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ESTUDIO DE KLOECKERA APIGUILATA
Y SACCHAROMYCES CEREVISIAE, LEVA-
DURAS AISLADAS DE LA TUBA DE
COLIMA, MEXICO

Por Tedfilo Herrera*®
y Miguel Ulloa*

STUDY OF KLOECKERA APICULATA AND SACCHAROMYCES
CEREVISIAE, TWO YEASTS ISOLATED FROM "T'UUBA FROM
COLIMA, MEXICO

SUMMARY

Two yeast specics, Kloeckeva apiculata and Saccharomycres vervevisiae isolated
from wuba, a fermented liguid obtained Irom the juice of coconut palm (Cocos
nucifera), were studied. 'L'he two studied samples ol tuba were Irom Colima
city, Statc of Colima (Mexico). The [irst mentioned species was isolated from
tuba [ermented with stratwberries, and the sccond species was obtained [rom tuba
fermented with apples. It seems that these are the two [ivst nmicroorpanisms of
this beverage that have been studied in Mexico.

RESUMEN

Se estudiaron dos especies de levaduras, Klocchera apiculata y Saecharomyces
cercuisiae, aisladas de la tuba, liquido fermentado obtenido de la savia del co-
cotero (Cocos nucifera). Las dos muestras de tnba estudiadas provinieron de la
Ciudad de Colima, Col. (M¢xico). La primera especic mencionida fue aislada
de tuba fermentada con fresas; y la segunca especie fue ohtenida de tuba fer-
mentada con manzanas. Al parccer, son los dos primeros microorganismos de
esta bebida que han sido estudiados en México.

* Laboratorio de Micologia, Departamento de Botinica, Instituto e Winlogla, Universidad
Nacional Auténoma de Meéxico. Mdixigo 20, D. T.
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INTRODUCCION

La tnba es uni hebida-que se obtiene del jugo del tallo o de las inflores-
cenciay de algunus especies de palmeras, principalmente del cocotero comiin
(Cocos nucifrra 1), Recién obtenida, la tuba es utilizada como bebida dulee -y
relrescante en las costas occidentales del paifs, especialmente en Colima, Des-
pués de la fermentacién se torna en una bebida gaseosa, alcohdlicu, que puede
ser consumidi directamente o servir para obtener aguardiente y licor, o para
hacer vinagre. Por su consistenciu algo viscosa, su color blanquecino, su olor
y su subor, la tuba fermentada se asemeja al pulque y, ademds, del mismo
modo ¢n que este Gltimo puede ser bebido adicionado de diversos vepetales,
principalimente lrutas, la tuba también suele tomarse compuésta con [resa,
pifa, manzana, limon, apio, cebolla, chile, canela y otros (Santamaria, 1959).

Montaner y Simon  (1897) describieron la tuba como un licor filipino, suave
y algo viscoso, que por destilacién se¢ obtiene del coco y otras pulmeras, cor-
tando ¢l extrenmo superior de la espata antes de que se abran las [ores. El
Diccionario de Ja Lengua Espafiola (Real Academia Espatiola, 1970), indica
que la palabria tnba procede de la lengua tagala, que es la que se habla en gran
parte del archipi¢lago lilipino. Segim esto, purece ser que ¢l origen del término
tuba, asi como ¢l modo de obtencidn de esta bebida para consumo humano han
sido introducidos a México desde las Filipinas,

MATERIAL Y METODOS

Las leviduas objeto de la presente comunicacion fueron aisladas por los
autores a partie de muesteas de taba procedentes de Ja Giudind de Colima, Col.
Kloeckera apicilata Tue aislada de una muestra de tuba [ernientada con wrozos
de fresa, y Saccharomyces cerevisiae Tue aislida de’ upa muestra de tuba fer-
mentadi con trozos de manzani.

Los aislunicntos de las dos cepas de levaduras estudiadas fueron hechos por
inoculacidn divecta de una asada de tuba en placas de medio V8 agar, dilu-
yendo ¢l indeulo en el asa por medio de maltiples estrias en varias placus del
medio de cultivo. A partir de una de las colonias puras desarrolladas, se hi-
cleron resicinbias o wodos los medios de cultive nccesarios para el cstudio de las
cuvacteristicas morlologicas y lisiologicas de cada cepa, siguicndo los métodos
deseritos por Lodder (1970).

DESCRIPCION DI 1.AS CEPAS DE LEVADURAS AISLADAS
DE LA TUBA
Kloeckera apiculate (Reess emend. Kloecker) Janke
© Figs. 1.2

Crecimiento en 1’8 agar. Bueno. A los 20 dins la colonia gigunte cs discoidal,
cremosie brillante, convexa, de bordes ondulados, primero  blinca y después
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moreno amarillenta, con clevaciones granulares en el centro (Fig. 1). Las- cé-
lulas son de variados tamafios y formas, pero predominan las uni- o bi-apicu-
ladas, de 1.0 a 4.5 ym % 1.5 a 12 pm, con los apiculos redondeidos o pirifor-
mes, de donde se forman las yemas que posteriormente sc separan de la célula
madre por medio de un septo ancho. Al gemar las ctulas, las syemas pueden
permanecer unidas a la célula madre formando cadenas de 2 & § clementos,
y adoptan con frecuencia la forma de boliche (Fig. 2).

Crecimicnto en extracto de malla lquido. Buen desarrollo con turbidez y
scdimento pero sin formaciéon de anillo y velo. La morfologln de las células
es semejante a la descrita para el medio anterior.

Placa de Dalmai en harina de maiz agar. Forma un scudomicelio poco des-
arrollaclo, con células en cadenas rectas y rmmilicaclas,

Esporulacion. No forma ascosporas en ninguno de los medios probades: Go-
rodkowa, Fowell, V8 agar, harina de maiz agar y extracto de nuiuta con y sin
apgar.

Fermentacion
Glucosa - (débil) Lactosa —
Galactosa — Melibiosa —
Sucrosa — Ralinosa —
Mialtosa — Meclezitosa —
Celobiosa — Inulina —
Trehalosa --
Asimilacidn
Glucosa L p-Ribosa —
Galactosa — L-Ramnosa —
L-Sorbosa — Ltanol —
Sucrosit — Glicerol —
Maltosa — Eritritol —
Celobiosa Ribitol —
Trehalosa — Galactitol —
Lactosa — p-Manitol —
Melibiosa — . p-Glucitol —
Ralinosa — a-Metil-p-Glucdsido —
Melezitosa — , Salicina - :
Inulina — pL-Acido ldctico —
Almiddn soluble — Acido suceinico —
n-Xilosa — Acido-citrico —
L-Avabinosa — Inositol —

p-Arabinosa —
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Ties, 1-d Aloechown apicnlate, bocolonin gigante en wedio de V8 oagar, a los 20 dins, X3.

colubas vegetativas, de un euliivo en el mismo medio.
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Asimilacion de nitrato de polasio. Negativa.

Crecimientlo en medio Lbre de vilamninas. Negativo,

Vitaminas que estimulan el crecimiento. Acido pantoténico ¢ inositol.
Tolerancia al cloruro de sodio. De 12 a 139,

Crecimiento a 37° C. Negativo.

Saccharomyces cerevisiac Hansen
(Figuras 3-4)

Crecimiento en V8 agar. Vigoroso. A los 30 dias, la colonia gigante es de
color blanco crema, butirosa, convexa, semibrillante, de borde lobulado y en-
tero, y con surcos radiales (Fig. 3). Las células vegetativas son csleroidales,
ovoides o elipsoidales, con uno o dos brotes polares o subpolares; miden de
162 7.0 ¥ 25 a 9.0 pm. Las ascas son globosas y miden de 6 a 10 pm; cada
cada asca conticne de 1 a 4 ascosporas esferoidales, de 2 a 2.5 pm de didmetro.

Crecimiento en extracto de malta liguido. Buen desarrollo con turbidez vy
sedimento; con pelicula fina y anillo en cultivos de 2 a § scmanas. Las células
muestran una morfologia similar a la descrita en el medio anterior.

Placa de Dalmau en harina de maiz agar, No forma seudomicelio tanto de-
bajo del cubreobjetos como {uera de €l -

Esporulacion. Abundante en V8 agar, Fowell y Gorodkowa, Las ascosporas
liberadas de las ascas tienden a aglutinarse.

Fermentacion
Glucosa - Lactosa —
Galactosa 4= (lenta) Melibiosa —
Sucrosi - Ralinosa 4 13
Maltosa - Melczitosa —

Celobiosa - (lenta y débil) - Inulina —
Trehalosa 4 (lenta y débil)

Asimilacion
Glucosa p-Ribosa —
Gualactosie - L-Ruamnosa —

1-Sorbosa — Etanol -4 (lenta)
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I o MR T s oy wemy - i
Fics, 84, Succharoniyees cevevisiee. 3: colonia gigame en medio de V8 agur, a los 30 dias, X3,
A ascas () y eclnlas vegelitivas, de un caltive en el mismo medio,
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Sucrosa Glicerol -

Maltosa - Eritrito]l —

Celobiosa — Rabitol —

Trehalosa 4 (lenta) Galactitol —

Lactosa — p-Manitol —
Melibiosa — p-Glucitol —
Ralinosa - r-Metil-p-Glucdsido —
Melezitosa — Salicina —

Inulina — ni-Acido Lictico L (lenta)
Almidodn soluble — Acido succinico —
p-Xilosa ' . Acido-citrico —
L-Arabinosa — Inositol —

n-Arabinosa —
Asimilacion de nilralo de potasin. Negativa.
Crecimiento en medio Hibye de vitaminas, Positivo  (débil),

Vitaminas que estimulan ¢l erecimiento. Tiamina, piridoxina, niacina, pan-
totenato de calcio, inosjtol, dcido [Olico, ribollavina, biotina y icido parami-
nobenzoico.

Tolerancia al cloruro de sodio. De 9 o e,

Crecimiento a 37° €. Neeativo,
I

PISCUSTON

No obstante que la tuba ha sido apreciada en varias regiones costeras de
Meéxico, desde hace mucho tiempo, parece ser que el presente trabajo es el pri-
mero de tipo microbioldgico sobre este liquido fermentado, aunque si hay un
estudio quimico sobre el mismo (Massicu ef al,, 1959) en el cual se registra que
su composicion es similar o Ja del pulqgue.

Se considerd importante comenzar a estudiar las Jevaduras que estin involu-
cradas en la fermentacion de la tuba ya que, de la misma forma (ue con otras
bebidas [ermentadas indigenas de México, es preparada sin control microbio-
logico y es consumida (en los casos en que no se realiza una destilacion para
obtener un licor) conteniendo los microorganismos vives que se¢ desarrollan
durante dicha Termentacidn., Las dos especies de levaduras encontradas, sin
embargo, son consideradas como innocuas para la salud del hombre: por el con-
trario, §. cerevisiee €s una especcie comestible que proporciona vitaminas del
complejo B y aminoacidos a la dieta.

K. apiculate Tue registrada en Mdéxico de una muestra de pulgue (Tlerrera
y Ullon. 1976), y S. cerewisiae, cspecie de muy amplia distvibocion en L natu-
raleza, ha sido aisladic en varias ocasiones de diversas hebidas Termeniadas ori-
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ginarias de Mdxico, como son el pulque, el pozol y el tesgiiino; de este ultimo
tanto del eluborado por los tarahumaures de Chihuahua como del mestizo pre-
parado en Jalisco (Sdnchez-Marroquin, 1962; Herrera y Ulloa, 1973; Ulloa y
Kurtzman, 1975; Ulloa et al, 1977).

Es importante hacer notar que la cepa de S, cercvisiae obtenida correspondidé
en sus caracteres morfologicos y lisiologicos con los anotados por Lodder (1970),
excepto en la [ermentacién positiva, aunque lenta y débil, de la celobiosa, y
en la asimilucién positiva de Ia p-xilosa, ambus negativas en la tipica §. cerve-
visiae. No obstante estas dos diferencias [isiologicas, se tomd en cuenta que exis-
te una considerable variacidn entre las cepas de §. eerevisiue, en relacién a vi-
rias de sus caracteristicas morfologicas y fisioldgicas, lo que indica que §. cere-
visiae podria ser un complejo de especies, o por lo menos de variedades,

Debido a la variedad de ambientes ecoldgicos en que se prepara la tuba y
a la diversidad de ingredientes que con lrecuencia se anaden para la elabora-
cién de ciertas modalidades de la bebida, es posible que, aunque ciertos micro-
organismos sean mds 0 menos constantes, exista también una consideriable can-
tidad de especies dilerentes de microorganimos en cada caso; segun esto, p.uc{lt
consideranse que los estudios microbiologicos sobre la tuba, asi como los aspec-
tos aplicadas que pudieran derivar de los datos obtenidos de los mismos, estdn
A0 e N Clap incipiente,
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