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Saccharomyces cerevisiue y Saccharomyces uvarum A1 S L A D OS
DEDIFERENTES MUESTRASDE TESGUINO
DE JALISCO, MEXICO

Por Miguel Ulloa*,
Teofilo Herrera* y
Javier Taboada**

Continuando con los estudios microbiologicos de la hebida lermentada de.
nominada tesgiiino, o tejuino, publicados anteriormente (Herrera vy Ulloa,
1973; Ulloa, Salinas y Herrera, 1974), en ¢l presente trabajo se comunica el
aislamiento (e identiticacion) de Saccharomyces cevevisiue a partir de tesgiiino
de la Barca, Jal., y de Saccharomyces wvarum a partir de tesgiiino de Guadala-
jara, Jal.

A diferencia de las muestras de tesgiiino previameute estudiadas, las que
se utilizaron para aislar las levaduras antes mencionadas fueron elaboradas por
tesgiiineros mestizos, no indigenas. El tesgiino wmestizo puede ser elaborado de
diversas maneras, ya sea que los granos de maiz germinados en la obscuri-
dad sean molidos, cocidos en agua y dejados a fermentar; o que los granos de
maiz no germinados sean tostados, molidos, cocidos en agua y dejados a fer-
mentar; o bien ue los granos de maiz no germinados sean sometidos a un
proceso de nixtamalizacién, para después molerlos y dejados a que fermenten.
En todos los casos se agrega piloncillo (trozos de aziicar cruda) antes de que se
inicie la fermentacion espontinea. El tiempo de fermeutacion varia segin las
condiciones ambicntales, pero cominmente es de unos dos o tres dias si el
tesgiiino es elaborado, como es comtumbre, durante los meses cilidos del aio.

Ouras diferencias importantes entre el tesgiiino preparado por mestizos y cl
tesgiiino elaborado por diversos grupos indigeuas, consisten en que al primero
no se le anaden infusiones o triturados de otras plantas (considerados como
“catalizadores”), ademds de que es consumido como bebida refrescante, frecuen-
temente adicionado de jugo de limon o nieve de limén, y no como un comple-
mento importante de la dieta diaria o con fines ceremoniales, que es Ja forma
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en que los indigenas de la parte central y noroeste de México consumen el
tesgliino (Pennington, 1963, 1969; Cruz Ulloa y Ulloa, 1973).

Las muestras dc tesgiino utilizadas para hacer los aislamientos de las
levaduras aqui citadas fueron compradas en relresquerias en mavo de 1977,
Debido a que las personas que comercian con el tesgiino consideran gue el
proceso de elaboracion por ellos utilizado tiene un valor econdomico, v por
tanto no divulgable, no se puede especificar aqui la manera en que iucron
claboradas las muestras de tesgiino estudiadas.

Las levaduras [ueron aisladas por el método e las estrias miiltiples en me-
dio de V8 agar. Posteriormente, a partir de colonias puras, se¢ hicicron re-
siembras a los medios Difco, excepto los de V8, de Fowell v de Gorodkowa.
utilizados para el estudio de las dos cepas de levaduras. Las pruebas de fer
mentacion y asimilacion de carbohidratos, asi como las de asimilacion de ni-
tratos, fueron hechas segim el método de Wickerham (in Lodder, 1970).

A continuacion s¢ indican las caracteristicas morfologicas v lisiologicas de
las cepas estudiadas.

Saccharomyces cevevisive Hansen

Creciniento en extvacto de malta agar: Escaso y lento. Las colonias son
blancas, cremosas, pequeiias, convexas, brillantes, de borde entero o ligeramen-
e lobado.

Crecimiento en extracto de malla liguido: Con poco sedimento, sin anillo
ni pelicula, atm después de 40 dias.

Crecimiento en V8 agar: Vigoroso. A los 20 dias, la colonia gigante es de
color blanco crema a crema moreno, butirosa, convexa, con surcos radiales v
borde estriado; en algunas regiones de la colonia adquiere aspecto cerebrilor-
me (Fig. 1). El cultivo es muy aromitico. Las células vegetativas son esferoi-
dales, subglobosas, ovoides o elipsoidales, con uno o dos brotes polares o sub-
polares; miden de 2 a 5 X 2.5 a 10 pm. Las ascas miden de 8 a 10 um v fas
ascosporas miden de 2 a 2.5 pni.

Placa de Dabnaw en harvina de malz agar: Forma abundante scudomicelio,
tanto debajo del cubreobjetos como Tuera de ¢l.

Esporulacion: Abundante en V8 agar, Fowell y Gorodkowa. Ascas con 2 a
4 ascosporas osleroidales cada una.

Fermenlacion:

Glucosa - Melibiosa —

Galactosa 4 Rafinosa 4

Sucrosa 4 Mclezitosa —

Maltosa -} Inulina —

Celobiosa — Almidon soluble —
T'rehalosa — o-Metil-D-Glucdsido —

Lactosa —
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Asimilacion:

Glucosa -
Galactosa -
L-Sorbosa —
Sucrosa -
Maltosa -
Celobiosa —
Trehalosa -
Lactosa —
Mclibiosa —
Rafinosa
Melczitosa -
Inulina 4 (déhil)
Almidén soluble —
D-Xilosa —
L-Arabinosa —
D-Arabinota —

D-Ribosa 4 (débil)
L-Ramnosa —

Etanol

Glicerol —

Eritritol —

Ribitol —

Galactitol —
D-Manitol —
D-Glucitol —
a-Metil-D-Glucésido 4
Salicina —

DL-Acido léctico 4 (débil)
Acido succinico —
Acido citrico —
Inositol —

Control (sin fuentc de

carbono) —

Asimilacion de nitrato de polasio: Negativa.

Crecimienlo en medio libre de vitaminas: Negativo. El 4cido para amino
benzoico, la biotina y el dcido pantoténico estimulan el crecimiento.

Crecimiento a 37°C: Positivo.

Saccharomyces uvarum Beijerinck

Crecimiento en extracto de malta agar: Escaso y lento. Colonias blancas, cre-
mosas, pequeiias y poco brillantes.

Crecimiento en extracto de malta liqguido: Abundante sedimento, pero sin
pelicula ni anillo, aun después de 40 dias.

Crecimiento en V8 agar: Vigoroso. A los 20 dias, la colonia gigante es blan-
ca, cremosas, poco brillante, convexa, con algunos surcos radiales y escasamente
verrucosa en el centro; de borde lobado (Fig. 2). Con el tiempo, la colonia
se torna ligeramente morena. Las células vegetativas son esferoidales, subglo-
hosas, ovoides o elipsoidales, con uno o dos brotes polares o subpolares; mi-
dende 3 a5 X 5a 10 nm. Las ascas miden de 8 a 10 pm y las ascosporas miden
de 2 a 2.5 pm. )

Placa de Dalmau en harina de maiz agar: Forma seudomicelio poco desa-
rrollado.

Esporulacién; Abundante en V8 agar, Fowell y Gorodkowa. Ascas globosas,
con 2 a 4 ascosporas esferoidales cada una.

Fermentacion:

Glucosa -
Galactosa -
Sucrosa 4= (lenty
Maltosa - (fuerte)

Melibjosa - (fuerte)
Rafinosa 4-
Melezitosa -

Inulina —
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Fic. 1. Colonia gigante de S. cerevisiae, a los 20 dias en V8 agar. X 8.

Fic. 2. Colonia gigante de S. uvarum, a los 20 dias ¢n V8 agar. X 3.
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Celobiosa — Almidén soluble —

Trehalosa + «-Metil-D-Glucésido 4 (débil)

Laclosa —

Asimilacion:

Glucosa 4 D-Ribosa 4

Galactosu + L-Ramnosa —

L-Sorbosa — Etanol 4

Sucrosa 4 Glicerol —

Maltosa + Eritritol —

Celobiosa — Ribitol —

‘I'rchalosa 4 Galactitol —

Lactosa — D-Manitol —

Melibiosa D-Glucitol —

Rafinosa 4 a-Metil-D-Glucésido

Meclezitosa 4 Salicina —

Inulina 4 DL-Acido lictico 4

Almidon soluble — Acido succinico —

D-Xilosa — Acido citrico —

L-Arabinosa — Inositol —

D-Arabinosa — Control (sin fuente de
carbono) —

Asimilacion de nitralo de potasio: Negativa.

Crecimiento en medio libve de vitoninas: Débil. El inositol y el dcido pan-
toténico estimulan el crecimiento.

Crecimiento a 37°C: Positivo.

DISCUSION

El hecho de haber encontrado a S. cerevisiac en el tesgiiino de La Barca,
Jal. indica que esta levadura parece ser uno de los microorganismos mas cons-
tantes en el proceso de fermentacién de esta cerveza de maiz. Esta misma
especie de levadura fne aislada por Herrera y Ulloa (1973) de dos muestras
de tesgiiino preparadas por tarahumares de Yerba Buena, Barranca de Bato-
pilas, y de Creel, Chihuahua, una de ellas fermentada con Bromus sp. y otra
sin ¢l; no obstante, la cepa de S. cerevisiac considerada en el presente trabajo
resultd ser ascosporogena, a diferencia de las cepas aisladas del tesgilino de
Chihuahua, las cuales 1o formaron ascosporas en ninguno de los medios de
cultivo probados. S. cerevisiae es una levadura de muy amplia distribucion
en la naturaleza, aunque mds frecuentemente asociada con las industrias de
la fermentacion, en particular en la produccién de cervezas, vinos y, en forma
comprimida, de levadura para la panificacion y como fuente de vitaminas,
aminodcidos y gran diversidad de enzimas. §. cerevisiae fue también encon-
trada por Ulloa v Kurtzman (1975) en pozol de Tahasco, México; el pozol
es una masa de maiz fermentada que, desleida en agua, es consumida como
un alimento bidsico por grupos indigenas y mestizos ¢n el sureste de México,
el cual ha sido objeto de varios estudios microbiologicos (Ulloa, 1974).
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En el tesgiiino de Guadalajara, Jal. no se encontré S. cercvisiae, pero si
S. wvarwm que es una especie muy cercana a S. cerevisiac y considerada por
Lodder (1970) como una especie que derivo de ella por la adquisicion de
melibiasa, enzima que le permite fermentar la melibiosa. S. wvarum parece
estar comunmente asociada con industrias de fermentacion, particularmente
con la produccion de vinos y cervezas.

La presencia de S. cercvisiae en las muestras de tesgiino hasta la fecha es-
mdiadas permite asumir que ésta es la principal levadura involucrada en la
fermentacion del mismo, aunque otras especies de levaduras relacionadas, co-
mo 8. uvarum, y bacterias, se pueden encontrar en esta bebida debido a la
falta de control en su elaboracién.

Como ha sido ya comunicado (Herrera, 'I'aboada y Ulloa, 1972), en el tes-
giino de Chihuahua se determind la presencia de microorganismos f{ijadores
de nitrégeno, ya que al inocular tesgiiino en medio de atole de masa de maiz,
o en medio de Burk, se registré reduccion de acetileno a etileno, lo que in-
dica la presencia del sistema nitrogenasa. Es interesante mencionar que en
el tesgiiino de Guadalajara (aunque no en el de La Barca) utilizado para el
presente estudio se encontré el mismo fenémeno de reduccion de acetileno,
tanto en la muestra de tesgiiino directamente sometida a la prueba de la
reduccién, como en el medio de atole de masa de maiz inoculado con el tes-
gliino y después analizado. Los autores de la presente comunicacion estdn
actualmente estudiando una cepa bacteriana que fue aislada del tesgiiino de
Guadalajara (el que redujo acetileno) en medio 77 de Fred y Waksman mo-
dificado (Allen, 1951), que es un medio de cultivo carente de nitrgeno comun-
mente utilizado para aislar y cultivar bacterias, como Azotobacter, que fijan
nitrégeno del aire. Es notable el hecho de que el fendmeno de la fijacién ini-
crobiana de nitrégeno se suceda con frecuencia en el tesgiiino y en ¢l pozol,
ambos alimentos de maiz fermentado nativos de México (Taboada, Herrera y
Ulloa, 1972).

Debido a la gran variedad en los ingredientes utilizados en la elaboracién
del tesgiino, en las maneras de prepararlo por los diversos grupos ¢tnicos de
México y en las condiciones ambientales de los diferentes lugares en donde
se prepara y consume, es interesante continuar estudiando la microflora rela-
cionada con la fermentacién del tesgiino, para poder, por una parte, dilucidar
cuiles son los microorganismos bdsicos que determinan las caracteristicas de
esta bebida y, por otra, encontrar otros posibles usos de los microorganismos
aislados, por ejemplo la elaboracion de nuevos tipos de alimentos enriqueci-
dos con la intervencién de microorganismos fijadores de nitrogeno. También
seria conveniente realizar estudios sobre la bioquimica de la fermentacién del
tesgiino, asi como conocer las capacidades fermentadoras de las cepas de
Saccharomyces aisladas del tesgiiino y del pozol, con el objeto de utilizarlas
en la industria para la produccion de etanol o de otros metabolitos.
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RESUMEN

Estre trabajo trata de la identilicacién de dos especies de levaduras del gé-
nero Saccharomyces, S. cevevisiae y S. uvarum, aisladas de dos diferentes mues-
tras de tesgiiino (bebida alcohdlica elaborada por fermentaciéon de granos de
maiz) del estado de Jalisco, México. Se indica la constancia en el tesgiiino de
la primera especie mencionada, y la segunda especie que se anota es regis-
trada por primera vez en esta bebida fermentada. Se senala el fenémeno de
la {ijacién de nitrégeno, evidenciado por la prueba de reduccién de acetileno,
en una muestra de tesgiiino procedente de Guadalajara. En la muestra pro-
cedente de La Barca, no fue posible registrar reducciéon de acetileno.

SUMDMARY

This paper deals with the identification of two species of Saccharomyces, .
cevevisiae and S, wvarum, isolated from two different samples of tesgiiino (al-
coholic beverage produced by fermentation of maize kernels) Irom the State
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ol Jalisco, Mexico. The constancy in tesgiiino ol the first mentioned species
is commented, and the second species is reported for the [irst time in this
fermented beverage. Nitrogen fixation, as shown by the acetylene reduction
test, was registered in a sample of tesgiiino from Guadalajara. In the other
sample studied, from lLa Barca, the acetylenc reduction test was negative.



