionesde sorbatocalculadasrespectode las esperadasse obtuvierontres

porcentajesde recuperación,uno para cadaconcentracióninicial de sorbato. La

mediade los tresporcentajes(coeficientede recuperación)esel valoraplicadoalas

concentracionesde sorbatodeterminadasen las muestrasinoculadas.

I’V.6.l.2.- Determinaciónde sorbatoenlos mediosinoculados.Lacuantificacióndelsorbato

presenteen los mediosinoculadosserealizósegúnla metodologíaanterior.En las Figuras

12 y 13 se muestranlos cromatogramasobtenidosde dos de estosmedios inoculados,

respectivamente,con7 rouxii y D. hansenii,siendola concentracióninicial de sorbatode

1 gIL en amboscasos.
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Figuras 12 y 13. CromatogramaHPLC correspondienteal ácidésórbico recuperadotras

la incubación durante cuatro días con la cepa lE de 7 rozad (Figura 12) o 3E de D.

hansenii(Figura 13). El extractose resuspendióen2 mL de metanol,de los que seinyecté

un volumen de 20 1.iL y la detecciónespectrofotométricase llevó a cabo a 264 nm.
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IV- Resultados

En la Tabla 21 se recogenlas concentracionesde sorbáto recuperadasde los

distintosmediosincubados,calculadosa partir de las áreasde sus picos respectivos.

Concentraciónde sorbato(gIL)

Concentración final
Concentración inicial

Z. roaxil (Cepa lE) D. hansenii(Cepa 3E)

0,25 1,60 x í0~ 3,18 x l0~

0,50 3,14x 1W 4,43 x 1W

1,00 9,85 x 1W 5,23 x 1W

Tabla21. Cuantificaciónde sorbatoen los mediosde cultivo despuésde cuatrodías

de incubación de los mismos con 7 rouxii (cepa lE) o D. hansenii (cepa3E)

(concentraciónfinal). Los valores consignados representanla media de los

triplicados incubadosparacadaconcentracióny de las inyeccionesde HPLC por

duplicado, tras aplicarel coeficientede recuperacióncalculadocomo seindica en

la Tabla 20.

IV.6.2.- Cuantificación de pentadieno

La relaciónentre los volúmenesde pentadienopatróninyectadosen los vialesde

medio de cultivo estéril y su respectivaabundanciamáxima medidadel ion 67 en el

espectrode masasdio lugar a una curva de calibración consistenteen una recta de

regresióndefinidapor la siguienteecuación:

Y = 376,68X - 618,647,

donde:

X = volumende pentadienoinyectadoen pL.

Y = abundanciamáximadel ion 67.

Coeficientede correlación(r) = 0,927533

Coeficientede determinación(9) = 0,860317
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IV.- Resultados

Medianteestarectade regresión,la abundanciamáximadelion 67 medidaen cada

muestrasetransformóenvolumende pentadienoproducido,valoresquerecogenlas Tablas

22 y 23.

1 rouxii (cepalE)
Volumen de Pentadienoproducido (pL)

Concentracióninicial de sorbato(gIL)

Tiempo (días) 0,25 0,50 1,0<)

DíaO O O O

Dial O O O

Día 2 3,12 3,85 5,00

Día 3 3,85 5,96 8,67

Día4 3,91 7,27 11,11

D. hansenii (cepa3E)
Volumen de Pentadienoproducido (pL)

Concentracióninicial de sorbato(g/L)

Tiempo (días) 0,25 0,50 1,00

DíaO O O O

Dial 0 0 0

Día 2 2,26 3,43 10,89

Día 3 2,42 3,55 12,58

Día 4 2,82 4,85 19,44

Tablas 22 y 23. Resultados de la determinación cuantitativa de la producción de

1,3-pentadienopor la cepalE de 7 rouxii (Tabla 22) y 3É de D. hansenii(Tabla

23). El primer análisis (día O) se realizó justo despuésde la inoculaciónde la

levadura.Los valoresde la tabla representanla mediade las tres determinaciones

paracadaconcentración.
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IV- Resultados

IV.6.3.- Recuentoscelulares

Z. rouxii (cepalE)

Recuentosiniciales Concentracionesde
(UFC/mL) sorbato (gIL)

0,00

0,25
4,0 x ío~

0,50

1,00

Recuentosfinales
(UFC/mL)

5,0 x 106

3,6 x 106

4,0 x 106

4,0 x 106 ¡

Tabla 24. Recuento de células de 7 rouxii (cepalE) en los medioscon distintas

concentracionesde sorbatoantesde la incubación(recuentosiniciales)y después

de 4 díasdeincubaciónde los mismos(recuentosfinales).En el casode los medios

con 0,25, 0,50 y 1,00 gIL de sorbato,los valorescorrespondena la mediade los

recuentosde los triplicados; junto a la media, aparecela varianza de los tres

valores.

Testde ANO’VA parael conjuntode recuentosfinales:

F = 0,14286

p = 0,93057

Paraun nivel de significacióna = 0,05, las mediasNO SON significativamentediferentes.

Varianza

5,33333

3

1
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D. hansenii (cepa3E)

Recuentosiniciales Concentracionesde
(UFCImL) sorbato (gIL)

0,00

0,25
1,5 x 106

0,50

1,00

Recuentosfinales
(UFC/mL)

7,5 x 1(19 ¡

1,5 x 10~

1,0 x ío~ ¡

1,6 x ío~

Tabla 25. Recuentode célulasde D. hansenii(cepa3E) en los medioscon distintas

concentracionesde sorbatoantesde la incubación(recuentosiniciales) y después

de 4 díasde incubaciónde los mismos(recuentosfinales).Énel casode los medios

con 0,25, 0,50 y 1,00 gIL de sorbato,los valorescorrespoñdena la mediade los

recuentosde los triplicados; junto a la media, aparecela varianza de los tres

valores.

Test de ANO’VA parael conjuntode recuentosfinales:

F = 50,2399

p = 1,20977 x l0~

Paraun nivel de significacióna = 0,05, las mediasSON significativamentediferentes.

Test de ANO’VA excluyendoel valor (recuento)correspondienteal medio sin sorbato:

F = 1,12315

p = 0,38519

Paraun nivel de significacióna = 0,05, lasmediasNO SON signiflcativamentediferentes.

Varianza
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Y- Discusión

Vi- Caracterizaciónde microorganismosaislados

Todaslasbacteriasaisladas(Bl-B5 de M32, B6-BlO de M33 y B1l-B17 de M35,

respectivamente)fueronbacilosgrampositivosaerobiosy esporulados,con esporacentral

no deformante,quesepuedenidentificarcomoBacillussp..Estasbacterias,probablemente

presentesen las muestrasen forma esporuladadebido a las condicionesadversasde a~,

como se refirió en la Introducción (Apartado 1.2), no son capacesde germinar y

multiplicarse,y portantono contribuyenal deteriorodel producto,ya que no reprodujeron

ni el olor a “petróleot ni la licuefacciónpuntual, por lo que supresenciaen estasmuestras

no serátenidaen cuentaen los siguientesapartados.

V.1.1.- Levaduras

Antes de comenzarla descripción de la especiesaisladasde cadauno de los

sustratos,cabemencionarque todasestasespeciespertenecena los Ascomicetos,y no se

aisló ningunalevadurapertenecientea los Basidiomicetos.

En la Tabla 8 se recogenlas levadurasaisladasa partir de las muestrasindicadas

de mazapány productosrelacionados,muestrasquesedescribieronpreviamenteen la Tabla

4 de Material y métodos.

Las muestrasMl a M5 (pastelesde yema) y M6 a MiO (pastelesde gloria),

procedentesde devoluciones,se almacenarona temperaturaambientedurantedos años

antesde suanálisis.A pesarde mantenerlasenenriquecimientoun largoperíodode tiempo

(30días),sólo serecuperaronlevadurasen cuatromuestrasde las diezanalizadas(Mí, Má,

M7 y M9). Lo másdestacableesque aunqueel enriquecimientoserealizósimultáneamente

en YMB, con 10 gIL de glucosa,e YMBG, con 330 gIL de glucosa,el aislamientode las

cepastuvo lugarsólo a partir de YMBCI. De los resultadosobtenidosdel análisisde estas

muestrasantiguassederivan las siguientesconsideraciones.Paraque la alteraciónde un

productosehagaevidente,la poblacióninicial que lo contanúnódebemultiplicarsehasta

alcanzarcierta magnitud,queen mazapánsueleserdel ordende 106 célulasde levadura
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(UFC)Ig (Tilbury, 1976; Jermini et aL, 1987; Tudor y Board, 1993). A medida que la

levadurasedesarrolla,el sustratoseva transformandoen un entornoadversopor pérdida

de nutrientesy humedad,acumulaciónde metabolitos,etc., con lo que se produceun

descensoen el númeroy viabilidad de la población de levadurasy la presenciade éstas

puedepasardesapercibidaal no poderrecuperarseen mediostradicionales.Esteefectose

debe en parte al choqueosmótico que suponeel paso desde dn sustratocon elevada

presión osmóticaejercida por la presenciaen elevadacantidadde un soluto (azúcaro

cloruro sódico) a un medio dondela concentraciónde soluto esdrásticamentemenor(El

Halouaty Debevere,1996).Pareceademásquelas célulasde levaduraen faseestacionaria

sonmássensiblesal choqueosmótico(Jerminia aL, 1987).

El empleode mediosde cultivo y diluyentescon elevadaconcentraciónde azúcar

se ha convertido en una metodologíamuy extendida (Restainoet al.. 1983; Deak y

Beuchat, 1996).Resultaespecialmenteútil parala recuperaciónde levadurasque por su

bajo númeroyio estadofisiológico necesitanmediosque reproduzcanlo más fielmente

posibleel entornoen el que seencuentran,puesse reduceel efecto del choqueosmótico

(Deak y Beuchat, 1996; El Halouaty Debevere,1996). Las concentracionesde azúcar

incorporadasa los mediosde cultivo para este fin son diversas:2, 40 ó 60% (p/v) de

glucosa(Windischa al, 1978a);sacarosa,glucosao fructosaen concentración=60%(p/v)

(Windisch et al, 1978b), aunque el crecimiento en medios con sacarosafue menos

abundanteque en medioscon glucosa o fructosa; 40% (plp) de sacarosa,a.~ 0,96 (El

Halouaty Debevere,1996); 50% (p/p) de glucosa(Jerminia al., 1987); 60% (p/p) de

glucosa,a~ 0,82 (Zimmerly, 1980); 30, 50 y 60% (p/p) de glucosapara medios de

enriquecimientoen líquido y de aislamientoen sólido (Taing ok y Hashinaga,1997).

Los valoresde a~conseguidosporla adiciónde distintasconcentracionesde glucosa

a un medio base,segúnEl Halouat y Debevere(1996),serefierenen la Tabla 26.
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Tabla 26.- Valores de a. obtenidos por la

glucosa a una solución acuosaal 0,5% (plp)

adición de distintas concentracionesde

de extracto de levadura, con y sin agar.

% Glucosa 30 40 45 50 55 60 65 70

a.~ (líquido) 0,96 0,94 0,92 0,90 0,88 0,84 0,80 0,76
a.,< (sólido) - 0,93 0,92 0,90 0,87 0,83 0,79 0,74

Modificadode El Halouaty Debevere(1996).

Goldeny Beuchat(1990, 1992b),paramejorarla detecciónde levadurasosmófilas

en productosazucarados,empleanmediosgenerales(YMA, YMB) a los quecomplementan

con glucosa,sacarosao NaCí. CuandoseempleaYMB como medio de crecimientola a~

esde 0,99,mientrasque los productosaltamenteazucaradostienenuna a~ reducida,como

semuestraen la Tabla2 de la Introducción.Goldeny Beuchat(1992b),parareducirla a~

hasta 0,93, incorporan al YMB distintos solutos, cada uno en su correspondiente

concentración(p/v): glucosa33%, sacarosa45%, o NaCí 10%. La adición de un 1,5% de

agarparaobtenerlos correspondientesmediossólidosno varió de formaperceptiblela a.~,

comotambiénseobservaen la Tabla26, aunqueTilbury (1976)refierequeparaun mismo

valor de a el contenidoen aguatotal es mayor en liquido que en sólido, ya que la a~

mínimanecesariaparael crecimientode levadurasosmotoleranteses másbajaen medios

líquidosque en sólidos.

Yarrow (1998) recomienda,como mediossólidos parael aislamientodirecto de

levadurasosmotolerantesy osmófilasa partir de alimentos,medioscomoYPG o YMA que

contengande 30 a 50% (p/v) de glucosa.Estosmedios,con las mismasconcentraciones

de azúcar,puedenemplearseen líquido parael enriquecimientode los cultivos.

Paraprocesarlas muestrasde productosaltamenteazucaradoscontaminadoscon

levaduras,esrecomendablesu homogeneizacióndirectaen caldoenriquecidocon azúcar

(Jerminia aL, 1987; El Halouaty Debevere,1996;Taing ok y Hashinaga,1997).Cuando

ademásse quierenrealizarrecuentos,sedeberealizarla seriede dilucionesdecimalesen
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un diluyenteajustadoa un valor bajo de a,~, añadiendo40 ó 50% de glucosa (Tilbury,

1976; Deaky Beuchat,1996); independientementedel solutoquereducela a,,en el sustrato

de origen, Goldeny Beuchat(1992b)recomiendanel empleode YMB suplementadocon

glucosa,y luegosembrarenel correspodientemedio sólidoquecontengaglucosa,sacarosa

o NaCí (33, 45 ó 10%plv, respectivamente).Cuandoel solutoempleadoenel mediosólido

es la glucosa,sefavorecela recuperaciónde las levaduras.

Por tanto, los mediosde cultivo con altaconcentraciónde azúcarsonrecomendables

parala recuperaciónde levadurasosmotolerantesporqueconstituyenun medio apropiado

de enriquecimientoselectivopara las mismas,y porquereducenla pérdidade viabilidad

debidaal choqueosmótico(Jerminia aL, 1987).Los resultadosconsignadosen la Tabla

8 confirmanla utilidad de emplearmediosde cultivo que reproduzcanlo másfielmente

posiblelascondicionesdel sustratooriginal, en estecasocon a,, disminuida.Así, el medio

YMBG permitió recuperar levaduras que, debido a las condiciones de tiempo y

conservaciónde las muestras,debíanencontrarsedañadasyio en bajo número.

Respectoal análisis de la muestraMli (pan de Cádiz), puestoque se realizóel

mismo año de su elaboracióny por tanto la apariciónde la alteraciónera reciente,las

levadurassepudieronrecuperarporaislamientodirectomediantemétodostradicionales,así

comopormétodosde enriquecimiento.Al analizarpor separadodistintasporcionesde esta

muestra(Ml la-Ml íd), a partir del relleno inferior (Ml lc) sólo seaislaronlevadurasa

partir de YMBG, lo queindica queestaslevadurasestabanenbajonúmeroy sólo pudieron

recuperarseen las condicionesde a,, más favorables.

Un hechoa destacaresel análisisde las muestrasM12 aM16, de pastelesde yema:

aunquelasmuestrasM13-M15 no estabanalteradas,se incluyeronenestatablajunto con

M12 Y M16, que si presentabanla alteracióncaracterística,porperteneceral mismo lote

de fabricación.Como era de esperar,de las muestrasalteradasse aislaron levaduras,

mientrasque de las no alteradasno seaislóninguna;el aspectomásinteresanteesconocer

porquéciertosproductosresultanfinalmentealteradosy otrosno, estandoconfeccionados

amboscon las mismasmateriasprimasy siendosometidasalmismoprocesodefabricación

hastasu envasado.Las posiblescausasde estadiferenciasediscutiránmás adelante.
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En la Tabla 8 seobservaque del medio de enriquecimientoYMBG, en el cual se

mantuvieronen incubaciónlasmuestrasanteriores-ademásdelaislamientodirectorealizado

de la muestraMil-, serecuperaronlevadurasya en la primeraresiembra,a los tres días

de incubación (El) de las muestras Mil, M12 y M16. Sin embargo, fueron necesarios7

díasde incubaciónde las muestrasM6 y M9, y 14 días de Ml y M7 paraaislarlevaduras

delmedio de enriquecimientocon 330 gIL de glucosa.Estadiferenciatambiénsugiereque

en las muestrasantiguaslas levadurasseencontrabandañadasy poresotardaronmásen

desarrollarse.

La identificaciónde las especiesde levaduraaisladasde productosalteradosde

muestrasdemazapánsemuestratambiénen la Tabla8. Comopuedeobservarse,la especie

que se aíslamayoritariamente,con 36 aislamientosde un total de 39 cepas,corresponde

a 21 rouxii. Esta especie,como ya se refirió en la Introducción,<es la que seaísla con

mayor frecuenciade alimentosaltamenteazucarados,pero ademáslos estudiosrealizados

sobremuestrasde mazapánalteradoapuntana la levaduraZ. rouxii comoprincipal agente

causante(Windisch, 1969; Tilbury, 1976; Jermini a al., 1987); los efectos de esta

alteración se deben fundamentalmentea la actividad fermentativa de esta levadura

(Blaschke-Hellmesseny Teuschel,1970;Seiler,1977;Tudor y Board, 1993).Sin embargo,

aunqueen muchamenorproporción (3 aislamientosde 39), tambiénse ha aisladootra

especiede levadura,D. hansenii,queno esfermentativa.

Pareceprobableque, comoseñalaWindisch(1969),cuando21 rouxii contaminael

mazapán,la distribuciónseadesigual,por lo que habrámuestrascontaminadasy otrasno,

y puede ser necesarioexaminar un amplio número de muestraspara detectaresta

contaminación.En mazapánsin alterar, la incidenciade levadurasesescasao nula, y la

presenciade 21 rouxii esrara;sin embargo,unavezque sehaproducidola contaminación

de una muestra,Z. rouxu se desarrolla (profusamente)en la masa de mazapán,a

temperaturaentre 15-250C (Blaschke-Hellmesseny Teuschel, 1970), teniendo lugar la

alteración perceptible del producto. Esta presenciao ausenciade Z. rouxii en el mazapán,

así como su capacidadde propagarseen el mismo, puedenexplicar que, dentro de un

mismo lote, las muestrasM12 y M16 resultaron alteradas y M13-M15 no.
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21 rouxii es una de las levadurasosmotolerantesmejor conocidas,aunqueexiste

cierta diversidaddentro de la especierespectoa la a,, mínima tolerada (El Halouat y

Debevere,1997).Como ya serefirió en el Apartado1.2.1 de la Introducción,escapazde

produciry acumularintracelularmentepolioles como solutoscompatibles,lo que permite

a cepasde estaespeciecreceren sustratoscon un valor de a,, tanbajocomo 0,63. Algunas

cepasde 21 rouxii sonademáshalotolerantes,dependiendode su origen,aunquela a,, en

estecasodebesermayor(Tokuokae Ishitani, 1991).

D. hanseniiesunaespeciede levaduraconocidaporsuelevadatoleranciaa la sal

(Deak y Beuchat, 1996), aunquetambién es capaz de crecer en alimentosaltamente

azucarados;dehecho,tambiénseaíslade estosúltimos, pero en menorproporciónque 21

rouxii (Jermini a aL, 1987; Praphailongy Fleet, 1997). Aunque se consideraque el

mecanismode toleranciaal azúcaresdistinto del de toleranciaa la sal (TokuokaeIshitani,

1991; Deak y Beuchat, 1996; laing ok y Hashinaga,1997), inclusoel mecanismode

toleranciaa la glucosay a la sacarosapuedeserdiferente(Tokuokae Ishitani, 1991; Deak

y Beuchat,1996),la a,, mínimanecesariaparael crecimientode D. hanseniienmedioscon

sal y enmedioscon distintosazúcaresessimilar, aproximadamentede 0,83 (ICMSF, 1991;

TokuokaeIshitani, 1991).A pesarde ser21 rouxii el principalcausantede deterioroen el

mazapán,D. hanseniitambiénes responsablede la alteraciónen productosrealizadosa

basedel mismo,comolos pastelesde gloria (muestrasMá y M7) queaparecenen la Tabla

4. Los valoresde a,, del mazapánoscilanentre0,67-0,79y 0,75-0,80,segúnel autor-datos

que aparecenen la Tabla 2 de la Introducción (Apartado1.2)-, por lo que el crecimiento

de DL hanseniiestaríaen principio restringido,aunquela capacidadde tolerar elevadas

concentracionesde azúcarvaríade una cepaa otra (Windisch, 1969>. Así, Praphailongy

Fleet (1997)hacenreferenciaacepasde D. hansenilcapacesde creceren presenciade 60-

70% (p/p) de sacarosa.Es importantemencionaraquíde nuevoel fenómenode adaptación

al azúcarreferidoen el Apartado1.2.1 de la Introducción,porel cualla preincubaciónde

las levadurasen presenciade un azúcardisminuyela a,, parael posteriorcrecimientoen

el mismo azúcar.Sin embargo,tambiéncabedestacarque la presenciade relleno -en este

caso boniato confitado-, con una humedadaproximadade un 29% (Casasa aL, 1996),

puedeincrementarel contenidoen aguade la masade mazapánadyacente,alcanzándose

un valor de a~ más favorableparael desarrollode D. hansenu.
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La Tabla 8 también recogelas cepasde levadurasaisladase identificadasde

productosfinalessin alterar.De las cuatromuestrasanalizadas,las especiesde levaduras

identificadasa lo largodel períodode enriquecimientoson5. cerevisiae(29E1-29E4de la

muestraM28y 30E2(1)-30E4de M29), L. elongisporus(30E1 de M29 y 33E1(1)-33E4de

M31> y 21 rouxii (32E1-32E4de M30), entre las cualessólo 7. rouxii es una de las

especies responsablesdel deterioro de productos finales, como se ha discutido

anteriormente.

El perfil taxonómico -tanto fisiológico como morfológico- de algunas cepas

incluidas como L. elongisporus(33E1(l), 33E2(l> y 33E2(2)), identificadasmedianteel

programainformático como D. hansenii,difiere sensiblementedel de las cepasde D.

hanseniicausantesde alteraciones(3E, 4E, lOE) y seasemejamás al de las cepasde L.

elongisporus (30E1, 33E1(2), 33E3 y 33E4). Este conjunto de cepasfue finalmente

asignadoa la segundaopciónmostradaporel programainformático,L. elongisporus,por

variasrazones.En términosmorfológicos,las célulassonmás irregularesque lascepasde

D. hanseniitípicas-3E, 4E y lOE-, como seapreciacomparandolas Fotografías15 y 10;

asimismo, la presenciade un pseudomiceliomuy desarrolladoes excepcionalen las

especiesde D. hansenii(Yarrow, 1984;Barnetta al., 1990); y la fácil detecciónde esporas

en las cepastípicas de D. hansenii,como se discutirá más adelante,contrastacon la

ausenciatotal de estasformacionesen las cepasconsideradascomoL. elongisporus.

En términosfisiológicos,el hechomásdestacableesque, peseahabersido aisladas

de productosde mazapáncon sorbato, al igual que las cepasde D. hansenii, las cepas

identificadascomo L. elongisporus no reprodujeronen ningún caso las alteraciones

estudiadasparalas primeras.Por tanto,en estecasola correctataxonomíade esteconjunto

de levadurasno escrucialparaesteestudio,ya que supresenciaen los sustratosde origen

no produjo ningún efectonegativosobrelos mismos.En cualquiercaso,estascepasde

identificacióninciertason un claro ejemplode la utilidad de las técnicasmolecularespara

la identificaciónde levaduras,descritasen el Apartado 1.4 de la Introducción. En este

sentido,cabedestacarque, mediantela comparaciónde ADNr, seha determinadoque L

elongisporuspresentauna significativa asociaciónfilogenética con especiescomo D.

hanseniio C. guillier¡nondii (Cai a al., 1996).
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La a mínimaparael crecimientode S. cerevisiaesesitúageneralmentealrededor

de 0,90 (ICMSF, 1991),por lo que no sela consideraosmotoleranteni, comoen estecaso,

capaz de producir alteración visible. Sin embargo, sí existen referencias de cepas

osmotolerantesde S. cerevisiaecapacesde crecera un valor de a~ de 0,75, en miel, fruta

confitada,pasas,o productosde confitería(Deak y Beuchat, 1996).

Una vezmás,cabehacermenciónde la utilidad del enriquecimientoen un medio

con elevadaconcentraciónde azúcar-YMBG-, que permite recuperarlevadurasen un

númerosuficientementebajo comoparaproducirdeterioro,peroque puedenproliferar en

el sustratoy llegara desarrollarla alteración,enestecasode la muestraM30 (pastelesde

yema,ver Tabla4 de Materialy métodos).Además,esteprocedimientopermitióaislardos

especiesde levadurasdistintasa partir de unamisma muestra;en al análisisde la muestra

M29, la levaduraidentificadaenel primer aislamiento-L elongisporus-fue distintaa las

identificadasen aislamientosposteriores-S. cerevisiae-, lo que implica que utilizando

métodosde aislamientode levadurasmenosprolongadosla presenciade levadurasen

menornúmeroo de crecimientomás lento que otrascepaspodríapasarinadvertida.

Por último, en la Tabla 8 se detalla el análisis de dos muestrasde pasta de

almendra,M32 y M33, con licuefaccionespuntualesy olor a “petróleo’. Asimismo, se

recogela identificaciónde las cepasde levaduraaisladasde turrón de frutas con olor y

sabora ‘petróleo’ (M35). La levaduraaisladatrasel períodode incubaciónfue en los tres

casosla misma, 21 rouxii. El agenteresponsablees, por tanto, el mismo que en otros

productosa basede mazapán,y la reproducciónde los efectosserádiscutidamásadelante.

En la Tabla 9 se recogela identificación de las levadurásaisladasde distintos

ingredientes.Es importantemencionarque, de todas las materiasprimas y productos

intermediosanalizados(ver Tabla5 de Materialy métodos>,sólo seaislaronlevadurasde

las muestrasde almendras(M22 y M23). Esteresultadoconcuerdaen principio con las

observacionesde Windisch a al. (1978a y b), que consideranque las levaduras

osmotolerantesresponsablesde la fermentacióndel mazapánsonintroducidasen la fábrica

por las almendras.Sin embargo,estosautoresno detectanestas levadurascuando las

almendrasque analizanestánpeladasy blanqueadas,siendoestaúltima formaen la cual
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serecibieronen la fábricalas almendrasque seanalizaronparaestetrabajo.De hecho,se

puedeobservarque las especiesencontradas(L orientalis, 71 delbrueckiiy C. glabrata) no

son las mismasqueseidentificancomo responsablesde las alteracionesen los productos

finales de mazapán(21 rouxii y D. hansenii). Entre ellas, 71 delbrueckiies una especie

osmotolerante(Jerminiet aL, 1987; Tokuoka e Ishitani, 1991); 1. orientalis escapazde

deterioraralimentoscon elevadocontenidode azúcaro de sal (Tilbury, 1976); y resiste

hasta0,8 gIL de ácido sórbico (Deak et aL, 1992); C. glabrata también puede alterar

alimentosaltamenteazucarados(Tilbury, 1976).Parael aislamientode levadurasa partir

de estas almendras,como se cita en la Tabla 9, también se empleó el medio de

enriquecimientocon 330 gIL de glucosa (YMBG) para favorecer la selección de

organismosomotolerantes,ya quesólo éstosseránpotencialmentecapacesde desarrollarse

en los productosfinalesy darlugar a sualteración.

Lascuatromuestrasde azúcarrefinadoanalizadas(muestrasM24 a M27 delaTabla

5 de Materialy métodos)estabanlibresde levaduras.AutorescomoBlaschke-Helímesen

y Teuschel(1970) tampocoencuentranlevadurasosmotolerantesen el azúcar,aunquesí

enotrasmateriasprimas; porel contrario,Pouncyy Summers,en 1939,afirmaronquelas

levadurasosmotolerantesson introducidascontinuamenteen las industriascon cualquier

forma de azúcarque serecibe (Tudor y Board, 1993). Pareceque los insectos(abejas,

avispasy moscasde la fruta) jueganun importantepapelen la transmisiónde levaduras

osmotolerantesentrefrutas, miel o pilasde azúcarsin refinar; incluso sehan aisladocepas

de Candidaapicola, D. hanseniiy 1 rouxii del contenidoabdominalde abejasy avispas

(Tilbury, 1976).La esterilizaciónde los jarabesde sacarosay el tefinado del azúcarson

por tanto imprescindiblespara su conservación.Así, el deterioro del azúcar refinado

cristalizadoes muy poco frecuente(Tilbury, 1976; Tudor y Board, 1993),sólo seconoce

un casoen un silo de azúcarblancodondehabíatenido lugaruna migraciónde humedad,

y la levaduraresponsablefue identificadacomo C. apicola (Tilbury, 1976).Por su parte,

21 rouxii sólo es capazde contaminarsolucionesde sacarosade bajapurezay azúcarsin

refinar(Tilbury, 1976; Tudor y Board, 1993).

El tratamientotérmicoequivalentea unapasterizaciónqueseaplicaa lapastacruda

de mazapán,tal y comosedescribióenel Apanado111.1 de Material y métodos,pareceser

efectivo en la eliminaciónde las levaduraspresentes,ya que no serecuperóningunacepa
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trasel períodode enriquecimientode las muestrasde masade mazapánantesy despuésdel

períodode reposo(M20 y M21, respectivamente).El horneadoal que se sometenlos

productos,que se denomina“hornaya”, es un tratamientotérmicocorto que puedeser

inefectivodebidoa la protecciónde los microorganismosfrente al calorpor la presencia

de solutoscomoel azúcar(Golden y Beuchat,1992b;Deak y Beuchat,1996).

Lascepasde 21 rouxii identificadasen estetrabajono son capacesde asimilar la

sacarosa.En general,mientrasqueZ. rouxii puedemetabolizarcon‘facilidad la glucosa,no

escapazde degradarla sacarosao lo hacemuylentamente(Restainoet al., 1983),poreso

no escapazde alterarazúcarrefinadopuro cristalizadoo en solución.En estascondiciones

predominanlas levadurasproductorasde invertasa,enzimaque catalizala escisiónde la

sacarosa-disacárido- en sus dos monosacáridos,glucosa y fructosa, cuya mezcla

equimoleculares lo que sedenominaazúcarinvertido (Ranken,1993).

Lascepasde levadurascon menoresnivelesde invertasapresentanuna ventajaen

sustratoscon una elevadaconcentraciónde sacarosarespectoa las <cepascon nivelesaltos

de invertasa.La hidrólisis de la sacarosa,que libera glucosa y fructosa, incrementala

presiónosmótica;por tanto, cuandolas levadurasposeenunaelevadaactividadinvertasa,

se exponenmás rápidamentea un mayor estrésosmótico, lo que puedeconducir a la

inhibición de las células(Myers et al., 1997).

Puestoque en las pruebasde identificación21 rouxii no fue capazde fermentarni

asimilarencondicionesaerobiasla sacarosa,cabepreguntarsecómoestalevaduraescapaz

de alterarproductosfabricadosa basede sacarosa.La explicaciónestribaen la proporción

de azúcarinvertido con la quesuelesustituirseparte de la sacarosa,como serefirió en el

Apartado111.1 de Material y métodosal describirla composicióndel mazapán;la utilidad

del empleodel azúcarinvertido resideen que, mientrasque la sacarosacristaliza con

facilidad,de la mezclaequimolecularde glucosay fructosaesmuy difícil queseproduzca

la cristalizaciónde la segunda,por lo queel azúcarinvertido seempleacomo humectante

(Ranken, 1993). En lugar de azúcarinvertido, tambiénpuedeemplearsehidrolizado de

almidón,con unacomposiciónen distintosazúcaresreductoresque puedenserasimilados

por 21 rouxii, detalladaen el Apanado111.1 de Material y métodos.
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Otras muestrasde materiasprimas que aparecenen la tabla 5 de Material y

métodosy que no contienenlevadurasson: yemaconfitada (MiS) y boniato confitado

(M19). Tampocosedetectaronlevadurasen la masade mazapán,ianto reciénsometidaa

tratamientotérmico(M20) como tras48 horasde reposo(M21). Por otraparte,aunquela

presenciade levadurasen el ambientees significativa -se puede~aislar por ejemploD.

hanseniidel aire(Deaky Beuchat,1996)-,la contaminaciónpor leVadurasosmotolerantes

no se produce normalmente a través del aire (Tilbury, 1976; Seiler, 1977). La

contaminaciónfinal de los productos,como muchos autores(Blaschke-Hellmesseny

Teuschel,1970; Tilbury, 1976; Seiler, 1977; Jermini a al., 1987; Tudor y Board, 1993)

señalan,sedebeprobablementeal contactofísico con reservoriosde levaduras,esdecir,

residuospreviamentecontaminadosque permanecenen zonaspoco accesiblesala limpieza

a lo largo del equipo empleado en la manufactura,en sup~rficies de trabajo, o

localizacionesde almacenamiento.En estos reservorios, levadurascomo Z. rouxii

permanecenen estadolatenteen su faseestacionaria,y son transportadasy enriquecidas

a lo largo de sucesivoslotes de fabricación.

En relación con las levadurasaisladasde otros productos~altamenteazucarados,

consignadasen laTabla 10, las especiesidentificadassonP. guilliermondii y 5. octosporus,

aisladasrespectivamentede mermelada(M37) y miel de la utilizadacomo materiaprima

paraturrón (M38). Mientrasque la muestrade mermeladapresentabala alteracióntípica

por desarrollode levaduras-aroma alcohólico,gasen el recipientey pérdidade masa

sólida-,como se describióenel Apanado1.2 de la Introducción, la muestrade miel no

presentabaninguna alteración visible. Cabe suponerque la diferencia entre la simple

presenciade levadurasen la segundamuestray la alteraciónde la primerase debeal

númerodecélulaspresente,ya queen la mermeladaserecuperaronlevadurasen el primer

aislamiento(3 días),y en la miel fueron necesarios10 díasde incubaciónen el medio de

enriquecimiento-YMBG- paradetectarla presenciade levaduras.

Durantela transformacióndel néctaren miel, las abejasreducenel contenidoen

aguadel primerode 30-60 a 15-19% (p/p) y producenuna apreciableconversiónde la

sacarosaa travésde la adición de invertasa(Tudor y Board, 1993).La miel esademásun

sustratodel que seconoceque poseeactividadantimicrobiana,debidoa la presenciade
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ciertassustanciasprocedentesde las abejasdenominadasinhibinas,entrelas cualescabe

destacarel peróxidode hidrógeno,asícomoflavonoides,y ácidosfenólicos: ácidocafeico

y ferúlico(Wahdan,1998).La glucosaoxidasa,queproduceperóxidode hidrógenoy causa

una ligera acidificación,es probablementeel principal agenteantimicrobianode la miel

(Tudor y Board, 1993).

P. guilliennondil es una especiede levaduraque se aíslade ambientesdiversos,

como insectos,suelo, aire, flores, hombre,zumos de fruta, cerveZa,etc. (Barnettel aL,

1990), por lo que la contaminaciónde productos,en estecaso mermelada,expuestosal

ambientey al contactohumano,no es extraña.Es capazde creceren un 57% (p/p) de

glucosa,equivalenteaun valor de a de 0,865,por lo quenormalmenteproducedeterioro

de productosaltamenteazucarados(Tilbury, 1976).

8. octosporusesunaespeciede levaduraque sólo se haaisladode miel, como en

estetrabajo, y de grosellas(Barnettet al., 1990).Una característicaimportanteesque se

trata de una levadurade fisión, es decir, que su reproducciónvegétativaes porpartición

y no por gemación,queesla forma máscorrienteen levaduras(Davenport, 1981).

Anteriormente esta especiese considerabala única representantedel género

Octosporomyces(Barnettet aL, 1990),denominándoseportanto O. octosporus,en alusión

a la produccióncaracterísticade hasta8 ascosporasporcélula,como sedescribiráen el

ApartadoV.2. Actualmenteestegénerono existe,y su únicaespeciese ha incluido en el

género Schizosaccharomyces,cuyas especies se comportan como las levaduras

fermentativasclásicas,como Saccharomyces,pero difieren por su peculiar modo de

reproducciónvegetativa.Sonosmotolerantes,y £ octosporusenpanicularesconocidapor

sucapacidadde alterarjarabesy concentradosde frutas (Deak y Beuchat,1996).

De las muestrasM39 (miel), M40 (bolitasde coco), M41 (yemas)y M42 (cereales

conpasas),no se pudieronestudiarlos agentescausantesde las alteracionesenumeradas

en la Tabla 6 de Material y métodos.En la miel y las yemas,es posibleque el tiempo

transcurridoentrela apariciónde la alteracióny el de la obtenciónde la muestray su

análisishayasido suficientementelargo comoparano recuperarningún microorganismo,
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ni siquieratras un largo períodode enriquecimientoen YMBG. De la bolitas de coco

tampocoserecuperóningún microorganismo,y de los cerealescon pasasse recuperaron,

en YMBG, baciloscomo los descritosantesde esteapanado,cuyoestudioquedafuerade

los objetivos de estetrabajo.

Por último, y tras discutir el aislamientode levadurasa partir de las distintas

muestrasanalizadas,esposible hacerciertasconsideracionesacercade la duracióndel

períodode enriquecimiento.Segúnlos resultadosobtenidos,pareceevidenteque sólo los

primeros 15 días de incubaciónson necesariosparala caracterizaciónde las levaduras

presentesen las muestras.Por una parte,en muestrascomo Mi, M7, M23 o M38, el

tiemponecesarioparaconseguirel aislamientode lasprimerascepas-lE, lOE, 28E2, 39E2.

respectivamente-fue de 10-14días. Porotraparte,en muestrascomoM29, el aislamiento

de una segundaespeciede levadura-L. elongisporus,30E2(l) y (2)- tuvo lugar también

a los 10 días, mientras que en el primer aislamientola cepaaislada pertenecíaa otra

especie-8. cerevisiae,30E1-. Tras dos semanasde incubación,<no se consiguióaislar

ningunaespecienuevade ningunade las muestras,inclusoen algunasde ellas-M22, M28-

las levaduras presentesen aislamientos previos no se recupe~arontras un mes de

incubación.Esteefectoesdebidoalprolongadoperíodode incubaciónde las muestras,con

la consiguienteacumulación de metabolitos en el medio de cultivo, y a la elevada

concentraciónde azúcardel mismo, ya que, como semencionóenel Apartado1.2 de la

Introducción,estaslevadurassonosmotolerantesy no osmófilas,por lo que crecenmejor

en presenciade concentracionesmás bajas de azúcar. Estos factorestambién pueden

explicar en parte la incapacidadde algunas cepas correspondientesa los últimos

aislamientosparareproducirel olor a ‘petróleo’ (20E4) y sobretodo la producciónde gas

(14E4, 22E4, 24E4y 26E3), comosediscutiráenel apartadocorrespondiente.

V.12.- Hongosfilamentosos

Respectoa los hongosfilamentososo mohos (Tabla 11), lo más destacadoesel

reducidonúmerode aislamientosrespectoal de levaduras.De los productosde mazapán

que se enumeran en la Tabla 4 de Material y métodos, ~ó1o la muestra M17,

correspondientea un pan de Cádiz,presentabacrecimientofúngicovisible en la superficie
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(Hí). Otropande Cádiz(Ml 1), queconteníamohos(Hl y H2), no presentabacrecimiento

fúngico evidente.Esto mismo sucedeen la muestraM35 de turrón de frutas (Tabla 4 de

Material y métodos),de composiciónsimilar al pan de Cádiz,de la que seaisléel hongo

HS, que no se desarrollévisiblemente.

En los alimentosde humedadintermedia,sustratosque permitenel crecimientode

levadurasy hongosfilamentosososmotolerantes,pareceexistir unamarcadacompetencia

entreambostipos de organismos.A ello sedebequeun moho sedesarrollevisiblemente

sólo cuandolas levadurasestánausentes,ya que en caso contrario,son las levaduraslas

que colonizan el alimento y producen su deterioro, y la presenciade mohos pasa

inadvertida.Puestoque tanto estaslevadurascomo los mohosson resistentesal sorbato,

desarrollándoseenpresenciadelmismo en el sustrato.la ventajafisiológicade lasprimeras

sobre los segundoses su mayor actividadmetabólica(el crecimientode los mohos es

muchomás lento), sucapacidadde crecerenausenciade oxígeno(estosproductossuelen

comercializarseenvasadosindividualmentebajoatmósferamodificada)y sucapacidadpara

producir y tolerar alcohol, CO2 y ácidos orgánicos (Fleet, 1992), creandoambientes

desfavorablesparael crecimientofúngico (Tilbury, 1976; Restainoa al., 1983).

En productoscomo las marquesas(M34 y M36), invariablementeseaíslanhongos

filamentosos(H3 y H6, respectivamente)que, aúnsin desarrollarmicelio visible, dan lugar

a la aparición de olores y saboresextraños.El que en este tipo de alimento se aíslen

hongosfilamentososy no levadurasparecedebersea la menorconcentraciénde azúcarde

sucomposición,al mezclarla pastade mazapánconhuevosy almidón,comosedescribié

en el Apartado111.1 deMaterial y métodos.Tambiénla texturaesponjosa,másrígidaque

los productosantenores,puede tenercierta influenciaen el predominio de los hongos

filamentosos,yaqueéstostienenmayorcapacidadde colonizary penetrarsustratossólidos

(Tilbury, 1976).

Los hongosHl a H6 fueronidentificadosdentrodelgéneroPenicillium.Estegénero

de hongosesbienconocidopor sucapacidadde degradarel sorbato,comosedescribióen

la Introducción (Apanado1.3.2). Estehecho,junto con su capacidadde crecera valores

relativamentebajos de a,,, entre0,79 y 0,83 (ICMSF, 1991), haceque estosorganismos
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seanpeligrososporpoderdesarrollarseenproductosazucaradosy en presenciade sorbato.

como lasmuestrasde las que sehan aisladolas cepasde estetrabajo.

Las cepas Hí, H3, H4 y HS fueron identificadas dentro de la especie P.

chrysogenum.Tanto la morfologíade las coloniascomo la estructuramicroscópicason

comunesa las cuatro cepas,pero cabehaceruna distinción entre ellas. Hl y H3 son

idénticasen cuantoa la produccióndel pigmentoamarillo carcaterísticode estaespecie,

y la ausenciade crecimientoa 370C. Por el contrario, H4 y HS carecende pigmento

amarillo y ambascrecierona 370C, dando lugar a coloniasde 8 mm de diámetro.Pitt

(1991)describeun crecimientovariablea 370C dentro de P. chrysogenum,desdeespecies

incapacesde crecera estatemperaturahastaotras que producewcoloniasde 5 mm de

diámetro.Asimismo,esteautorrefiere, dentrode estaespecie,aislamientosquecarecende

pigmentaciónamarilla; de hecho,estosP. chrysogenumno pigmentadosseagrupaban,antes

de 1979, enunaespecieseparada-P. tneleagrinum-,que posteriormenteseincluyó dentro

de P. chrysogenumjunto con la conocida especie P. notatum, cuya cepa tipo es,

precisamente,un P. chrysogenum.Actualmente,P. notatumy P. meleagrinumseconsideran

sinónimosde P. chrysogenum(Pitt, 1991).

P. chrysogenumesun hongoubicuo,queseencuentraentre~las formaseucarióticas

de vida máscomunesen el mundo. Ocupa un rangomuy amplid de habitatsen suelos,

vegetaciónendescomposicióny alimentos.Su distribuciónpareceseruniversal,a lo largo

de todas las regiones y climas biológicamenteaccesibles(Pitt, 1991). Las cepas

xerotolerantessoncapacesde creceren sustratoscon unaa,, de 0,80,aproximadamente(El

Halouaty Debevere,1997).

Por suparte,H2 pertenecea laespecieP. crustosum.Ademásdel tamañoy textura

de las colonias,diferentede las demásespeciesde Penicillium identificadasenestetrabajo,

la cepade P. crustosumprodujo un exudadomarrón, y en la placa de MEA, tras la

manipulaciónnecesariaparala identificación,el medio que rodeabalas coloniascrecidas

en los puntos de inoculaciónserecubrióde coloniassecundarias,comose apreciaen la

Fotografía7 (a y b). Esta característicadistintiva de P. crustosum,debido a la fácil

dispersiónde los conidiosen estemedio,sirvió paraconfirmar la identificación.
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Aunque P. crustosumse aíslaprincipalmentede frutas pomáceas.Pitt (1991) lo

consideraun hongo ubicuo responsablede alteraciones,mencionadocon muy poca

frecuenciaen la literatura debidoa la confusión en su taxonomíacon otrasespeciesdel

subgéneroPenicillium. Bajo distintos nombres,P. crustosumha sido responsabledel

deteriorode maíz, carnesprocesadas,queso,galletas,zumosde frutas, etc. (Kinderlerer y

Hatton, 1990; Pitt, 1991).

TantoP. chrysogenumcomoP. crustosumpertenecenal subgéneroPenicillium,que

se caracterizafundamentalmentepor poseerpenicilios terverticilados.Dentro de este

subgénero,el sectorPenicillium, al que pertenecenambasespeciés,se diferenciade los

demássectorespor la forma y color de los conidios-esféricoso élipsoidales,y verdeso

azules-y la estructuradel penicilio -regulary con un máximo de dos ramas-.

LasespeciesdelsubgéneroPenicilliumpresentanademásafinidadesentresí. Deesta

manera,la principal afinidad de P. chrysogenumcorrespondea las demásespeciesdel

sectorPenicillium,aunquetambiénmuestraafinidadconespeciesdél subgéneroFurca:um,

como puedeser P. citrinum; su capacidadde crecer lentamentea 370C apoya esta

observación.Porsuparte,P. crustosumha sido usualmenteconfundidocon P. viridicaturn

y P. aurantiogriseum,con los cualespresentaafinidades,asícomocon P. roquefortii y P.

expansum,perteneciendotodas estasespeciesal sectorPencillium (Pitt, 1991).

El hongo H6 ha sido identificado como P. simplicissimum.A diferenciade las

anteriores,estaespecieperteneceal subgéneroFurcatum, que secaracterizapor poseer

penidiios biverticiladosy de médulamuchomás largaque las fiálides. P. simplicissimum

se encuentraentrelas especiesde Penicillium másfrecuentementeaisladas;es un activo

agentedegradativoy ha sido aisladode muchostipos de materialesendescomposición,así

como de suelos.Al igual que en el subgéneroPenicillium, P. simplicissimumpresenta,

dentro del subgéneroFurcatum, afinidades con P. oxalicum respecto a la tasa de

crecimiento a 250C y el tipo de conidióforo. Ambas especietpertenecenal sector

Furcatum, puestoque poseenpenicilios regularesque partende yerticilos terminalesde

médulas(Pitt, 1991).
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La muestrade miel queaparecíaturbia(M39) conteníaun hongo,H7, identificado

comoAspergillusniger. Dentrode estegéneroseencuentranespeciesosmofílicas,capaces

de alteraralimentoscon un valor de a,, entre0,75 y 0,90,comolos productosde panadería

(Viñas a al., 1990>,o frutas secashidratadas(El Halouaty Debevere,1997).El ICMSF

(1991)establece,paraespeciesde Aspergillus,unaa,, mínimaparael crecimientode 0,75-

0,82. Según Tilbury (1976)y Tudor y Board (1993), la a,, de la miel seencuentraen el

rangode 0,75-0,80,valor que permiteel desarrollomiceliar de estaespecie.

A. niger var. niger esunaespecieubicua,queseencuentranormalmenteen suelos,

plantas,semillas,frutasdesecadasy frutossecos.Es uno de los hongosaisladoscon mayor

frecuenciaen alimentos(Klich y Pitt, 1988).

V.2.- Esporulación

Paraelestudiode la esporulación,seescogieronlos primerosaislamientosde todas

lasmuestrasque conteníanlevaduras:lE (Mí), 2E (M9), 3E y 4E (M6), lOE (M7), 14D

(Mil), 24E1 (M12), 26E1 (M16), 27E1(l) y 27E1(2) (M22), 29E1 (M28), 30E1 (M29),

32E1 (M30), 33E1(1) y 33E1(2) (M31), 34E1(l) y 34E1(2) (M32), 35E1(1) y 35E1(2)

(M33), 36E1 (M35), 38E1 (M37> Y 39E2 (M38). Los resultadosque se discutena

continuacióncorrespondena las Tablas 12a y 12b del Apartado111.4.1 de Resultados.

De estaslevadurasescogidascomorepresentantes,la espe¿iemásfrecuentemente

identificadaes21 rouxii, con 11 aislamientosde 22. Entreellas,sólo dos (cepas2E y 1 4D)

no esporularon.Las tres cepasde D. hansenil (cepas3E, 4E y lOE) fueron esporógenas,

así como las únicascepasrepresentantesde 71 delbrueckii(cepa27E1(2)), S. cerev¡s¡ae

(cepa29E1) y £ octosporus(cepa39E2). Por el contrario, ademásde C. glabrata (cepa

28E2), de la que no existeestadoperfecto,tampocoesporularonlas cepasde L orientalis

(cepa27E2(1)),L. elongisporus(cepas30E1,33E1(l) y 33E1(2>) y P. guilliermondil (cepa

38E2).

Yarrow (1984)clasificó los génerosZygosaccharomyces~ Torulaspora fuera del

géneroSaccharomyces,incluyendodentro de esteúltimo las especiesen las que la fase
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vegetativaes predominantementediploide, mientras que aquellas en las que la fase

vegetativa es predominantementehaploide se clasifican como Zygosaccharomycesy

Torulaspora. El hechode que la fasevegetativapredominanteen 21 rouxii seahaploide

explicaríaen partela presenciade algunascepasno esporógenas,queindicaríala ausencia

de mating-types(cepassexualmentecompatibles)necesariospara la conjugaciónde los

organismoshaploides(Jermini et aL, 1987; Deak y Beuchat, 1996). De hecho, varios

autores(Tilbury, 1976; BamettetaL, 1990; Taing ok y Hashinaga,1997) refierenque la

identificación de ciertas levadurasosmotolerantes,como 21 rouxii o 21 bisporus, es

complicadapor la facilidad con la que puedenperdersu capacidadde esporular.Al ser

especiesheterotálicas(ver Apartado1.4 de la Introducción),normalinenteseencuentranen

estadohaploide,de maneraque el aislamientode una cepaa partir de una únicacolonia

puedeconducira la selecciónde un único mating-type,que será incapazde esporularen

ausenciade sumating-iypecomplementario(Deaky Beuchat,1996).Otraexplicaciónpara

la ausenciade esporulaciénen estascepasconcretasesque las condicioneso los medios

de cultivo elegidosno seanfavorablesparala conversiónen el estadoperfecto en estos

medios (van der Walt y Yarrow, 1984; Davenport, 1981). Muchas levaduras,tras ser

subcultivadasrepetidamente,pierdensu capacidadde esporular,áunqueen ocasionesse

habíanpodido observarsusesporasen aislamientosrecientesy a veces en los propios

productosalterados,antesdel aislamientode las cepas(Davenport,1981; Barnett et al.,

1990; Deak y Beuchat, 1996; Yarrow, 1998). Tambiénse han señaladola dificultad de

observación,incluso la falta de experienciadel investigador,como causasde no poder

detectarel estadoperfecto(Barnettej al., 1990).

Como ya se ha expuestoen el Apartado Víl, las cepasde L. elongisporus

mostraron,al ser identificadassegúnla metodologíadescritapor Barnett et al. (1990),

propiedadesbioquímicasy fisiológicascoincidentescon el perfil de D. hansenii. Esta

semejanzano esla única: el análisisde la secuenciadel genquecodificaparael ARNr 18s

(Cai et al., 1996) revelóque el grupofilogenéticoen el que sein¿luyen las especiesdel

géneroDebaryomycespresentabauna asociaciónsignificativa conelcluster en el que se

integraL elongisporus.Sin embargo,la identificaciónfinal de las cepas30E1, 33E1(l) y

33E1(2) fue como L elongisporus, entre otras razonesque ya se han explicado,

precisamentepor la ausenciade ascosporas.D. hanseniiesunalevaduraqueesporulacon
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facilidad,y portanto las especies30E1,33E1(l) y 33E1(2),queno esporularonenninguno

de los mediosensayados,no pudieronseridentificadascomopertenecientesaestaespecie.

Estehechoevidenciala importanciade la observaciónde esporasparala caracterización

taxonómicade las levaduras,aúncuandoel sistemade identificaciónempleadono seauna

clave dicotómica.

Respectoa la incidencia de la esporulaciónen los diferentesmedios,el primer

aspectoa mencionares que, aunqueCodón et al. (1995)refirió <que la esporulaciónse

favorecíaen medio líquido en relaciónconel correspondientemediosólido, los resultados

obtenidoscon las cepasde este trabajono lo confirman. La observaciónde esporasen

medio líquido seabandonóprincipalmenteportresrazones:1) el menornúmerode células

recogidoconel asade siembrao la pipetaparasu observaciónsobreel portaobjetos;2) la

dificultad de observaciónde células aisladasdebido a la formación de agregadoso

pseudomicelio;y 3) la aparentementemenor frecuenciade esporulación.SegúnTilbury

(1976),las levadurasosmotolerantescrecenmejorsobrela superficiede los mediossólidos

que en los medioslíquidos.

El númerodel total de cepasesporógenasrepresentantesestudiadasque esporularon

en cadamedio sólido es,en ordendecreciente:VS/lO: 15 cepas;2% NaCí, PDA, GOR,

EMB: 12 cepas;YEGP: 11 cepas;ME, V8: 10 cepas;YMA: 9 cepas;CMA: 7 cepas;AA-

3: 6 cepas;AA-2: 5 cepas;SPO-l: 4 cepas;MAc: 3 cepas;AA-1: 1 cepa.

En general,los mediosmásadecuadosparainducirla esporulaciónfueronaquéllos

pobresen nutrientes,como V8/l0, PDA, GOR, ME, VS y CMA, o con algún factor

estresantecomo2% NaCí (con una concentraciónmoderadamenteelevadade sal) o EMB

(que contienelos coloranteseosinay azul de metileno).Un segundogrupocomprende

mediosricos en nutrientescomoYEGP o YMA, en los cualeslas levaduras,al poder.crecer

profusamente,agotantodos los nutrientesdisponiblesy puedeniniciar la esporulación

duranteel posteriorperíodode latencia(FreeseeraL, 1982). SegúnSuizuet al. (1995).en

un medio rico con unaconcentracióninicial de un 1% de glucosa,el azúcaresconsumido

alos dosdíasde incubación.Estosmismosautoresafirmanquela transducciónde la señal

nutricional necesariaparala meiosisy/o esporulaciónen condicionesde abundanciade

nutrientesesdiferentede la que tiene lugar en condicionesde escasezde nutrientes.
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Otrosmedios,como AA-l, AA-2, AA-3, SPO-1 y SPO-2, contienenacetato,un

inductor de la esporulaciónbien conocido(Freese et aL, 1982; Codón et al., 1995; Suizu

et al., 1995). 8. cerevisiaepuedeutilizar para su crecimientofuentesde carbonotanto

glucolíticas -glucosa,fructosa-comogluconeogénicas-acetato,etanol,piruvato- (Freesea

al., 1982). Paraoptimizarla esporulación,lascélulasdebencrecerbajocondicionesen las

que todas las enzimas del ciclo del glioxilato y enzimas gluconeogénicasestán

desreprimidas,por ejemplo en agar con acetato(Miller, 1989; Codón et aL, 1995). El

medio MAc contieneácido acético,que al ser una moléculaneutrapuede traspasarla

membranacelularmuchomás rápidamenteque sucorrespondienteanión acetato(Freese

et al., 1982). Sin embargo,en medioscomoMAc, SPO-1 o AA-l, el crecimientode las

levadurasfue tan escasoque suutilidad, al menosparaestetrabajo, fue muy limitada.La

transferenciadesdeun mediocon excesode fuentede carbonoa otro con fuentede carbono

limitada permitesólo un metabolismocelularlento (Freeseet aL, .1982).

Los mediosmásrecomendablesparala esporulaciónseríanaquéllosen los cuales

han esporuladomayor númerode cepas.Sin embargo,el orden anteriorvaríasegúnla

especie:

- Z. rouxii (9 cepasesporógenasde 11): V8/l0, EM: 9 cepas;GOR, EMB: 7 cepas;PDA:

6 cepas;2% NaCí, YEGP:5 cepas;YMA, VS: 4 cepas;AA-2, AA-3, CMA: 2 cepas;MAc,

SPO-2: 1 cepa;AA-l, SPO-1: ningunacepaesporulada.

- D. hansenii(3 cepas):YMA, 2% NaCí, YEGP,PDA, VS, VS/lO; EMB, CMA: 3 cepas;

GOR, AA-2, AA-3, SPO-l,SPO-2: 2 cepas;EM, MAc, AA-l: ningunacepaesporulada.

- 71 delbrueckii(1 cepa):esporulóen YMA, YEGP, PDA, GOR, VS, V8/l0, EMB, MAc,

AA-2, AA-3, CMA, SPO-l y SPO-2.

- £ cerevisiae(1 cepa):esporulóenYMA, 2% NaCí,YEGP, EM, PDA, GOR,V8, VS/lO,

EMB, MAc, AA-2, AA-3, CMA, SPO-1y SPO-2.

- 8. octosporus(1 cepa):esporulóen YMA, 2% NaCí, YEGP,EM, PDA, GOR, VS, VS/lO

y AA-l.

Se puedeobservarque mediosen principio recomendablescomo EM, en el cual

esporularon10 cepasde 15 esporógenas,pareceserinadecuadoparala esporulaciónen D.

hansenii,ya que ningunade las tres cepasestudiadaslo hicieron en estemedio. Por el
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contrario,las tres cepasde D. hanseniiesporularonenmedioscomo VS o CMA, mientras

quemenosde la mitad de lascepasde 21 rouxii -4 y 2 cepas,respectivamente-lo hicieron

en estos mismos medios. Además,el comportamientode las cepas de 21 rouxii no

concuerdaconel observadoporJermini et al. (1987)en otrassietecepasesporógenasde

estamisma especie,de las cualestodasesporularonen CMA, una en EM, una en AA-3 y

ningunaen V8, aunquesí con los resultadosobtenidosporTaing ok y Hashinaga(1997),

queobservaronesporasde cepasosmotolerantesde Z. rouxii en EM y VS. Respectoa otras

especies,no cabehacercomparaciones,al haberseestudiadosólo una cepade cadauna.

Aparentemente,VS/lO esel mediocomúnrecomendable,puestodaslas cepasesporógenas

representantesesporularonen él, aunque,comoseñalanFreeseet al. (1982) y Barnettet

al. (1990),es adecuadoemplearsimultáneamentemásde un medio de esporulación.

Ademásde la composiciónde los mediosde pre- y esporulación,hay otros factores

extrínsecospero también intrínsecosque afectan a la incidencia de la esporulación.

EspeciescomoD. hansenii,71 delbrueckii, 5. cerevisiaeo £ octosporusesporularonen la

mayoría de los mediosensayados,al menoslas cepasestudiadasaquí. Por ejemplo, 8.

cerevisiaeinclusoesporulóen 2% NaCí, EMB y MAc, que sonmediosdescritosparala

esporulaciónen 21 rouxii (Davenport, 1980). Asimismo, las cepas de D. hansenii

esporularonen 2% NaCí y EMB, 71 delbrueckiien EMB y MAc, y 8. octosporusen 2%

NaCí. Por el contrario, algunascepasesporógenasde 21 rouxii no esporularonen estos

mediosrecomendados,como las cepas35E1(l) y 35E1(2) en 2% NaCí, las cepas32E1 y

35E1(2)en EMB y las cepas24E1, 26E1, 32E1, 35E1(2) y 36E1 en MAc, dondeincluso

el crecimientofue escasoo nulo.

No sepuedeconcluir nadamás acercade la esporulaciónen las especiesque sólo

tienenun representante.Entre las cepasde 21 rouxii, algunasde ellas esporularoncon

facilidad,comolascepas24E1, 34E1(2)ó 35E1(l), mientrasquelas cepas32E1,34E1(l)

y 35E1(2) esporularoncon dificultad. Las diferenciasentre las cepasde 21 rouxii que

esponilaroncon facilidady lasquelo hicieroncondificultad no serefierensólo al número

de mediosen los queespomíaron,sino tambiénaotros aspectosqueno reflejan las tablas,

comoel númerode célulasesporuladasen esosmedios(muchomayoren lasprimeras)y/o

el tiemponecesarioparala observaciónde las mismas(máscortoparalas primeras).
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El crecimientoenmedioscon acetatofue muy limitado. Sepuedededucirque este

sustratono puedeserasimiladocomo fuentede carbonopor las cepasestudiadas,o bien

éstasno se han adaptadoal pasode un metabolismoglucolítico a otro gluconeogénico

utilizandocomosustratoal acetato.Tambiénpuedeinfluir la ecología(JerminietaL, 1987)

de estaslevaduras:las levadurasosmotolerantesaisladasde alimentosaltamenteazucarados

puedenserincapacesde adaptarsea mediosconmuy pocaglucosa(AA-2, AA-3, SPO-l),

o inclusocon ausenciade azúcar(AA-l, SPO-2).

Se conocenotros factores,como la temperaturade incubación,pH de los medios,

fasede crecimientodurantela quelos cultivos de levadurasontransferidosdesdeel medio

de presporulaciónal mediode esporulacióny númerode célulastransferidas,que también

influyen en la esporulación.

Los estudios de Suizu et aL (1995) con 5. cerevisiae determinaronque el

crecimientoera máximo a pH 6,0 y sedeteníacompletamentea pH 8,0; la formaciónde

ascosporaseramáximaa pH 7,0 y disminuíade acuerdoconel descensoen el pH original

del medio rico en nutrientes.Asimismo,cuandola esporulacióntenía lugaren un medio

pobrequeconteníaacetatopotásico,el pH del medioseincrementabade 7 a 9; como las

células de levadurano crecen a pH por encimade 8, se desconócesi la supresióndel

crecimiento(detenciónde la mitosisen la fase Gí) se debea la deficienciaen nutrientes

o al elevadopH.

Lacompetenciaparalaesporulacióntambiéndependedel desarrollode lacapacidad

oxidativa; las célulascrecidasen acetatoo glicerol, ninguno de los cualesrequiereque las

células pasen por un período de adaptaciónrespiratoria al transferirías al medio de

esporulación,esporulan mejor cuando son recogidasdurante la fase logarítmica de

crecimiento,mientrasque las células crecidasen glucosa lo hacencuandose toman de

cultivos en faseestacionariatemprana(Codón et al., 1995).

La esporulaciónen medios con nutrientes limitados dependeasimismo de la

concentraciónde célulastransferidasdesdeel medio rico de presporulación,debiendoser

de al menosí0~ UFC/mL (Suizu et aL, 1995).
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Paraoptimizarlaesporulación,sehanadoptadosólo las condicionesmásfavorables;

temperaturasubóptimade incubación(ver Materialy métodos),pH recomendadoparacada

medio (ver Material y métodos) y transferenciade los cultivos en fase estacionaria

temprana.La frecuenciade observaciónde esporasesmayorque la generalmentedescrita

(Tilbury, 1976; Jermini et aL, 1987),por lo que la combinaciónde varios factoresparece

favorecerefectivamentela esporulación.

Respectoa lascondicionesmásadecuadasparala observaciónde ascosporas,cabe

destacarque la utilización de 400aumentos,empleadaparala observaciónde organismos

eucariotas,no permitió distinguiresporastanclaramentecomocon 1000,y la presenciade

éstaspodría pasar inadvertida.En especiescomo D. hansenii, las esporasse pueden

detectarcon facilidad,porsualta frecuenciade esporulacióny la morfologíacaracterística:

una únicaascospora,de paredgruesa,dentrode unacélulamadrenormalmenteconjugada

con su yema. Asimismo, la única ceparepresentantede 5. cerevisiaeformó abundantes

tetradas.Sin embargo,las paredesde las ascosporasde 21 rouxii son más finas y sólo

pudieron distinguirse claramenteutilizando 1000 aumentos,ob~ervándosedos células

conjugadasy en el interior de una de ellaslas esporas,generalmentedos (diadas) y en

algunascuatro;estasobservacionescoincidencon las que refieren Taing ok y Hashinaga

(1997)paralas cepasosmotolerantesde 2. rouxii queestudiaron.La ceparepresentantede

71 delbrueckiiformó usualmenteuna ascosporapor célula, pudiéndoseobservarademás

tubos de conjugacióncaracterísticos;la cepaosmotolerantede estaespecieaisladapor

Taing ok y Hashinaga(1997)formabadosascosporasporcélula.Eh £ octosporus, lo más

llamativo fue el númerode esporas,hastaocho en una misma célula.

Estascondicionesde observaciónmicroscópicano hicieron necesariala aplicación

de la tinción diferencialde ascosporaspor la técnicadel verdede malaquitay safraninade

Schaeffery Fulton para esporasbacterianas(van der Walt y Yarrow, 1984; Davenport,

1981)como confirmación.

En todaslas cepasesporógenas,excepto32E1 (21 rouxii) y 39E2 (5. octosporus),

fueron necesariossólo sietedíasde incubaciónen VS/lO parala observaciónde esporas,

mientrasqueen otrosmedioscomo2% NaCí,EMB, PDA o GORel períodode incubación
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requeridofue más largo, de hastaseissemanas.En general,las cepasde 8. cerevisiae,71

delbrueckiiy D. hanseniiesporularonmásrápidamenteque21 rouxii o £ octosporus.

V.3.- Reproducciónde las alteraciones

V.3.1.- Reproduccióndel olor a “petróleo’ y/o gas

En un estudioprevio (Casaset aL, 1996)se aislaronvarias cepasde levaduraa

partir de muestrasde productosa base de mazapánque presentábanel mismo tipo de

alteraciónestudiadoen estetrabajo,esdecir,aparicióndeun olorcaracterísticoa “petróleo”

acompañadoo no del hinchamientode los envases.Con objeto de comprobarque tales

levaduraseranlas responsablesde la alteración,las cepasseresembraronen porcionesdel

mismosustratoasícomoen diferentesmediosde laboratorioqueintentabanreproducirlas

condiciones del producto. Las cepas aisladas reprodujeron el olor a “petróleo”

preferentementeen uno de los mediosexperimentalesempleados,de hechoalgunascepas

lo hicieronen el medioexperimentalpero no en el propio sustrato.Dicho medio contenía

600 gIL de sacarosay sorbatoen la misma proporciónque el maiapán(0,5 gIL de ácido

sórbicoy 0,75 gIL de sorbatopotásico),y cuyo pH erade 7,1. Así, enensayosposteriores

se optépor la utilización del medio experimental,puestoquefacilita la reproduccióndel

efectoy esmás fácil prepararloque disponerde muestrasde mazapánque no contengan

levaduras.

Posteriormente,se modificó la adición del conservante,para contener 1 gIL de

sorbato(Casaset aL, 1999),y finalmenteseadoptéunaconcentraqiónde 0,5 g/L,ye] pH

resultante,6,3, se mantuvosin ajustar.Por una parte, la adición de la mitad de la dosis

inicial de conservantefacilita la degradacióndel mismo, y se continúadetectandocon

facilidadla aparicióndel olor característico,yaque estetipo de metabolitosvolátiles, aún

producidosenpequeñacantidad,tienenumbralesde olor y sabormuy bajos (Fleet, 1992).

Porotraparte,la adicióndel conservanteenformade salpotásicatiene dosventajas

fundamentalesparala reproduccióndel efecto,queya fueron descritasen el Apartado1.3

de la Introducción.Unade ellases lamayorsolubilidadde la sal en medio acuoso,ya que
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el ácido sórbicoesprácticamenteinsoluble. Otra ventajaes que su poder inhibitorio es

muchomenor,y al mantenerel pH en un valor cercanoa la neutralidad(6,3),la presencia

de la forma ácida esmuy escasa.EL pK~ del ácido sórbico (referido a su constantede

disociación)correspondea un pH del medio de 4,76 (Sofos, 1989),valor al cual el 50%

del compuestoestáen formaprotonada;amedidaqueel pH delmedio asciendeporencima

de este valor, la concentraciónde la forma ácida disminuye, de maneraque, para un

productocon un pH de 5,8 y unaconcentraciónde sorbatodel0,2%, sólo un 0,014%del

compuestoseencuentraen forma protonada(Sofos, 1989).

En la Tabla 13 aparecenlos resultadosde la reproduccióndel olor a ‘petróleo” y/o

producciónde gaspor todas las cepasde levadurasaisladasde distintas muestrasque

presentabanestacaracterísticaalteración.Comopuedeobservarse,la granmayoríade estas

cepas,pertenecientesa las especiesZ. rouxii y D. hansenii, reprodujeronel olor a

“petróleo” en las condicionesde experimentaciónque figuran a pie de tabla.

A pesar de que Tilbury (1976) y Praphailongy Fleet (1997) establecenque

alimentosaltamenteazucaradossin conservantessondeterioradospor 21 rouxii, y aquéllos

con a~ más alta pero que contienenconservantespor 21 bailii, estaúltima especiede

levadurano fue identificadaen ningunade las muestras,y la resistenciaal sorbatose

manifestóen otras dosespecies,21 rouxii y, sorprendentemente,11?. hansenil.

Es un hecho conocido que el ácido sórbico puedesermetabolizadopor varios

microorganismos,al menosen aerobiosis(Warth, 1977; Deak ej aL, 1992). lo que se

atribuyea un procesode destoxificación(Sofos, 1989; Kinderlerery Hatton, 1990). En

mohos,algunascepaspuedenmetabolizarel sorbatoparadar CO2‘y H20 como productos

de la 13-oxidación,1,3-pentadienoy otra seriede compuestosorgánicos.La capacidadde

descarboxilarel sorbatoa 1,3-pentadienopareceestarrestringidaal géneroPenicillium, y

esun compuestovolátil que poseeun característicoolor descritocomo a “hidrocarburo’,

“pintura” o “keroseno”,fácilmentedetectableen algunosalimentosy bebidastratadoscon

sorbato(Marth et aL, 1966; Finol et aL, 1982; Liewen y Marth, 1955ay b; Sofos, 1989;

Kinderlerery Hatton, 1990; Sofos y Busta, 1993).Las bacteriaslácticastambiénpueden

transformarel sorbatoen 1,3-pentadienode manerasimilara lade los hongos(Sofos,1989;

139



E - Discusión

Sofos y Busta, 1993). Por su parte,sehan citado ciertasespeciesde levaduras(Candida

albicans, C. tropicalis, C. pseudotropicalis,C. clausseniiy C. utilis) capacesde asimilar

sorbatocomoúnicafuentede carbono(Deak y NovÉ, 1972). ¡

En el estudio de Casaset al. (1996) mencionadoanteriormente,las levaduras

responsablesde la produccióndel olor a “petróleo’ fueronidentificadascomoD. hansenii.

El presentetrabajo,junto con dichoestudio,constituyenhastael momentolas dosprimeras

referenciasde levadurasresponsablesde estetipo de alteración. ¡

Comoseobservaen la Tabla 13, las cepasde D. hanseniin¿produjerongasen este

experimentoni en ninguno de los posteriores;porel contrario,salvo excepciones(14E4,

22E4, 24E4, 26E3 y 26E4), las cepasde 21 rouxii produjerongra~ cantidadde gasen el

medio. Estegas,presumiblementeCO2 procedentede la fermentaciónde la glucosa,seria

el responsabledel hinchamientode los envasesindividualesde los productosalterados.

Dentrode la especieZ. rou.xii, algunasde las cepasaisladas(lSD. 16D, 20E4,21D.

22E2) no pudieronreproducirel olor a “petróleo.Si bienesposiblequeestascepassean

resistentesal sorbatosin degradarlo,puestoque fueron capacesde crecery fermentarel

azúcarcon producciónde gas,esmásprobableque, por algunarazón,como puedeserel

mantenimiento de las cepas en ausencia de sorbato -sería como un

“desacondicionamiento”—no hayandegradadoel sorbato,yaqueótrascepasde la misma

especieaisladasde las mismasmuestrastrasdistintostiemposde incubación(ver Tabla 5),

que puedenser las mismas,silo hicieron.

En la Tabla 13 tambiénse recogela reproducciónde estosefectospor parte de

levadurasaisladasde productossin alterar,recogidosen la Tabla4 de Materialy métodos.

Llama la atenciónel hechode que ningunade las cepasidentificadascomo £ cerevisiae

o L. elongisporusreprodujeronni olor ni gas,pero sí las cepas32E1-32E4;estascuatro

levadurasseidentificaroncomo2. rouxii (Tabla 5>, por lo quesu capacidadde reproducir

la alteraciónen medio experimentalantesde que éstasea evidenteen el productohace

suponerque conel tiempo acabaráteniendolugar la alteracióndel mismo,como sucede

en otrasmuestrasde mazapánquecontenían21 rouxii. En la rapidezcon que se reproduce
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la alteraciónen medio líquido respectodel deterioroen las muestrasse basael método

estandarizadoquesedescribemásadelanteparala detecciónde leVaduraspotencialmente

peligrosasen el análisisrutinario industrial de los distintoslotes.

Porotra parte,tambiénesinteresanteobservarque especiesde levadurascomo 5.

cerevisiae(29E1-29E4),típicamentefermentativa,no produzcagasen un medio azucarado.

Esteresultadoreflejaque, aunquela levaduraseacapazde creceren presenciade sorbato,

lo que se apreciapor la aparición de turbidez en el medio, al menos la capacidad

fermentativade estascepasesafectadaporla presenciade conservañtey/o laconcentración

de azúcar-60% de glucosa-del medio, ya que 8. cerevisiaeno esen principio resistente

a los conservantesni osmotolerante(Fleet, 1992), a pesarde habersido aisladaen un

mediocon 33% deglucosa,YMBG. La inhibiciónde la fermentaciónpuedeexplicarsepor

algunosde los mecanismosde acción del sorbato descritosen el Apartado 1.3.1 de la

Introducción.

La Tabla 14 muestrala reproducciónde olor y/o gaspor las levadurasaisladasde

materiasprimas e identificadascomoL orientalis, 71 delbrueckiiy C. glabrata; ninguna

de lascepasreprodujoni olor ni gas,porlo quepareceprobableque,aúnen el casode que

no fueran eliminadasdurante la manufacturade los productos,no serían capacesde

producirla alteraciónde los mismos.

En la Tabla 15 sereflejan los resultadosde la reproducción~del efectoporpartede

laslevadurasaisladasde otrosproductosaltamenteazucarados.Seobservaqueni las cepas

de P. guilliennondii (38E1-38E4)ni las de 8. octosporus(39E2-39E4>reprodujeronel olor

característiconi produjerongasencantidadapreciable.Esto eslógico si seadmitaqueel

preacondicionamientoesnecesarioparael desarrollode estaalteráción,puesestascepas.

al menosen el transcursode estetrabajo,no han estadoen contactocon el conservante.

Tanto P. gullliennondii como £ octosporus son fermentativas, y además

osmotolerantes,comoya seha mencionadoen apartadosanteriores.La ausenciade gas

procedentede fermentaciónparecedeberseal efecto inhibitorio del sorbato sobre la

fermentaciónqueseexpusoparael casode 5. cerevisiae.
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Respectoa la reproduccióndel olor a ‘petróleo’ por los hongos(Hl-H6), recogida

en la Tabla 16, los resultadoscoinciden con el hechoconocido,citado en estemismo

apartado,de que algunosmohos pertenecientesal géneroPenicillium, agrupadosen las

especiesP. chrysogenum,P. crustosumy P. simplicissimum,soncapacesde descomponer

el sorbatoen CO2 y 1,3-pentadieno.Puesto que el olor del metabolito recuerdaal del

‘petróleo”, se puedesuponerque las cepasde estetrabajo, tanto levadurascomo mohos,

son capacesde descarboxilarel sorbatoy producir este mismo<compuesto,aunquees

necesariala identificacióndel mismo,comosedetallaráen el ApartadoVS.

En las muestrasMil y M35, de las que seaislaronmohosy levaduras(Tabla4 de

Material y métodos), la alteración evidente -gas y reblandecimiento-,se debe a la

proliferaciónde las levaduras,comosediscutió anteriormente.Sin embargo,la presencia

de hongos filamentososen estasmuestras(Hl y H2 en Mli, y H5 en M35) puede

contribuir hasta cierto punto a la produccióndel olor a “petróleo’ aún cuando no

desarrollenmicelio en el sustrato,ya que en las muestrasM17, M34 y M36, los hongos

aislados(H4, H3 y H6, respectivamente)fueron los únicosorganismosresponsablesde la

produccióndel olor a ‘petróleo” y tampocodesarrollaronmicelio visible. En estesentido,

Marth et aL (1966) apuntaronla posibilidadde que la descarboxilacióndel sorbatopueda

precederal crecimientovisible del hongo.

La Tabla27 recogelas especiesdel géneroPenicilliumen las que sehaestudiado

estemecanismode destoxificacióndel sorbato.

En las especiesP. chrysogenum(cepasHí, H3, H4 y H5) y P. crustosum(cepaH2)

ya se había detectadopor tanto la capacidadde descarboxilacióndel sorbato. Por el

contrario,estetrabajoconstituyela primerareferenciaen la especieP. simplicissirnumy

deestacapacidadenel géneroAspergillus.
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Tabla 27.- Producciónde pentadienoporalgunasespeciesde Penicillium

Especie Pentadieno

P. bilaii d

P. brevicompactum

P. chrysogenum +a ¡

P. citrinum

P. conunune

P. crustosum +b cd ¡

P. cyclopium

P. fellutanum d

P. glabrum +a, d

P. lanoso-viride +b~c

P. melanchorum .0
P. palitans

P. paxillii

P. puberulum +bc

P. roqueforti +a.be

P. viridicatum

Datos de Marth et aU (1966), Finol et al.b (1982), Liewen y Marthc (1985b) y

Kinderlerery Hattond (1990).

V.3.2.- Reproducciónde las licuefaccionespuntuales

La reproducciónde las licuefaccionespuntualesserealizó con los cuatroprimeros

aislamientosde las dos muestrasanalizadas:34E1(l) y 34Ei(2) (M32), y 35E1(1) y

35Ei(2) (M33).

La inoculaciónde las cepasseleccionadasen el mismo sustrato del que fueron

aisladasprodujo el efecto que semuestraen la Fotografía20. La reproducciónin situ de

la alteración,revelaque éstasedebeal desarrollode 21 rouxu.
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De los mediosque imitabanel sustratooriginal, recogidosen la Tabla 17, cabe

destacarenprimer lugar el viraje de los cuatroindicadores,añadidosal medio con 66%

(p/v) de sacarosa,a su formaácida.Por otra parte,y comomuestrala Fotografía21, sólo

se manifiestala licuefacción de la textura cuandoen el medio sólido se añadeuna

concentraciónelevadade sacarosa(66% p/p) y sesuprimeel agari

De las actividadesenzimáticasestudiadas,recogidasen la Tabla 18, se puede

deducirque el fenómenode licuefacciónno se debea lipolisis, proteolisis, amilolisis o

proteolisis, al menosen lascondicionesensayadas.

Los resultadosde ambastablaspermitenestablecerqueestacaracterísticaalteración

esunamanifestaciónmás de unaalteracióntípica por levadurasosmotolerantes,esdecir,

pérdidade masasólida y alteración de la solubilidadde los solutos, lo que provocael

incrementode humedady a,, (Tilbury, 1976; Restainoet al., 1983; Jermini et aL, 1987).

Esteefecto quedaríaenmascaradopor la presenciade agaren los mediosexperimentales,

ya que forma una estructurarígida que no permitiría observarlá desestructuracióndel

sustratoporpérdidade masasólida.Tambiénsededucequelos resultadosde estosensayos

no son afectadospor la presenciao ausenciade sorbatoen los medios.

El metabolismomicrobianoen generalimplica la liberación de agua,hecho que

incrementalocalmentela a,, y acelerapor tanto la tasa de crecimientodel organismo

causantede la alteración(Tilbury, 1976). En estecaso,la zonapuntual de mayorhumedad

corresponderíaa las zonascircularesque seaprecianen las fotografíasde las muestras.

Ya sehizo referenciaen el ApartadoV. 1.1 a la incapacidadde las cepasde 21

rouxii paraasimilarla sacarosa.Inicialmente,el metabolismode las cepasaisladasde estas

muestrasalteradastendríalugar a partir de la proporción de jambe de glucosaque se

incorporaen la masade mazapáncomo humectante,sustituyendoa la sacarosa:un 3%,

segúndatosde la empresaproductorade mazapán.Llamala atenciónel hecho de que los

azúcaresmayoritariosde estejarabe,glucosay maltosa(ver Apartado111.1 de Material y

métodos),son fermentadosvigorosamentepor 21 rouxii; de hechp,la fermentaciónde la

maltosa es una de las principalescaracterísticaspara la identifiéación de esta especie

(Jerminiet al., 1987).
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A partir de estosazúcarescomienzael desarrollode 21 rouxii. En sumetabolismo

las célulasliberan ácidos,comoponede manifiestoel viraje de los indicadoresen el medio

altamenteazucarado,resultadode la Tabla 17 que ya seha discutido.Esteácido, debido

a que el sustratoesmuy compacto,a diferenciade otros productosa basede mazapán

descritos,puede acumularseen la zona circundanteal crecimientode la levadurasi no

difunde a travésdel sustrato,y estaacumulaciónpuntual de ácido va a tener un doble

efecto. Por una parte,sobrela pectina,que es una sustanciacomplejade elevadopeso

molecularque se encuentranaturalmenteen todos los tejidos vegetales(Olliver, 1962).

como puedeserla almendra,uno de los componentesmayoritariosde lapastade almendra;

la pectinacontieneácidospectinicos,capacesde formarun gel con azúcary ácido,siendo

la óptima proporción de estoscomponentesde 66% de azúcar, <1% de ácido y 1% de

pectina(Ranken,1993).Estefenómenodaríacuentade partede la licuefacciónpuntual del

sustratoquetiene lugar.

Por otra parte,cuandose hierveuna solución de azúcaren agua,se invierte una

pequeñacantidad de azúcar, dependiendode la acidezde la solución y del tiempo de

calentamiento.Cuandoéstees intensoy prolongado,la D-fructosa(levulosa)del azúcar

invertidosedescomponey da lugara ácidolevulínico, que ademásde formarcompuestos

coloreados,elevael punto de acidezde la solución, lo que motivá el desdoblamientode

mayorcantidadde sacarosa(Ranken,1993).

Esteefectoexplicaríael hechode que 21 rouxii seacapazde creceren soluciones

de sacarosacomo son el medio experimentalpara la deteccióndel olor a “petróleo”.

Aplicadoasustratossólidos,tantoel pretratamientotérmicoequivalenteaunapasterización

queseaplicaala masacrudade mazapán(verApartado111.1 de Materialy métodos)como

la esterilizaciónen autoclavedel medio dondesereprodujola alteracióndaríalugar a la

conversiónde partede la sacarosaen glucosay fructosa.Estosazúcaressimples,junto con

otros integrantesdeljarabede glucosaempleadaen la fabricaciónde la pastade almendra,

comosehadescritoen estemismoapartado,sonsustratoparael ciecimientode 21 rouxii,

cuyo metabolismo,con producciónde ácidos,seríaresponsablede la inversiónde mayor

cantidadde sacarosa.
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Respectoa otrasreferenciasde alteracionessimilaresaésta,cabedestacardos.Una

de ellas seha encontradoen aceitunas,sobrelas cualesciertasleVadurasfermentativasy

pectinoliticasproducenreblandecimientoy formación de bolsasde gasen los frutos; este

efecto,junto conla producciónde depresionesbajoy alrededorde las coloniasindividuales

debidoa la pectinolisis,dan lugar a unaalteraciónque por su geometríacaracterísticase

hadenominado“ojo de pez (Vaughnel al., 1972).Porotraparte,sehadetectadoen fresas

la presenciade la levaduraKloeckeraapiculata, que semultiplica en zonasdañadasde la

fruta hastadesarrollaruna masacolor cremaque crece hastaformar un cráter (Tudor y

Board, 1993).La masacolor crema,en la pastade almendra,corresponderíaa la zonade

crecimientode 21 roaxil, en el punto central de la licuefacción,cuyo color seasemejaría

al de la pastasin alterar.

V.4.- CMI desorbatotiara cepasseleccionadas

La determinaciónde la concentraciónde sorbato capaz de inhibir las cepases

fundamentala la hora de investigarlas alteracionesque puedenproducir los organismos

enpresenciadel conservante.

El estudio de la CMI de sorbato se limitó a algunas cepas de levaduras

representativasde las especiesconsideradasresistentes.Respectoa la CMI paralas cepas

y especiesde hongosfilamentososaisladosenestetrabajo,cabemencionarque,en general,

lasespeciesde Penicilliumsonmuy resistentesal sorbato,resistenciaquesepuedeatribuir

a su capacidadde descarboxilarel compuesto(Skirdal y Eklund, 1993). Así, Liewen y

Marth (1955a)hacenreferenciaa cepasestudiadasporMarth el al. (1966)de la especieP.

roquefortícapacesde creceren presenciade 5,4 y hasta7,1 gIL de sorbato;estascepas

habíansido aisladasde quesostratadoscon sorbato.Posteriormente,Finol et al. (1982)

encontraroncepasde P. cyclopium,P. puberulumy P. roquefortícapacesde crecerfrente

a concentracionesde sorbatotanelevadascomo 12, 12 y 10 g/L, respectivamente.ParaP.

crustosum,Kinderlerer y Hatton (1990) calculanuna CMI de sorbatode 1,25 g/Kg. pero

Finol el al. (1982)estudiaroncepasde estaespeciecapacesde creceren presenciade 7 g/L

del conservante.Por otra parte, Liewen y Marth (1985a) encontraronque el género

Aspergillusesgeneralmentemássensibleal sorbatoqueel géneroPenicillium,y calcularon,
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como concentraciónmáximadel conservantequepermitió el crecimientode A. niger, tan

sólo 0,5 gIL.

Parala determinaciónde la concentraciónmínima inhibitoria de ácido sórbicose

escogieronlas siguientescepas:lE, 2E, 3E, lOE, 14D, 24E1,26E1, 32E1,correspondientes

a primerosaislamientosde las especiesproductorasde olor a “petróleo’. Lo másdestacado

de la Tabla 19, que recogelas CMI determinadasparacepasde 21 rouxii (cepaslE, 2E,

14D, 24E1, 26E1, y 32E1)y de D. hansenii(cepas3E y lOE), esla diferenciade valores

existentecuandolas cepascrecen en 1 y 60% (p/v) de glucosa. Para todas las cepas

ensayadas,la CMI en medio basecon 1% de glucosafue =0.5gIL; sin embargo,cuando

el medio basecontiene60% de glucosa,la CMI, es decir, la concentraciónde sorbato

necesaria para inhibir el crecimiento, fue muy superior para todas las cepas,

independientementede que pertenezcana Z. rouxii o a D. hansenii. Puestoque en la

fabricaciónde mazapánseempleaunadosisde 1 gIL de ácidosórbicoy la concentración

de azúcaressimilar a la del segundomediobase,es lógico que laCMI paralas cepasque

hanalteradoestosproductos-cepaslE a 26E1-seacercanao inclusosuperiora estevalor.

Inclusola cepa32E1,aisladade pastelesde yemasin alterar(muestraM30), no esinhibida

por 1 gIL de sorbatopuesla CMI de conservantepara estacepaes 1,2 gIL, lo que es

indicativo de queel productopuedeseralteradoconel transcursodel tiempo.

Respectoa las diferencias de la CMI en 1 y 60% de ¿lucosa,los resultados

confirmanel hecho,expuestoen el Apartado1.2.1 de la Introducción,de que la tolerancia

al sorbatoporZ. rouxii seincrementacuantomásbajaesla a,, del sustrato.Esteefectose

deberíaa un cambio en los componentesde la pared celular y de los lípidos de la

membrana,que provocaríaun cambio en la permeabilidadcelular al sorbato,asociadoal

modelopropuestoparala resistenciaal sorbatoporestalevadura,segúnel cualsuscélulas

seencogenen respuestaa la bajaa,,, con lo queel tamañode porodisminuyey sedificulta

el influjo de sorbato.Otrashipótesisacercadeestecomportamientoserefierenen el mismo

apartadode la Introducción.

La influenciade la concentraciónde azúcarsobrela resistenciaal sorbatoseestudió

cualitativamentemedianteel siguienteexperimento:sesembrarondoscepasde D. hansenii
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-cepas3E y 4E- y seis de Z. rouxii -cepaslE, 2E, 14D, lSD, 35E1(l) y 36E1-en medio

YMA en trescondicionesdistintas:1% (p/v> deglucosay 0,05%de sorbatopotásico;60%

(p/v) de glucosa y 0,05% de sorbato potásico; 60% (plv) de glucosa y ausenciade

conservante.Las cepas de D. hansenii produjeronolor a petróleo” en presenciade

conservanteen ambas concentracionesde glucosa, pero no en ausenciadel mismo,

resultadosque coinciden con los encontradospreviamente(Casaset aL. 1996). Sin

embargo,todaslas cepasde 21 rouxii mostraronun comportamientodistinto: produjeron

olor a “petróleo” en presenciadel conservantesólo cuandoel medio contenía60% de

glucosa,perono, sorprendentemente,cuandola concentracióndeazúcareradel 1%, ni, por

supuesto,en ausenciade sorbato.Respectoa la producciónde gasporpartede Z. rouxii,

éstafue muy elevadaen el medio con 60% de glucosay en ausenciade conservante,lo

cuales indicativo de una gran actividadfermentativa;en presenciade 0,05% de sorbato,

la producciónde gasfue tambiénmoderadamenteelevadacuandoel mediocontenía60%

de azúcar,peroparala mismaconcentraciónde sorbatoy un 1% de glucosa,la producción

de gasfue muy escasa.Estosresultadosponen de manifiestoque en 21 rouxii existeuna

estrecharelaciónentrecapacidadde resistenciaal sorbatoy actividadfermentativa,aunque

sedesconocesi la explicación a estarelaciónresideen algunade las hipótesisplanteadas

anteriormente.Marth etal. (1966)dedujerondesusestudioscon cepasde P. roquefor:ique

los sustratosaltamentenutritivos favorecenla rápiday completaeliminacióndel sorbato

por partedel hongo, lo queconcuerdacon el efectoencontradoen Z. rouxu.

V.5.- Identificacióndenentadienocomocomnuestoresponsabledel olor a ‘petróleo

”

El análisisde 1,3-pentadienosellevó acabosobrelas cepasde levaduraproductoras

del olor a “petróleo” correspondientesa los primerosaislamientos(lE, 2E, 14D, 24E1,

26E1, 32E1, 34E1(l), 35E1(1) y 36E1 del rouxii, y 3E, 4E y lOE de D. hansenii).y los

hongosaislados(Hl aH7).

Como ya seha descritopreviamente,algunoshongosdel géneroPenicilliurn y las

bacteriaslácticassoncapacesde degradarpordescarboxilaciónel sorbatoa 1,3-pentadieno,

que poseeun característicoolor a “petróleo’. El metabolito volátil producido por las

levadurasy hongosfilamentososaisladosenestetrabajo,queposeeelmismo olor, ha sido
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también identificado como 1,3-pentadienomediantesus cromatogramasy espectrosde

masas,que semuestranen las Figuras 3 a 9. Se tratapuesde la primerareferenciade la

capacidadde descarboxilacióndel sorbato en dos especiesde levaduras,21 rouxii y D.

hansenil,y en dosespeciesde hongosfilamentosos,P. simplicissimumy A. niger.

De los cromatogramasdel gasde cabezadealgunoscultivos cabetambiéndestacar

que no se consiguió la separacióntotal de los compuestos.En el cromatograma3a,

correspondientea la cepalE de 21 rouxii, se observanpicos interferentescon el de 1,3-

pentadieno,que correspondena productosde fermentacióndel azúcarpor parte de la

levadura: CO2 y etanol. Como los mohos no son fermentativos,y D. hansenii tampoco

produce gas en cantidad apreciable,como ya se discutió en el Apartado V.3.l, no

aparecieronestasinterferenciasen el pico del 1,3-pentadieno.

Ya que el ácido sórbicopuedepenetrarcontinuamentea través de la membrana

celularde la levadura,los mecanismosde resistenciadescritosen el Apartado1.3.2 de la

Introducción,como la extrusiónde protonesa expensasde un aumentoen la actividadde

la ATPasade membrana,terminaríanporagotarlasreservasenergéticasde la célula (Cole

y Keenan,1987).Por tanto,el desarrollode un sistemade degradacióndel sorbato,como

su descarboxilación,seríamásrentableenergéticamente.

CH3-CH=CH-CH=CH-COOH -+ CH3-CH=CH-CH=CH2+ CO2

Ácido sórbico 1 ,3-pentadieno

Ademásdel pentadieno,sehanidentificadootrosderivadosdel ácidosórbicocomo

productosde destoxificación.Estosproductos,generadosporalgunosmohosy/o bacterias

lácticas,sonel resultadode ciertasreaccionesde esterificación,reduccióny formación de

éterque afectanal grupocarboxilo, altamentereactivo,del ácido sórbico(Kinderlerer y

Hatton, 1990).En bacterias,se han encontradovarios derivadosvolátilesprocedentesde

la degradacióndel ácidosórbicoen vinos producidaporbacteriaslácticas,ocasionandouna

pérdidade calidadde estosvinos. La degradacióncomienzacon la reduccióndel sorbato

al correspondientealcohol, esdecir, hexadienol,el cual reacionacon el etanolpararendir

unaseriede compuestosresponsablesde la apariciónde un olor descritocomoa “geranio”
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(Liewen y Marth, 1985a;Sofos, 1959; Kinderlerery Hatton, l990~ Sofos y Busta, 1993).

Por tanto, pareceevidenteque el grupo carboxilo libre es necesariopara la actividad

antimicrobianadel sorbato,y así,los microorganismosquehandesarrolladoun mecanismo

de destoxificación lo hacen suprimiendo químicamenteel grupo carboxilo cargado

(Kinderlerery Hatton, 1990).

Dentro de los hongosfilamentosos,la capacidadde destoxificacióndel sorbatopor

conversiónen 1,3-pentadienopareceestarrestringidaal géneroPenicillium; estesistema

de destoxificaciónpermitea algunosPenicilliumcreceren presenciade nivelesde sorbato

hastade 1,2 gIL (Kinderlerery Hatton, 1990).En 1966, Marth et aL fueron los primeros

en estudiarestefenómenoen cuatroespeciesde Penicillium: P. roqueforti.P. notatum,P.

frequentansy P. cyaneo-fulvum,aisladasde quesostratadoscon sorbatoque desprendían

un característicoolor a “hidrocarburo” Actualmente estasespecies,a excepciónde P.

roquefortii, han sufrido un cambio en su taxonomía:P. frequentanses sinónimo de P.

glabrum(Pitt, 1991),P. notatumseincluyeen la especieP. chysogenum(Ramírez,1982;

Pitt, 1991)y P. cyaneo-fulvumtambiénformapartede laespecieP. chrysogenum(Ramírez,

1982). La capacidadde estasy otrasespeciescapacesde producir pentadienoya se ha

descritoen la Tabla 27 de Discusión.

Por tanto, las cepasHl. H3, H4 y H5, identificadasen este trabajo como P.

chrysogenum,pertenecena unade las especiesen las que primerosedescribióel sistema

de destoxificaciéndel ácidosórbico por descarboxilacióna pentadieno,y representanla

especiemayoritaria,con 4 aislamientosde 7.

La cepaH2 fue identificadadentro de otra especieproductorade pentadieno.P.

crustosum.Kinderlerer y Hatton(1990)estudiaron7 cepasdeP. crustosumy todasfueron

capacesde descarboxilarel sorbato;aunquedentrode una misma especiede hongo hay

cepasextremadamenteresistentesal ácido sórbico mientras que,otras son sensiblesal

mismo,P. crustosumpareceserunade las especiesmásresistentes<al conservante.Liewen

y Marth (1985a)estimanuna concentraciónmáximade sorbatopotásicoque permite el

crecimientode P. crustosumde 6 gIL a 250C y 2 gIL a 40C, mientras que para P.

chrysogenumy P. notatum,actualmentesinónimode la anterior,estasconcentracionesse
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reducena 0,5 g/L a cualquierade las dos temperaturas.La variaciónde la toleranciaal

sorbatoen función de la temperaturase explica porel hechode que, generalmente,las

temperaturasfuera del rango óptimo para el crecimiento de cualquiermicroorganismo

incrementanla efectividaddelsorbatoparainhibir sucrecimiento(Lieweny Marth, 1985a;

Sofos,1989).Estainfluenciade la temperaturaen la efectividaddel sorbatodebe,por tanto,

tenerseen cuentaa la horade establecerla temperaturade almacenamientode los alimentos

tratadoscon esteconservante(Finol et al., 1982).

Respectoa la terceraespecieidentificada,P. simplicissimum(H6), no se han

encontradoreferenciasanterioressobresucapacidadde producciónde pentadieno,pesea

ser, como ya seha dicho, una especiecontaminantemuy común en diferentessustratos

comosuelosy materialesen descomposición(Pitt, 1991).No obstante,esposiblequeesta

ausenciade referenciassedebaa una distinta interpretaciónrespectoa la taxonomia.

Mart et aL (1966)no establecieronen su estudiosi los hongosobtienenenergía

apartirdel ácidosórbicomediantesudescarboxilación,o si el único beneficioderivadode

esta reacciónes modificar el conservante,inactivándolo de manera que permita su

crecimiento.Se conoceademásmuy poco acercade la conversióndel sorbato en 1,3-

pentadieno, respecto a la ruta metabólica y enzimas implicadas. Una serie de

microfotografíaselectrónicasrealizadaspor Kinderlerery Hatton< (1990) en micelio de

Penicillium crustosumcrecidoen presenciade ácido sórbicono proporcionaronninguna

evidenciaacercade la localizacióncelulardondetienelugar la conversióndel conservante

en 1,3-pentadieno.

Por último, se desconocesi la capacidadde degradaciónde sorbato se debe

exclusivamentea la exposicióncontinuadaal conservante,comoserefirió en el Apartado

1.3.2 de la Introducción, o si existe algunadeterminacióngenéticaque confierasólo a

ciertascepasde microorganismosestacapacidadde degradación.Marth et al. (1966)

estudiaronel comportamientode P. roqueforri, un contaminantecomúnde los quesos,que

resultóserla especiede Penicilliuznmásresistenteal sorbatoentrelas queestudiaronestos

autores;éstosproponenqueP. roquefortipuedehaberdesarrolladoestaresistenciaatravés

de la prolongadaexposiciónal sorbato, ya que el tratamientode los quesoscon este
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conservanteesunaprácticamuy frecuente.Posteriormente,Finol et aL (1982)aislaronde

quesosalgunascepasde Penicillium queresistíanconcentracionesbastantessuperioresde

sorbato;puestoquelasqueseríasde origenerandistintasen los dosestudios,estosautores

no pueden asegurarque se desarrolle una flora fúngica resistenteal sorbato en estas

factorías donde se emplea constantementeeste conservante, aunque admiten esta

posibilidad.Asimismo,como las especiesde Penicillium identificadasen ambosestudios

erandiferentesexceptoP. roqueforti, comosereflejaen la Tabla 27, los autoresdeducen

que la capacidadde metabolizarel sorbatono estárestringidaa unaspocasespeciesde

Penicillium.

Sehadescritoque,a diferenciade los hongosdel géneroPenicillium, los delgénero

Aspergillusno son capaces,en general,de descarboxilarel sorbato.Kinderlerery Hatton

(1990) investigaronesta capacidaden 15 cepas xerotolerantesdel género Eurotium,

pertenecienteal grupo de Aspergíllusglaucus,y tan sólo una cepa pertenecientea la

especieE. repensfuecapazde producirunapequeñacantidadde pentadieno.Sin embargo,

la cepade A. níger (H7) aisladaen esteestudiofue capazde descarboxilarel sorbato

aunqueseaisló de una muestrade miel (M39), comosecita en la Tabla 6 de Material y

métodos,y portantono habíatenidolugarun contactoprevioconel conservante,al menos

en el cursode estetrabajo.

SegúnseñalanMart et aL (1966), el ácido sérbicoejerceun efecto fungistático

sobreA. niger a travésde la inhibición de la actividadcatalasa.Por su parte,Liewen y

Mart (1985a) establecenuna concentraciónmáximade sorbatopotásicoque permiteel

crecimientode A. níger de 0,5 g/L a 250C, mientrasquea 40C estamisma concentración

de sorbatoinhibe porcompletoel crecimiento,variacióndebidaalefectode la temperatura

queya sehaapuntado.AunqueSofos (1989)y Sofosy Busta(1993)refierenlaexistencia

de cepasde Aspergilluscapacesde degradarel sorbato, no especificana qué especies

pertenecenestascepas,ni si la degradacióndel compuestoproducepentadienocomo

metabolitofinal. Así, seríaésta la primeraocasiónen que se ha aisladouna cepade A.

nígerproductorade pentadienosin haberexistidoademásexposiciónpreviaal sorbato.Esta

característicaconvierteaA. niger en una nuevaespeciepeligrosaquedebeconsiderarseen

cuantoa la conservaciónde los alimentosmediantesutratamientocon sorbato.
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Como en el casode los mohos, los resultadosen levadurasno permitenafirmar si

la capacidadde resistenciaal sorbatoestárestringidagenéticamenteacepasde las especies

21 rouxii y D. hansenii,quede estamanerahan sobrevividoen presenciadel conservante,

o bien sucapacidadde multiplicarseen un medio altamenteazucaradoha permitidoque,

trasel contactorepetidoconel conservante,hayandesarrolladola capacidadde degradarlo,

llegandoen cualquierade los doscasosa alterarel alimento.

Cabemencionarun trabajo realizadopor Berengueret al. (1991) en el que se

describela alteraciónde un productode bollería-sobaopasiego-consistenteen la emisión

de un olor intensoa “hidrocarburo”, que puedeasociarsea la alteraciónde los productos

de mazapándescritaen estetrabajo.Los autoresatribuyen la apariciónde esteolor a la

producciónde isoprenopormohos contaminantesdel productopertenecientesal género

Eurotium. Comopuedeobservarseen el cromatograma2a y sucorrespondienteespectro,

2b, tantoel tiempode retención-1,8minutos-como la fragmentaciónm/z del isopreno(2-

metil 1,3-butadieno)sonprácticamentecoincidentescon los del 1.3-pentadieno,ya que la

estructuradel primercompuestoessimilar a la del segundo,ramificada:

CH3-CH=CH-CH=CH2 CH2=CH-C(CH3)=CH2

1 ,3-pentadieno isopreno

Estacoincidenciano permitiría en principio afirmarqueel compuestoresponsable

del olor a “petróleo” de las muestrasde mazapánsea realmente 1,3-pentadieno,y la

imprecisiónimplica unaimportanteconsecuenciarespectoa la ruta a travésde la cual se

forma el compuesto.Si se trata de pentadieno,tal y como seha descritopreviamente,el

microorganismoen cuestiónseríacapazde descarboxilarel ácido sórbico a una forma

inactiva, superandoasí la inhibición por el conservante.Sin embargo, tratándosede

isopreno,cabríadeducirque la presenciade sorbatoinduce una ruta metabólicaespecial

que no implica la degradacióndel conservante.

El isoprenoesun metabolitosillar demuchassustanciasnaturalesde origenvegetal,

entreotras, los precursoresde las cuatro vitaminasliposolubles:carotenoidesvegetales

(precursoresde la vitamina A), ergosterolde levadurasy otros hongos(precursorde la
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vitamina D2 o ergocalciferol),tocoferoles(precursoresde la vitamina E) y naftoquinonas

(precursorasde la vitamina K) (Lehninger et al., 1995). Berengueret aL (1991) no

especificanel precursorni la ruta de producciónde isoprenopor parte de los mohos

aislados,ni la causade acumulaciónde estemetabolito,que da lugara la aparicióndel olor

característico.Tampocoindican si seha empleadosorbatoen la fabricacióndel producto

alterado,dato fundamentalsi tenemosen cuentaque en este trabajo la presenciadel

conservantees impresicindibleparala produccióndel olor a “petróleo”, tanto por partede

las levaduras(Casaset aL, 1996) como de los hongosfilamentosos(Liewen y Marth,

1985a).Previamente,Lieweny Marth (1985b)yahabíancomprobadoqueaquelloshongos

inoculadosen YMB en presenciade sorbato producíanpentadieno,mientrasque en el

mismomedio pero en ausenciadel conservanteno se detectabapresenciade pentadieno.

ComoseñalanMart etaL (1966)o Lieweny Mart (1985b),la producciónde 1,3-

pentadienoporpartede Fenicilliumvieneacompañadaporun descensoen la concentración

de sorbato.La desapariciónde sorbatoen en el medio es,por tanto,el hechoque permitirá

afirmar queel compuestovolátil responsabledel olor a “petróleo” i) seproduceaexpensas

de la degradacióndel sorbato;u) espentadienoy no isopreno,yaqueesel primerode ellos

el que tiene unaestructuralineal comoel sorbato,mientrasquela del segundocompuesto

esramificada.

La producciónde 1,3-pentadienoa partir de sorbato se cuantificó, midiendo la

aparicióne incrementodel primeroy la disminucióndel segundo,asícomoel incremento

del número de células, en dos cepas, lE y 3E, representantesde las dos especies

productorasdel olor a “petróleo”, Z. rouxii y D. hansenii,respectivamente.

V.5.1.- Cuantificaciónde sorbato

Respectoa la técnica de cuantificación de sorbato mediante HPLC, debe

mencionarseque fueronnecesariosvariosensayosparalograrestablecerunascondiciones

cromatográficasadecuadas,en referenciaal tipo de columnaseleccionada,así comoa la

fasemóvil empleaday la velocidadde flujo de la misma.Dichascondicionespermitieron,

enprimerlugar,obtenertiemposde retencióndel compuestopatrón-21,17minutos-(Figura
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10) reproducibles en las sucesivas inyeccionesde extractos procedentesdel medio

experimentalsin inocular (Figura 11), o inoculadoe incubadodurantecuatrodíascon la

cepalE de 21 rauxil (Figura 12) y con la cepa3E de D. hansenii(Figura 13). Por otra

parte,enel metabolismode las levaduras,ademásde CO2 y etanol,seproducenuna serie

de productossecundariosfinales como alcoholessuperiores,ácidosorgánicos,ésteres,

aldehídosy sustanciascetogénicas(Fleet, 1992),algunosde los cualespuedeninterferir al

absorbera longitudes de ondacercanasa la fijada para la detecciónpor UV del ácido

sórbico (~ = 264 nm). La correctapuestaa punto de la técnicacondujoa la eliminación

prácticamentetotal de picos interferentescon los del ácidosórbico.

Cabetambiéndestacaruna diferencianotableentreel cromatogramaobtenido a

partirdelcompuestopatrón(Figura 10) y los obtenidosde la inyecciónde los extractosde

los medios de cultivo (Figuras 11, 12 y 13). En el primero se trata de un pico único,

mientrasqueenel restoel pico principal,con el mismotiempode retenciónqueel patrón,

apareceprecedidoporun pico de menoralturaque no llegaa separarsedel segundo.Esta

diferenciasedebealanaturalezade los reactivosempleados;paral~ preparacióndel patrón

se empleó ácido sórbico de alta pureza, mientras que en los medios de cultivo el

conservanteseañadióen forma de sal potásicade calidadcomercial.Duranteel proceso

de preparaciónde las muestrasparaHPLC, comose describióen el Apartado111.9.2.1.1

de Material y métodos,la sal sódicasetransformaen su forma ácida, de ahí que fuera

necesarioaplicar un factor de correcciónen el cálculo de la concentraciónextraidade

sorbatopotásicoa partir de la concentraciónmedidaen forma ácida. La adición de sal

potásicade baja purezapuede dar lugar a la deteccióncromatográficade un isómero

minoritario cuyo pico no se separadel pico principal, y cuyo área se sumó a la del

compuestomayoritarioa la hora de calcularla concentraciónde sorbatoextraidade las

muestras.

La Tabla21 muestrala cuantificaciónde sorbatoenel medio tras la incubaciónde

las cepasde levadura lE de Z. rouxii y 3E de D. hanseniien:presenciade distintas

concentracionesde sorbato.Como puedeobservarse,las concentracionesiniciales -0.25.

0,50 y 1,00 gIL (equivalentesa 250, 500 y 1000ppm) seredujeron;respectivamente,hasta

1.60, 3,14 y 9,85 ppm paralE y 3.18, 4,43 y 5,23 ppm para3E, lo que demuestraque las
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levadurashan sido capacesde destoxificarcasi en su totalidad el conservantey lo ha

transformadoen pentadieno,siendoéstauna(capacidad)que hastael momentono sehabía

encontradoen levaduras.

V.5.2.- Producciónde pentadieno

Se puedeobservarque tanto la cepalE de 21 rouxii (Tabla 22) como la cepa3E

de D. hansenii(Tabla 23) produjeron1 ,3-pentadienoen unacantidadcrecientea lo largo

delperíodode incubación.El primeraspectoa destacarde ambastablasesqueningunade

las doscepasprodujopentadienohastael segundodíade incubación,lo queconcuerdacon

los resultadosobtenidosen el diseñode la pruebaestandarizadaparala detecciónde olor

a “petróleo” que sedescribiráen el apartadosiguiente.

Porotraparte,tambiénseobservaquecuantomayoresla concentraciónde sorbato

añadida al medio, la cantidad de pentadienoproducido tras finalizar el período de

incubaciónessuperior.Los valoresfinalesdepentadienocorrespondenala transformación

casicompletadel sorbatóen pentadieno,comoyaseha discutido,perolas determinaciones

de pentadienoduranteelperíodode incubación(días2 y 3) revelan~jueno sólo los valores

finales, sino también los iniciales e intermedios, son directamenteproporcionalesa la

concentraciónde sorbato del medio. Estos resultadossugieren< que, para superar la

inhibición que ejerceel sorbatosobrelas levaduras,éstasdesarrollanun mecanismode

degradacióndel mismo,que serátanto másactivo cuantomayor seala concentracióndel

conservantepresenteen el medio, de maneraque ésteseaeliminadoen el menortiempo

posibley la levadurapuedacrecerenel medio,unavezqueesteprocesode destoxificación

hayatenido lugar.

Por último, sepuedencompararlos valoresfinales de pentadienomedidosen los

medios inoculadoscon la cepa lE de 21 rouxii (3,91, 7,27 y 11,11 pL) y los

correspondientesinoculadoscon la cepa3E de D. hansenjí(2,82,4,85 y 19,44).Para las

concentracionesiniciales de 0,25 y 0,50 gIL de sorbato, la cantidad de pentadieno

producidapor 21 rouxii fue aproximadamenteel doble de la producidapor D. hansenii,

mientrasque frentea una concentracióninicial de 1,00 gIL de sorbatofue la cepa3E la
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queprodujocasiel doblede pentadieno.Estosvaloresconcuerdancon las concentraciones

de sorbatoremanentesenestosmedios,reflejadasen la Tabla21, y< sugiereque la primera

especie,en presenciade la concentraciónmáselevadade sorbato,necesitatransformar

menorcantidaddel conservanteen pentadieno.

V.5.3.- Recuentoscelulares

LasTablas24 y 25 muestranlos recuentosde célulasparalás cepaslE de 21 rouxii

y 3E de D. hansenii, respectivamente,antes de la incubación<y tras cuatro días de

incubaciónen ausenciade sorbatoy en presenciade tres concentracionescrecientesde

sorbato.Se puedeobservar,en primer lugar, que el númerode células que seinoculé de

cadacepaaumentóunaunidadlogarítmicatrasel períodode incubación.Los recuentosde

la cepade 21 rouxii, habiendoinoculado los medioscon 4,0 x ío~ UFC/mL, tras la

incubaciónenpresenciade 0,25,0,50 y 1,00 gIL de sorbato,fueronmuy similares:3,6, 4,0

y 4,0 x 106 UFC/mL, respectivamente;en ausenciade sorbato,el númerode célulastras

la incubaciónfue de 5,0 x 106 UFC/mL. En el caso de la cepade D. hansenji, de la que

se inocularon 1,5 x 106 UFC/mL, los recuentosen presenciade las concentraciones

crecientesde sorbato también fueron muy similares: 1,5, 1,0 y 1,6 x l0~ UFC/mL,

respectivamente;en ausenciade sorbato,el númerode célulasse incrementóhasta7,5 x

l0~ UFC/mL, valor aproximadamentecinco vecessuperiorque en presenciade sorbato.

Cuandolas levadurascrecenenpresenciade ácidosórbico,seproduceun aumento

en la duraciónde la fase de latenciadurantela cual, como mecanismode resistenciaal

conservante,los protonesdebenser bombeadospor la ATPasade membrana(Cole y

Keenan,1987; Stratford y Anslow, 1996).La duraciónde la fasede latenciadependepor

tanto de la severidaddel estrésproducidoporel ácido(Holyoak et aL, 1996), aumentando

éstaexponencialmentecon la concentracióndeácidosórbico (Nevéset aL, 1994).En este

trabajo,al no haberserealizadocurvasde crecimientocon recuentosintermediosde células

duranteel períodode incubación,no seha estudiadoesteefecto.Sin embargo,el estudio

estadísticosí desvelóunaimportantediscrepanciaen el comportamientoen presenciade

sorbatoentrelas cepaslE de 21 rouxii y 3E de D. hanseniiatendiendoa los recuentos

antesy despuésde la incubación.En el caso de 21 rou.xii, el análisisde la varianzano
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revelóningunadiferenciasignificativa dentrodel conjuntode recuentos.Estehechopone

de manifiesto que la presenciade sorbato, en cualquierade las tres concentraciones

ensayadas,no ejerceningúnefectoapreciablesobreel crecimientode la levadura,pueséste

no disminuyesensiblementerespectoal crecimientoen el mismo medio sin sorbato.

Por el contrario, el mismo análisis estadísticoaplicado á los recuentosde D.

hansenjísi revelóla existenciade diferenciassignificativasentrees<tosvalores,diferencias

que desaparecenal eliminarel valor correspondienteal recuentofinal de la levaduraen el

medio sin sorbato.Estosresultadossepuedeninterpretarcomo un ciertoefecto inhibidor

del sorbato sobre el crecimientode D. hansenii,al menosla cepa estudiada,de igual

magnitudindependientementede la concentraciónde conservantepresenteen el medio.

Así, aunquelas dosespeciesde levadurase consideranresistentesal sorbatolos

resultadosconfirmanel hechoconocidode la elevadaresistenciade 21 rouxii a los ácidos

débiles,en estecasoal sorbato,pueslaCMI calculadaesde 1,2 gIL, comosemuestraen

la Tabla 19 de Resultados,y las concentracionesinferioresno soncapacesde disminuir de

formaapreciableel crecimientode la misma.Sin embargo,D. hansenji, que presentóuna

CMI de sorbato de 0,9 g/L, que apareceen la misma tabla, consiguió alcanzaruna

población sensiblementemenor en presenciade concentracionessubinhibitorias del

conservante,de maneraque una concentracióntan baja como 0,25 g/L fue capazde

provocarunadisminuciónconsiderableen el crecimientode estalevadura.En estesentido,

caberecordarde nuevolos resultados,que ya sehan discutido,de’ las Tablas22 y 23, en

las queserecogela cantidadde pentadienoproducidapor 21 rouxii (cepalE) y D. hansenjí

(cepa3E) respectivamente,apartir de las mismasconcentracionesinicialesde sorbato;en

ellosya seponede manifiestoque laprimeralevaduranecesitadestoxificarmenorcantidad

deconservanteal creceren presenciade la mayor de las tres concentracionesensayadas.

No obstante,no pareceadecuadorealizarunageneralizaciónde estosresultados,puessólo

se llevó a caboun experimentoy con una únicacepade cadaespecie.

Una limitación muy importanteal uso de sorbatoes, por tanto, la selecciónde

microorganismosresistentesal mismoque finalmenteprovocanla <alteracióndel alimento

enel quesedesarrollan.Así, lasmedidasencaminadasa la prevenciónde estasalteraciones
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debendirigirse,enprimerlugar,a impedir el contactode estosmicroorganismospeligrosos

con el alimento, principalmentea travésde unasestrictasmedidas<de higiene, que deben

aplicarseantes,durantey despuésde la fabricaciónde los productos.

V.6.- Pruebaestandarizada

Mientras que la reproduccióndel olor a “petróleo” y/o gas’ secomprobóen todas

las cepas aisladas, la pruebaestandarizadase estableciócon varios de los primeros

aislamientos:lE, 3E, 19D, 24E1, 26E1,32E1, 35E1(2),representantesde lasdosespecies

productorasde olor a “petróleo”, 21 rouxii (LE, 19D, 24E1, 26E1, 32E1 35E1(2)) y D.

hansenii(3E).

Los resultadosde las distintascondicionesde inoculación\‘ preincubaciónde las

levaduraspusieron de manifiestoque para detectarcon certezael olor a “petróleo” es

necesarioun períodode incubaciónde 24 horasen el mediocon sorbato.La preincubación

en YMB, independientementede la duraciónde ésta,no redujo la duraciónde esteperíodo

de incubación.

Asimismo, parala rápidareproduccióndel efectoesnecesarioinocularun número

elevadode células,de maneraque con la suspensióndensaseconsiguióuna producción

más rápidadel olor a “petróleo” que con la inoculación de una colonia aislada. Para

conseguirlos mismosefectoscon una colonia aislada,la placadeberíaincubarsedurante

un períodode tiempo tal que la colonia estuviesemuy desarrollada,lo que equivale,en

términos de duracióndel ensayo,a resembraren masala levadura.

La utilidad de esteensayode laboratorioessu aplicaciónala industria.Realizando

esta prueba en paralelo a los recuentosrutinarios en la industria, algunaslevaduras

potencialmentepeligrosas,ennúmeroinferior al máximopermitido,puedenserrápidamente

detectadas,y el lote de productosretenidoen la fábrica paraevitar el deterioroposterior

a su distribución y el rechazopor partedel consumidor.
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VI.- Conclusiones

1.- La levadura aislada con mayor frecuenciade productos altamenteazucarados,

principalmenteproductosdemazapán,esZygosaccharomycesrouxii, quejuntocon algunas

cepasde Debaryomyceshansenii,esresponsablede la alteraciónde estosproductos.

2.- La técnicade enriquecimientoen mediosde cultivo con alta concentraciónde azúcar

facilita la recuperaciónde levadurasosmotolerantesa partir de alimentosazucarados.

3.- El mediorecomendadoparainducir la esporulaciónen levadurásesel V8 diluido diez

veces,quedebeincubarseatemperaturasubóptima-200C-y duranteun períodode tiempo

variable,dependiendode la cepa.La observaciónmicroscópicadeberealizarsecon 1000

aumentos,no siendonecesarioaplicarla técnicade tinción de esporas.

4.- Algunascepasde levadurasy de hongosfilamentosossoncapácesde resistirelevadas

concentracionesde sorbatoen alimentosy sustratosaltamenteazucaradosmediantela

conversióndelcompuestoen un metabolitosin actividadantimicrobiana,identificadocomo

1,3-pentadieno.Este compuesto,que se generapor descarboxilacióndel sorbato, es el

responsablede la apariciónen ciertasmuestrasde un olor característicoa “petróleo”.

5.- Lascepasde levaduracapacesde descarboxilarel sorbatoa 1,3—pentadienopertenecen

ala especies21 rouxií y D. hansenlí,y las de hongosfilamentososa diversasespeciesdel

géneroPenícilliumy a la especieAspergillusniger. Estacapacidadya habíasido descrita

enPenicillium, pero es la primerareferenciade la mismaen levadurasy en A. níger.

6.- El desarrollode este mecanismode resistencia,junto con la tolerancia a elevadas

concentracionesde azúcar,conviertea estasespeciesde levadurasy hongosfilamentosos

en organismospotencialmentepeligrososen cuantoa la conservaciónde los alimentos.

7.- La apariciónde licuefaccionespuntualesenpastade almendrae~unamanifestacióndel

desarrollode 21 rouxii en presenciade elevadasconcentracionesde azúcary de sorbato;

el metabolismode la levaduragenerahumedady da lugar a la pérdida de masasólida

alrededorde la zonade crecimiento,lo cual,junto con la aparicióndel caracteerísticoolor

a “petróleo”, da cuentade la alteracióndel producto.
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8.- El diseño de una pruebarápida y sencilla paradiscriminarlos microorganismosque

toleranaltasconcentracionesde azúcary sonresistentesal sorbatoresultade gran utilidad

paralas industriasproductorasde alimentosazucarados.Estapruebapuedeserincluidaen

el control de calidadrutinario y aplicarsea las levadurasy hongosfilamentososaislados

eneste<tipo de análisis.

162



VIL - BIBLIOGRAFÍA



¡ VII.- Bibliografía

Anand,J.C.;Brown,AD. (1968)Growthratepatternsof theso-calledosmophilicandnon-

osmophiicyeastsin solutionsof polyethyleneglycol. J.Gen.Microbiol. 52 (2), 205-212.

von Arx, J.A. (1981)The Generaof Fungi Sporulatingin PureCulture. Y ed., J. Cramer,

Vaduz.

Baleiras-Couto,M.M.; Hartog, B.J.; Huis in’t Veld, J.H.J.; Hofstra,H.; van der Vossen,

J.M.B.M. (1997) Identification of spoilage yeasts in a food production chain by

microsatellitePCR fingerprinting.FoodMicrobiol. 13, 59-67. ¡

Baleiras-Couto,M.M.; Huis in’t Veld, J.H.J. (1995)Influence of etanol and temperature

on thecellularfatty acidcompositionofZygosaccharomycesbaillí spoilageyeasts.J. Appl.

Bacteriol. 78, 327-334.

Baleiras-Couto,M.M.; vanderVossen,J.M.B.M.; Hofstra,H.; Huis in’t Veld, J.H.J. (1994)

RAPD analysis: a rapid techniquefor differentiation of spoilageyeasts. Int. J. Food

Microbiol. 24, 249-260.

Barberio,C.; Fani, R.; Raso,A.; Carli, A.; Polsinelli, M. (1994)DNA fingerprinting of

yeaststrainsby restrictionenzymeanalysis.Res.Microbiol. 145, 659-666.

Barnett,J.A.; Payne,R.W.; Yarrow, D. (1990)Yeasts.Characteristicsand Identification.

2 ed., CambridgeUniversity Press,Cambridge.

Belloch,C.; Barrio, E.; García,MD.; Querol, A. (1998)Phylogeneticreconstructionof the

yeastgenusKluyveromyces:restrictionmapanalysisof the SSSrRNA geneand the two

ribosomalinternal transcribedspacers.System.Appl. Microbiol. 21, 266-273.

Bermejo,J.M. (1989)Alteracionesfisicoquímicasy microbiológica.~de los zumosde frutas

durante su proceso de extracción y concentración.Tesis Doctoral, Departamentode

Bioquímica y Biología Molecular,Facultadde Ciencias,Universidaddel PaísVasco.

164



VII.- Bibliografía

Bilís, S.;Restaino,L.; Lenovich, L.M. (1982)Growthresponseof an osmotolerantsorbate-

resistantyeast,Saccharomycesrouxii, at different sucroseandsorbatelevels. J. FoodProt.

45, 1120-1125.

Blaschke-Hellmessen,R.; Teuschel,G. (1970)Saccharomycesrouxii Boutrouxals Ursache

von Gaerungserscheinungenin geformten Marzipan- und Persipanartikelnund deren

Verhuetungim Herstellerbetrieb(Fermentationcrackingof shapedmarzipanandmarzipan

substituteproductscausedby Saccharomycesrouxii Boutrouxandits prevention).Nahrung

14, 249-267.

Botha,A.; Kock, J.L.F. (1993) Application of fatty acid profiles in the identification of

yeasts.Int. J. FoodMicrobiol. 19, 39-51.

British StandardsInstitution (1940) British standardmethodsfor the microbiological

examinationof butter. B.S. n0 895-1940,HMSO, Londres.

Brown, A.D.; Simpson,J.R. (1972)Water relationsof sugar-tolerantyeasts:the role of

intracellularpoliols. J. Gen.Microbiol. 72, 589-591.

Burlini, N.; Pellegrini,R.; Facheris,P.;Tortora,P.; Guerritore,A. (1993)Metaboliceffects

of benzoateand sorbatein the yeast Saccharomycescerevisiaeat neutral pH. Arch.

Microbiol. 159, 220-224.

Cal, J.; Roberts,I.N.; Collins, MD. (1996)Phylogeneticrelationshipsamongmembersof

theascomycetousyeastgeneraBrettanomyces,Debaryomyces,Dekkera,andKluyveromyces

deducedby small-unit rRNA genesequences.InI J. Syst. Bacteriol.46 (2), 542-549.

Calvo,M. (1991)Aditivos Alimentarios.Propiedades,aplicacionesy efectossobrela salud.

Mira S.A. editores,Zaragoza.

Casas,E.; Garrido, MP.; Quintana,M.A. (1996) Spoilageof marzipanproducts by an

osmotolerantyeast.Adv. Food Sci. (CMTL) 18 (1/2), 56-60.

165



VII. - Bibliografía

Codón,A.C.; Gasent-Ramirez,J.M.; Benítez,T. (1995)Factorswhich affect te frequency

of sporulationand tetrad formation in Saccharomycescerevisiae<baker’s yeasts.Appl.

Environ. Microbiol. 61 (2), 630-638.

Cole, M.B.; Keenan, M.H.J. (1987) Effects of weak acids and external pH on the

intracellularpH of Zygosaccharomycesbailil, and its implicationsin weak-acidresistance.

Yeast3, 23-32.

Cruickshank, R.H. (1983) Distinction between Sclerotinia species by their pectic

zymograms.Trans. Br. Mycol. Soc., 80, 117-119.

Cheng,L.; Piper, P.W. (1994)Weakacid preservativesblock te heatshockresponseand

heat-shock-element-directedlacZ expressionof low pH Saccharomycescerevzszaecultures,

an inhibitory action partially relieved by respiratorydeficiency. Microbiology 140 (5),

1085-1096.

Davenport,R.R. (1981) Yeast and yeast-likeorganisms.En Onions, H.S., Allsopp, D.,

Egginns, H.O.W. (eds.), Smith’s Introduction to Industrial Mycology, 70 ed.. Edward

Arnold, Londres,pags.65-83.

Davenport,R.R. (1980)A CourseManualfor YeastsandYeast-lilceOrganisms.Organizado

por Conafrut/Ministeriode Comercio/Universidadde la Ciudadde México/ODA,Londres.

Deak, T.; Beuchat, L.R. (1996) Handbookof Food SpoilageYeasts.CRC Press,Boca

Ratón,Florida.

Deak, T.; NovÉ, E.K. (1972)Assimilation of sorbic acid by yeasts.Acta Alimentaria, 1

(1), 87-104.

Deak, T.; Reichart,O.; Szakmar,K.; Peter.G. (1992)Spoilageyeastsof unusualsorbate

resistance.En Samson,R.A., Hocking, AD., Pitt, J.T., King, A.D. (eds.),Developments

in Food ScienceModernMethodsin FoodMycology, Elsevier, Amsterdam,pags.55-59.

166



VIL- Bibliografía

Eklund,T. (1980)Inhibition of growthand uptakeprocessesin bacteriaby somechemical

food preservatives.J. Appl. Bacteriol.48 (3), 423-432.

Eklund,T. (1983)me antimicrobialeffect of dissociatedand undissociatedsorbic acid at

differentpH levels.J. Appl. Bacteriol. 54 (3), 383-389.

Eklund, T. (1985) The effect of sorbic acid and estersof p-hydroxybenzoicacid on the

protonmotiveforce in Escherichíacolí membranevesicles.J. Gen.Microbiol. 131 (1), 73-

76.

El Halouat,A.; Debevere,J.M. (1996) Influenceof modifiedatmosphereandpreservatives

on the growth of Zygosaccharomycesrouxii isolated from dried fruits. Int. J. Food

Microbiol. 33 (2-3), 219-229.

El Halouat,A.; Debevere,J.M. (1997)Molds andyeastsisolatedfrom hydratedprunesand

raisinshavingdifferentwateractivities. Sci. Aliments 17 (5), 539-545.

Esteve-Zarzoso,B.; Belloch,C.; Uruburu,F.; Querol, A. (1999)Identificationof yeastsby

RFLP analysisof the SSSrRNA geneand te two ribosomalinternal transcribedspacers.

Int. 1 System.Bacteriol.49, 329-337.

Finol, M.L.; Marth, E.H.; Lindsay,R.C. (1982)Depletion of sorbatefrom differentmedia

during growth of Penicillium species.J. Food Prot. 45, 398-404.

Fleet, G. (1992)Spoilageyeasts.Cnt. Rey. Biotech. 12, 1-44.

Fowell, R.R. (1952)Sodium acetateagarasa sporulationmedium<for yeast.Nature 170,

578.

Freese,E.B.; Chu, MI.; Freese,E. (1982) Initiation of yeastsporulationby partialcarbon,

nitrogen,or phosphatedeprivation.J. Bacteriol. 149, 840-851.

167



VII. - Bibliografía

Golden, D.A.; Beuchat, L.R. (1990) Colony formation by sublethally heat-injured

Zygosaccharomycesrouxii asaffectedby solutesin the recoverymedium and procedure

for sterilizing medium.Appl. Environ. Microbiol. 56 (8), 23 19-2326.

Golden, D.A.; Beuchat,L.R. (1992a) Effects of potassiumsorbateon growth patterns.

morphology,and heatresistanceof Zygosaccharomycesrouxii at reducedwater activity.

Can. J. Microbiol. 38 (12), 1252-1259.

Golden, D.A.; Beuchat,L.R. (1992b) Interactiveeffectsof solutes,;potassiumsorbateand

incubation temperature on growth, heat resistance and tolerance to freezing of

Zygosaccharomycesrouxii. J. Appl. Bacteriol.73 (6), 524-530.

Heard, G.M.; Fleet, G.H. (1990) A convenient microtitre tray procedure for yeast

identification.J. Appl. Bacteriol.68, 447-451.

Hocking, A.D. (1993) Responsesof xerophllic fungi to changesin water activity. En

Jennings,D.H. (ed.), StressToleranceof Fungi, Marcel Dekker, NuevaYork, pags.248-

249.

Holyoak, C.D.; Stratford, M.; McMullin, Z.; Cole, M.B.; Crimmins, K.; Brown, A.J.P.;

Coote,P.J. (1996)Activity of theplasmamembraneH~-ATPaseandoptimalglycolytic flux

are requiredfor rapidadaptationandgrowth of Saccharomycescerevisiaein thepresence

of te weak-acidpreservativesorbic acid.Appl. Environ.Microbiól. 62 (9), 3158-3164.

ICMSF (InternationalComissionon Microbiological Specificationsfor Foods) (1991)El

Sistemade Análisis de Riesgosy PuntosCríticos. Acribia, Zaragoza.

James,SA.; Collins, M.D.; Roberts,I.N. (1994)Genetic interrelationshipamongspecies

ofthegenusZygosaccharomycesasrevealedby small-subunitrRNA genesequences.Yeast

10, 871-881.

James,S.A.; Collins, MD.; Roberts, I.N. (1996) Use of an rRNA intemal transcribed

168



VII. - Bibliografía

spacer region to distinguish phylogenetically closely related speciesof the genera

Zygosaccharomycesand Torulaspora.Int. J. Syst. Bacteriol. 46 (1), 189-194.

Jermini, M.F.G.; Geiges, O.; Schmidt-Lorenz, W. (1987) Detection, isolation and

identification of osmotolerantyeastsfrom high-sugarproducts.J. Food Prot. 50 (6). 468-

472.

Kinderlerer,J.L.; Hatton,PV. (1990)Fungalmetabolitesofsorbic acid.Foodadditivesand

contaminants7 (5), 657-669.

Kleyn, J.G. (1954)A studyof someenvironmentalfactorscontrolling sporulationof yeast

using a new sporulationmedium. WallersteinLaboratoriesCommunications17, 91-104.

Klich, M.A.; Pitt, J.I. (1988)A laboratory guide to commonAspergillusspeciesand their

teleomorphs.CommonwealthScientificand IndustrialResearchOrganization,Divission of

FoodProcessing,North Ryde, Australia.

Kreger-vanRij, N.J.W. (1984) ‘[he Yeasts.A TaxonomicStudy. 3~ ed., ElsevierScience

Publishers,Amsterdam.

Kreger-vanRij, N.J.W. (1984)Genus7. DebaryomycesLodderet Kreger-vanRij nom.cos.

En Kreger-vanRij, N.J.W.(ed.), ‘[he Yeasts.A TaxonomicStudy, 38 ed., ElsevierScience

Publishers,Amsterdam,pags.130-145.

Kreger-vanRij, N.J.W. (1987) Classification of yeasts.En Rose¿AH. y Harrison, J.S.

(eds.),‘[he Yeasts,vol.l, Biology of Yeasts,28 ed., AcademicPress,Londres,pags.5-61.

Kurtzman,C.P. (1994)Molecular taxonomyof the yeasts.Yeast10, 1727-1740.

Kurtzman, C.P. (1998) Nuclear DNA hybrydation: quantitation of close genetic

relationships.En Kurtzman,C.P.;Feil, J.W.(eds.),‘[he Yeasts.A TaxonomicStudy, 48 ed.,

ElsevierSciencePublishers,Amsterdam,pags.63-68.

169



VII.- Bibliografía

Kurtzman, C.P.; Blanz, PA. (1998) Ribosomal RNA/DNA sequencecomparisonsfor

assessingphylogeneticrelatioships.En Kurtzman,C.P.; Felí, J.W. (eds.).‘[he Yeasts.A

TaxonomicStudy, 4 ed., ElsevierSciencePublishers,Amsterdam,pags.69-74.

Kurtzman,C.P.;Felí,J.W. (1998)‘[he Yeasts.A TaxonomicStudy.4 ed., ElsevierScience

Publishers,Amsterdam.

Lehninger, A.L.; Nelson, DL.; Cox, M.M. (1995) Principios de Bioquímica, 2~ ed.,

EdicionesOmegaSA., Barcelona,pags.256, 669, 681.

Liewen, M.B.; Marth, E.H. (1985a) Growth and inhibition of microorganismsin the

presenceof sorbic acid: a review. J. Food Prot. 48, 364-375.

Liewen, M.B.; Marth, E.H. (1985b)Useof gaschromatographyandmassspectroscopyto

identify and determine1,3-pentadienein cheeseor mold cultures.Z. Lebensm.Unters.

Forsch.180, 45-47.

Lodder,J. (1970) ‘[he Yeasts.A TaxonomicStudy, 2nd edn.,North Holland Publishing

Company,Amsterdam.

Lueck, E. (1990) Food applicationsof sorbic acid and its salts. Food additives and

contaminants7 (5), 711-715.

Malfeito-Ferreira, M.; St. Aubyn, A.; Loureiro, V. (1989) ‘[he long-chain fatty acid

compositionasa tool for differentiating spoilagewine yeasts.Mycotaxon.36, 35-42.

Malfeito Ferreira,M.; Loureiro-Dias,MC.; Loureiro, V. (1997a)Weakacid inhibition of

fermentationby Zygosaccharomycesbailii and Saccharomycescerevisiae. Int. J. Food

Microbiol. 36, 145-153.

Malfeito Ferreira,M.;Tareco, M.; Loureiro, V. (1997b)Fatty acid profiling: a feasible

typing systemto traceyeastcontaminationsin wine bottling plants.Int. J. FoodMicrobiol.

170



VII. - Bibliografía

38 (2-3), 143-155.

Marth, E.H.; Capp,C.M.; Hasenzahí,L; Jackson,H.W.; Hussong,R.V. (1966)Degradation

of potassiumsorbateby Penicilliumspecies.J. Dairy Science49 (10), 1197-1205.

McClary, DO.; Nulty, W.L.; Miller, G.R. (1959)Effect of potassiumversussodiumin the

sporulationof Saccharomyces.J. Bact. 78, 362-368.

Miller, J.J. (1989)Sporulationin Saccharomycescerevisiae.En Rose,A.H.. Harrison,J.S.

(eds.),‘[he Yeasts,vol.3, Metabolismand Physiologyof Yeasts,28 ed., AcademicPress,

Londres,pags.489-550.

Montaño,A.; Sánchez,AH.; Rejano,L. (1995)Determinationof benzoicandsorbicacids

in packagedvegetableproducts.Comparativeevaluationof methods.Analyst 120, 2483-

2487.

Moreirada Silva, M.; Malfeito-Ferreira,M.; St. Aubyn, A.; Loureiro,y. (1994)Long-chain

fatty acid compositionas a criterion for yeastdistinction in the brewing industry. J. Inst.

Brew., 100, 17-22.

Myers, D.K.; Lawlor, D.’[.M.; Attfield, P.V. (1997) Influence of invertaseactivity and

glycerolsynthesisand retentionon fermentationof mediawith a high sugarconcentration

by £ cerevisiae.Appl. Environ.Microbiol. 63 (1), 145-150.

Neves,L.; Pampulha,M.E.; Loureiro-Dias,M.C. (1994)Resistanceoffood spoilageyeasts

to sorbic acid.Lett. Appl. Microbiol. 19 (1), 8-11.

Noronha-daCosta,P.; Rodrigues,C.; Spencer-Martins,1.; Loureiro, V. (1996)Fatty acid

patterns of film-forming yeasts and new evidence for the heterogeneityof Pichia

membranaefaciens.Lett. Appl. Microbiol. 23, 79-84.

Olliver, M. (1962)Problemsiii preservationby theuseofsugar.En Hawthorne,J., Leitch,

171



VI!. - Bibliografía

J.M. (eds.),RecentAdvancesin FoodScience,Butterworth,Londies,pags.265-271.

Onishi, H. (1963)Osmophillc yeasts.Adv. Food Res. 12, 53-94.

Oosthuizen,A.; Kock, J.L.F.; Botes,P.J.; Lategan,PM. (1987)The long-chainfatty acid

compositionofyeastsusedin thebrewingindustry.Appl. Microbiol. Biotechnol.60. 26-55.

Peña,A.; Sandra,P. (1995)Chemotaxonomiccharacterizationofyeastcelís.J. Chromatogr.

Sci. 33, 116-122.

Phaff,H.J. (1998)Chemotaxonomybasedon thepolysaccharidecompositionof cell walls

andcapsules.EnKurtzman,C.P.;Felí, J.W.(eds.),‘[he Yeasts.A ‘[axonomic Study,4~ ed.,

ElsevierSciencePublishers,Amsterdam,pags.45-47.

Piper, P.W.; Braley, R.; Calderón,C.O.; Kong, T.; Seymour, 1.; Talreja, K. (1995)

Adaptation of yeaststo weakorganicacids;a specific<stressresponse.Yeast11, 5 585.

Pitt, J.I. (1991) A laboratory guide to common Penicillium species.Commonwealth

ScientificandIndustrialResearchOrganization,Divission of FoodProcessing.North Ryde,

Australia.

Poncet,5.; Montrocher,R.; Couble,A. (1992)Electrophoreticisoenzymepatternsof some

yeastsusediii wine industry.Cryptogamie,Mycol. 13, 283-286.

Praphailong,W.; Fleet,G.H. (1997)‘[he effectof pH, sodiumchloride,sucrose,sorbateand

benzoateon the growth of foodspoilageyeasts.FoodMicrobiol. 14 (5), 459-468.

Querol, A.; Barrio, E.; Huerta, ‘[.; Ramón,D. (1992a) Molecular monitoring of wine

fermentationsconductedby active dry yeaststrains.Appl. Environ. Microbiol. 58 (9),

2948-2953.

Querol, A.; Barrio, E.; Ramón,D. (1992b)A comparativestudy of differentmethodsof

172



VII. - Bibliografía

yeaststraincharacterization.System.Appl. Microbiol. 15, 439-446.

Querol, A.; Huerta, T. Barrio, E.; Ramón, D. (1992c) Dry yeast strain for use in

fermentationof Alicante wines: selectionand DNA pattems.J. FoodSci. 57 (1), 183-185,

216.

Ramírez, C. (1982) Manual and Atlas of the Penicillia. Elsevier Biomedical Press,

Amsterdam.

Ranken,MD. (1993)Manual de Industriasde los Alimentos. 2A ed., Acribia, Zaragoza.

Restaino,L.; Bilís, 5.; Tscherneff,K.; Lenovich, L.M. (1983) Growth characteristicsof

Saccharomycesrouxii isolated from chocolatesyrup. Appl. Environ. Microbiol. 45 (5).

1614-1621.

Restaino,L.; Lenovich, L.M.; Bilís, 5. (1982)Effect on acidsandsbrbatecombinationson

the growth of four osmophilic yeasts.J. FoodProt. 45 (12), 1 138-<l142.

Roeijmans,H.J.;Prillinger, H.; Umile, C.; Sugiyama,J.; Nakase,T.; Boekhout,T. (1998)

Analysis of carbohydratecompositionof celí walls and extracellularcarbohydrates.En

Kurtzman,C.P.;Felí, J.W.(eds.),TheYeasts.A ‘[axonomic Study,4~ ed.,ElsevierScience

Publishers,Amsterdam,pags.103-105.

Ronning,I.E.; Frank,H.A. (1987)Growth inhibition of putrefactiveanaerobe3679caused

by stringent-typeresponseinducedby protonophoricactivity of sorbicacid.Appl. Environ.

Microbiol. 53 (5), 1020-1027.

Seiler,D.A.L. (1977) Fermentationproblemsin high sugarcoatingsand fillings. Baking

IndustriesJournal,9 (7), 4-6 y 8-lo.

Skirdal, I.M.; Eklund, T. (1993). Microculture model studieson the effectof sorbic acid

on Penicillium chrisogenum,CladosporiumclaíJosporioidesand Ulocladiurn atrum< at

173



VIL- Bibliografía

differentpH levels.J. Appl. Bacteriol.74 (2), 191-195.

Sofos,J.N. (1989)SorbateFoodPreservatives.CRC Press,Boca Raton, Florida.

Sofos,J.N.;Busta, F.F. (1993)Sorbieacid and sorbates.En Davidson,P.M., Branen,A.L.

(eds.),Antimicrobials in Foods,2nd edn.,Marcel Dekker, NuevaYork, pags.49-94.

Sousa-Dias,5.; Gon~alves,‘[.; Lcyva, J.S.; Peinado,J.M.; Loureiro-Dias, M.C. (1996)

Kinetics and regulation of fructoseand glucosetransport systeMs are responsiblefor

fructophily in Zygosaccharomycesbailii. Microbiology 142 (7), 1733-1738.

Stratford,M.; Anslow, P.A. (1996)Comparisonof te inhibitory actionon Saccharornvces

cerevisiaeof weak-acidpreservatives,uncouplers,and medium-chainfatty acids. FEMS

Microbiol. Lett. 142, 53-58.

Suizu,’[.; Tsutsumi,H.; Kawado,A. (1995)Analysisof lysine-dependentyeastsporulation:

a decreasein cyclic AMP is not required for initiation of meiosis and sporulation in

Saccharomycescerevisisae.Microbiology, 141 (10), 2463-2469. ¡

Taing ok; Hashinaga,F. (1997) Identification of sugar-tolerantyeastsisolatedfrom high-

sugarfermentedvegetableextracts.J. Gen.Appl. Microbiol., 43 (1), 39-47.

‘[ilbury, R.H. (1976) ‘[he microbial stability of intermediatemoisture foods with respect

to yeasts.En Davies, R., Birch, G.G., Parker,K.J. (eds.).IntermediateMoisture Foods,

Applied Science,Londres,pags.138-165.

Tokuoka,K.; Ishitani,’[. (1991)Minimum wateractivities forthegrowth of yeastsisolated

from high-sugarfoods.J. Gen. Appl. Microbiol. 37, 111-119. ¡

TórÉSk,T.; Rockhold, D.; King, A.D. (1993)Useof electrophoretickaryotypingandDNA-

DNA-DNA hybridation in yeastidentification. Int. J.FoodMicrobiol. 19, 63-80.

174



VII. - Bibliografía

Tredoux,H.G.; Kock, J.L.F.; Lategan,P.M. (1987a)‘[he useof c~llular long-chainfatty

acid compositionin the identifkation of someyeastsassociatedwith the wine industry.

System.Appl. Microbiol. 9, 299-306.

‘[redoux, H.G.; Kock, J.L.F.; Lategan,P.M.; Muller, H.B. (1987b) A rapid identification

techniqueto differenciatebetweenSaccharomycescerevisiaestrainsandotheryeastspecies

in thewine industry.Am. J. Enol. Vitic. 38, 161-164.

Tudor,E.A.; Board,R.G. (1993)Food-spoilageyeasts.En Rose,A.H., Harrison,J.S. (eds.),

‘[he Yeasts,vol.5, YeastTechnology,2~ ed., AcademicPress,Londres,pp. 435-516.

Vaughn, R.H.; Stevenson,K.E.; Dave, BA.; Park, H.C. (1972) Fermenting yeasts

associatedwith softeningandgas-pocketformation in olives. Appl. ‘Microbiol. 23(2),316-

320.

Viñas, 1.; Morlans, 1.; Sanchís,V. (1990)Potential for the develópmentof toleranceby

Aspergillusamstelodami,A. repensand A. ruber after repeatedexposureto potassium

sorbate.Zentralbí.Mikrobiol. 145, 187-183.

van der Vossen, J.M.B.M.; Hofstra, H. (1996) DNA basedtyping, identification and

detectionsystemsfor foodspoilagemicroorganisms:developmentandimplementation.mt.
J. FoodMicrobiol. 33, 35-49.

Wahdan,H.A.L. (1988)Causesof theantimicrobialactivity of honey.Infection, 26 (1),30-

35.

van der Walt, J.P. (1987) ‘[he typologycalyeast species,and its delimitation. En Rose,

AH., Harrison,J.S. (eds.),‘[he Yeasts,vol.l, Biology of Yeasts,2~ ed., AcademicPress,

Londres,pags.95-121.

vanderWalt, J.P.;Yarrow, D. (1984)Methodsfor the isolation,maintenance,classification

and identificationof yeasts.En Kreger-vanRij, N.J.W. (ed.), ‘[he Yeasts.A ‘[axonomic

175



VIL- Bibliografía

Study, 3~ ed., ElsevierSciencePublishers,Amsterdam,pags.45-104.

Warth, A.D. (1977)Mechanismof resistanceof Saccharomycesbajijí to benzoic,sorbic

and otherweak acidsusedasfood preservatives.J. Appl. Bacteriol.43 (2). 2 15-230.

Warth, A.D. (1988) Effects of benzoic acid on growth yield of yeastsdiffering in their

resistanceto preservatives.Appl. Environ. Microbiol. 54 (8), 2091-2095.

Warth, A.D. (1989) Relationships among celí size, membráne permeability. and

preservativeresistancein yeastspecies.Appl. Environ. Microbiol. <55 (11), 2995-2999.

Warth, A.D. (1991a) Mechanismof action of benzoicacid on Zyg<osaccharomycesbailii:

effects on glycolytic metabolite levels, energy production, and intracellular pH. Appl.

Environ. Microbiol. 57 (12), 3410-3414.

Warth,A.D. (1991b)Effect ofbenzoicacidon glycolytic metabolite:levelsandintracellular

pH in Saccharomycescerevisiae.Appl. Environ.Microbiol. 57 (12), 3415-3417.

Wheals,A.E. (1987) Biology of the celí cycle in yeasts.En Rose, A.H., Harrison,J.S.

(eds.),The Yeasts,vol. 1, Biology of Yeasts,28 ed., AcademicPress,Londres,pags.283-

390.

White, ‘[.J.; Bruns, ‘[.; Lee, 5.; ‘[aylor, J.W. (1990)Amplification’ and direct sequencing

of fungal ribosomalRNA genesfor phylogenetics.En Innis, M.A., Gelfand,D.H., Sninsky,

Jj., White, T.J (eds.),PCR Protocols:a Cuide to Methodsand Ápplications, Academic

Press,Inc., San Diego, California, pags.315-322.

Wickerham, L.J.; Flickinger, M.H.; Burton. K.A. (1946) A modification of Henrici’s

vegetable-juicesporulationmediumfor yeasts.J. Bact. 52, 611-612.

Wickerham,L.J. (1951)Taxonomyof Yeasts.TechnicalBulletin No. 1029, United States

Departmentof Agriculture.

176



VII.- Bibliografía

Wind, CE.; Restaino,L. (1995)Antimicrobial effectivenesof potassiumsorbateand sodium

benzoateagainstZygosaccharomycesbailii in asalsamayonnaise.J.FoodProt. 58(11), 1257-

1259.

Windisch,5. (1969)OsmotoleranteHefen(Osmotolerantyeasts).Gordian,69(1625),115-119.

Windisch, 5.; Kowalski, 5.; Zander, 1. (1978a) Demonstrationof< osmoto]erantyeasts in

almonds.CCB Review for Chocolate,Confectioneryand Bakery 3, 28-29.

Windisch, 5.; Kowalski, 5.; Zander, 1. (1978b) Nachweis von osmotolerantenHefen in

Mandeln(Detectionof osmotolerantyeastsin almonds).Zuckerund St¡sswarenwirtschaft,31

(5), 177 y 179-180.

Yamada,Y. (1998)IdentificationofcoenzymeQ (ubiquinone)homologs.En Kurtzman,C.P.;

Felí, J.W.,TheYeasts.A TaxonomicStudy, 4 ed.,ElsevierSciencePublishers,Amsterdam,

pags.101-102.

Yamakazi,M.; Kurtzman,C.P.;Sugiyama,J. (1998)Electrophoreticcomparisonsofenzymes.

En Kurtzman,C.P.; Felí, 1W., ‘[he Yeasts.A ‘[axonomic Study, 4 ed., Elsevier Science

Publishers,Amsterdam,pags.49-53.

Yarrow, D. (1984)Genus22. SaccharomycesMeyenex Reess.En Kreger-vanRij, N.J.W.,

The Yeasts.A TaxonomicStudy. Y ed., ElsevierSciencePublishers,Amsterdam,pags.393-

395.

Yarrow, D. (1998)Methods for the isolation, maintenanceand identification of yeasts.En

Kurtzman, C.P.; Felí, J.W., The Yeasts.A ‘[axonomic Study, 4~ ed., Elsevier Science

Publishers,Amsterdam,pags.77-100.

Zimmerly, A. (1980) Quantitative Bestimmung von wenigen osmotolerantenHefen in

Lebensmitteln(Quantitativedeterminationof small numbersof osmotolerantyeastsin foods).

Alimenta, 19 (3), 67-71.

177



VIIL- APENDICES



Apéndice1

APÉNDICE 1.- MEDIOS DE CULTIVO

Medios generalespara el aislamiento y crecimiento de microorganismos

PDA (PotatoDextroseAgar

)

Deshidratado(Difco).

YMA (YeastMorvhologvARar) (g/L)

glucosa

peptonaproteosa(Difco)

extractode levadura(Difco)

extractode malta (Difco)

agar

‘[SA <TrvDtone SoyAgar

)

Deshidratado(Oxoid).

10,0

5,0

3,0

3.0

20,0

Esterilizara 1210C,20’.

YMB (YeastMoryhologvBroth)con330 ~/L de glucosa(g/L)

glucosa 330,0

peptonaproteosa 5,0

extractode levadura 3,0

extractode malta 3,0

Esterilizar

(Goldeny

a 1150C,

Beuchat,

1O

1990, 1992b).

Medios empleadospara la identificación de levaduras

Agarureade Christensen(g/L)

glucosa 1,0

peptonaproteosa 1,0

NaCí 5,0

KH
2PO4 2,0

rojo fenol (indicador) 0,012

agar 20,0

aguadestilada 900,0 mL

Tras autoclavar (121
0C, 20’),

añadir20 mL de unasoluciónde urea

al 20% esterilizadapor filtración.
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Corn MealAtar

Deshidratado(Difco).

Crecimientoen 50% (o/u) de glucosa

extractode levadura 10,0 g

glucosa 500,0 g

agar 20,0 g

aguadestilada 500 mL

Crecimientoen 60% (p/n~

extractode levadura

glucosa

agar

aguadestilada

Hidrólisis de arbutina(g/L)

extractode levadura

arbutina

agar

Esterilizar

Esterilizar

de glucosa

10,0g

600,0 g

20,0 g

400 mL

1,0

5,0

20,0

Medio baseparafermentación(g/L)

extractode levadura 4,5

peptonaproteosa 7,5

azul de bromotimol(indicador) a saturación

a 115”C, 10’.

a 1150C, 10’.

Trasautoclavar(1210C,

20’), añadir 10 mL de solución

de citratóférrico-amónicoal 1%.

Esterili~ara 1210C, 20’.

Toleranciaa la cicloheximida(g/L)

YNB (YeastNitrogen Base)(Difco)

glucosa

cicloheximida

67,0

100.0

0,1 (0,01%) ó 1(0,1%)

Esterilizarporfiltración.
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Vitamin-freemedium(g/L)

(NH4)2S04

KH2PO4

MgSO4

NaCí

CaCl2~2H20

B actodextrosa

L-histidina

DL-metionina

DL-triptófano

5,0

1,0

0,5

0,1

0,1

10,0

0,01

0,02

0,02

Esterilizarpor filtración.

Añadir 1 mL de las solucionesA y B de oligoelementos,estérilespor filtración:

Soluciónoligo A (g/L)

H3B03 10,0

Kl 2,0

Na2MoO4-2H20 4,0

Solucióñoligo B

CuSO45H20

FeCl3-6H20

MnSO44H20

ZnSO4~7H,O

Ajustar ‘a pH 3,0 con

(g/L)

0,08

0,4

0,8

0,8

CíR.

Medios de esporulación

AgaracetatosegúnFowell (g/L)

acetatosódico anhidro 4,0

agar 15,0

Agar acetatosegúnKlevn (g/L)

acetatosódicoanhidro 5,0

glucosa 0,62

NaCí 0,62

peptonaproteosa 2,5

agar 15,0

AjustarlapH 6,5-7,0.

Esterilizara 121
0C, 20’.

Ajustar a pH 6,9-7,1.

Esterilizara 1210C, 20’.
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Asar acetatosegúnMcClarv (g/L)

acetatopotásico 9,8

glucosa 1,0

NaCí 1,2

MgSO4~7H2O 2,5

extractode levadura 2,5

agar 20,0

Corn Meal Atar

Ver apartadode mediosempleadosparala

EMB (eosina-azulde metileno

)

Deshidratado(Oxoid).

Esterilizara 121
0C, 20’.

identificacióndé levaduras.

Extractode malta

extractode malta

agar ¡

Esterilizara 1210C,

(gIL)

40,0

24,0

20’.

AgarGorodkowa(g/L)

glucosa

peptona

NaCí

agar

Esterilizara

1,0

10,0

5,0

20,0

1210C, 20’.

MAc (Manitol-ácido

manitol

extractode levadura

agar

- acético)(g/L)

10,0

10,0

20,0

Trasautoclavar<(1210C,20’), añadir5,0

mL de ácidoacético.

Verapartadode mediosgenerales.

PRE-1 (g/L)

glucosa 10,0

extractode levadura 10,0

peptona 10,0

agar 20,0

PRE-2 (g/L)

glucosa

extractode levadura

peptona ¡

agar

Esterilizara 1210C, 20’.

PDA

100,0

8,0

3,0

20,0
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SPO-1 (gIL)

acetatopotásico

extractode levadura

glucosa

agar

10,0

1,0

0,5

20,0

SPO-2(gIL)

acetatopotásico

extractode levadura

glucosa

agar

Esterilizara 1210C, 20’.

VS (8 ve2eta1es~

levadurade panadería

agar

sopaCampbell8 vegetales

aguadestilada

7,1 g

20,0 g

500,0mL

500,0mL

Esterilizara 1210C,

VS diluido 1/10

levadurade panadería

agar

sopaCampbell8 vegetales

aguadestilada

20’.

YEGP(extractode levadura-Rlucosa-peDtona)(g/L)

extractode levadura 5,0

glucosa 20,0

peptona 10,0

agar 20,0

YMA

Ver apartadode mediosgenerales.

Esterilizara 1210C, 20’.

YMA 2% NaCí

NaCí 20,0 g

YMA 1000mL

Esterilizara 1210C, 20’.

Los mediosque no se adquirierondeshidratadosse prepararonen liquido, y en

sólido, agregandoun 2% de agar.

5,0

1,0

0,5

20,0

0,71

20,0

50,0 mL

950 mL
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Medios para la identificación de hongosfilamentosos

Concentradode Czapek(gIL)

NaNO3

KCl

MgSO4-7H20

FeSO4-7H20

ZnSO47H,O

CuSO47H20

300,0

50,0

50,0

1,0

1,0

0,5

No necesitaesterilización.

Czapek-YeastextractA2ar

K2HPO4

concentradode Czapek

extractode levadura

sacarosa

agar

(CY=t)(gIL)

1,0

lOmL

5,0

30,0

15,0

Esterilizara 121
0C, 20’.

CYA 20%(n/v)<sacarosa

K
2HPO4

concentradode Czapek

extractode levadura

sacarosa

agar

(CY2OS)(g/L)

1,0

10 mL

5,0

200,0

15,0

Aearnitrato alicerol al 25% (G25N) (g/L) A2arextractode malta (MEA) (g/L)

K2HPO4

concentradode Czapek

extractode levadura

glicerol (paraanálisis)

agar

H20

extracto

peptona

glucosa

agar

0,75

7,5 mL

3,7

250,0

12,0

750 mL

Esterilizara 121
0C, 20’.

de malta 20,0

1,0

20,0

20,0
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Medios para la reproducción de las alteraciones

Medio baseparala reproduccióndel olor a “petróleo

”

CaldoNutritivo n0 2 (Oxoid) 500 mL

azúcarrefinado 500 g Esterilizara 1150C. 10’.

A este medio base se le añaden las concentracioneáde sorbato potásico

especificadasen los correspondientesapartados,ajustandoel pH si esnecesario.

66% (n/p) sacarosa+ 34%

azúcarrefinado

almendrapulverizada

extractode levadura

(n/rO almendra 1% (u/o)sacarosa+ 99%

66,0 g azúcarrefinado

34,0 g almendrapulverizada

1,0 g extractode levadura

Esterilizara 1150C, 10’.

(ufp) almendra

1,0 g

99,0 g

1,0 g

660 2/L sacarosa+ 5

azúcarrefinado

almendrapulverizada

extractode levadura

agar

2IL almendra

66,0 g

0,5 g

0,5 g

1,5 g

Enrasara 100,0 mL.

Esterilizara 1150C, 10,.

660 g/L sacarosa+ indicadores

sacarosa 660,0g

extractode levadura 10,0 g

agar 15,0 g

aguadestilada 340,0mL

Esterilizara 1150C, 10’.

Concentraciónde los indicadores:0,01% paraazul de bromofenol,rojo Congo y

verdede bromocresol,que se incorporanen el medio antesde aútoclavarlo.El rojo de

metilo, que esinsoluble en agua,se añadea los cultivos tras la incubaciónen forma de

solución:
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rojo de metilo

etanolde 960

aguadestilada

ChalkAtar (gIL)

glucosa

extractode levadura

CaCO3

agar

50,0

10,0

5,0

20,0

Esterilizara 121
0C,20’.

Medio Gorodkowayara liDolisis (gIL)

glucosa

peptona

NaCí

agar

aguadestilada

1,0

10,0

5,0

15,0

950,0mL

Una vezautoclavado(1210C, 20’),

añadir50 mL de aceitede almendrasy agitar

hastaconseguiruna emulsiónhomogénea.

Revelado:añadirunasoluciónsaturadade SO
4Cu,estérilpor filtración,manteniendo

15 minutossobrela placa.

Agar de Frazier(agarcaseinatocálcico

)

Deshidratado(Merck).

Paraestetrabajo, se añadieron0,5 gIL de glucosa. Si nó se observanhalos de

proteolisis,sepuedecubrir la placacon unasoluciónde ácidoacéticoal 2%,queprecipita

la caseínano hidrolizada.

Basede agartributirina

Deshidratada(Oxoid)

Para990 mL de mediobase,añadir10 mL de tributirina o,baraestetrabajo,10 mL

de aceitede almendras.Tambiénseincorporaron0,5 gIl de glucosa.

0,05 g

lOmL

100 mL
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gelatina

1000,0mL

10 g

YMA+

YMA

almidón

almidón

1000.0mL

10 g

Esterilizara 1210C,20’.

Medio inductorde pectinasa(g/L)

NaOH 1,0

ácidomálico 3,0

NH
4NO3 2,0

KH2PO4 1,0

MgSO~7H2O 0,1

extractode levadura 5,0

pectinade manzana 10,0

agar 15,0

Paraestetrabajoseañadieron5 gIL de glucosa.

El pH del medio seajústó a 6,0.

Esterilizara 121
0C, 20’.

Revelado:medianteunasoluciónde bromurode hexadecil

en sudefecto, de ácidoclorhídrico iN.

trimetilamonioal 1% o,

YMA+

YMA

gelatina

18>7
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APÉNDICE II.- DENOMINACIÓN ACTUAL DE LEVADURAS QUE APARECEN

EN ALGUNAS REFERENCIAS Y HAN CAMBIADO DE NOMBRE

Denominación antigua

Candidaclaussenii

Hansenulaanomala
var. anomala
Octosporomycesoctosporus

Procandidaalbicans

Procandidatropicalis

Saccharomycesacidifaciens

Saccharomycesbailil

Saccharomycesbailil
var. osmophilus

Saccharomycesbisporus

Saccharornycesbisporus

var. mellis

Saccharomyces

Saccharomyces

Saccharomyces

Saccharomycesrouxii

Boutroux

Torulopsis

Torulopsis

Torulopsis

Torulopsis

apicola

bacillaris

candida

lactis-condensí

mellis

oleaginosus

rouxii

Denominación actual

Candidaalbicans

Pichia anoinala

Schizosaccharomyces

octosporus

Candidaalbicans

Candidatropicalis

Zygosaccharomycesrouxii

Zygosaccharomycesbailii

Zygosaccharomycesrouxii

Zygosaccharomyces
bisporus

Zygosaccharomycesrouxii

Zygosaccharomycesrouxii

Saccharomycescerevisiae

Zygosaccharomycesrouxii

Zygosaccharomycesrouxii

Candidaapicola

Candidaapicola

Debaryomyceshansenii

Candidalactis-condensi

Referencias

Sofos, 1989

Vaughnet aL, 1972
‘[ilbury, 1976

Barnettet aL, 1990

Sofos, 1989

Sofos, 1989

Restainoet aL, 1982
Sofos, 1989
Tilbury, 1976
Warth, 1977
Bilís ei al., 1982
Restainoet aL, 1982
Restainoet aL, 1983
Sofos, 1989

Tilbury, 1976
Seiler, 1977
Restainoa aL, 1982
Sofos, 1989

Seiler, 1977
Restainoet aL, 1982

‘[ilbury, 1976

Seiler, 1977

Vaughnet aL, 1972

Windisch, 1969
Brown y Simpson,1972
Tilbury, 1976
Seiler, 1977
Bilís et al., 1982
Restainoet al., 1982
Restainoet aL, 1983
Sofos, 1989

Bla~chke-Hellmesseny
¡ Teuschel,1970

‘[ilbury, 1976

Tilbury, 1980

‘[ilbury, 1976
‘[ilbury, 1980

‘[ilbury. 1976

¡ =
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