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Fenotipo “Kkiller” en levaduras productoras de etanol aisladas de chicha de jora
del distrito de Moche, region La Libertad, Peru

Phenotype "killer" in ethanol producing yeasts isolated from chicha Moche District, La Libertad

region, Peru

'Cristian Polo Z.", 'Juan Pedro H.", 'Juan Diaz O°. y *Marcia Fernandez C".

RESUMEN

Se determind el porcentaje del fenotipo “killer” en levaduras productoras de etanol aisladas de chicha
de jora del distrito de Moche, region La Libertad, Pert, elaboradas en forma artesanal. Para ello se
recolectaron muestras de chicha de la Campifia y del Pueblo de Moche, y a partir de ellas se aislaron 60
cultivos de levadura utilizando Agar Sabouraud. Los cultivos fueron reactivados en Agar Extracto de
Malta y luego se les realiz6 la deteccion de la actividad “killer” en Agar Yeast Peptone Dextrose
tamponado con Buffer Acetato a pH 5,6; se utilizaron los cultivos de Saccharomyces cerevisiae CECT
1387 y Saccharomyces cerevisiae CECT 1443 como cepas patron. Después de la deteccion de dicha
actividad se hallo la presencia de los fenotipos “killer”, “neutro” y “sensible”; ademas de la
coexistencia de fenotipos compatibles en una misma muestra de chicha de jora. El fenotipo “killer”
represento el 31% de los cultivos, mientras que los fenotipos “neutro” y “sensible” representaron el

47%y 21% respectivamente.
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ABSTRACT

This research aimed to determine the percentage of phenotype "killer" in ethanol producing yeasts
isolated from chicha Moche District, La Libertad region, Peru, prepared in the traditional way. This
chicha samples of the countryside and the “Pueblo de Moche”, and from them were collected 60 yeast
cultures were isolated using Sabouraud Agar. The cultures were reactivated in Malt Extract Agar and
then underwent screening activity "killer" on Yeast Peptone Dextrose Agar buffered whit Acetate
Buffer to pH 5.6; Saccharomyces cerevisiae strains CECT 1387 and CECT 1443 were used as
standards. After detecting the presence of said activity phenotypes "killer", "neutral" and "sensitive"
was found; well as the coexistence of compatible phenotypes in the same sample of chicha. The
phenotype "killer" accounted for 31% of the cultures, while "neutral" and "sensitive" phenotypes

accounted for 47% and 21% respectively.
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INTRODUCCION

Las levaduras se hallan ampliamente
distribuidas en el medio ambiente, en el suelo de
los vifiedos, sobre la piel de algunas frutas, en la
superficie de los vegetales, en el aparato
digestivo de los animales (Lee,2000). La
microflora natural de los frutos ricos en azuicares
fermentables estd compuesta fundamentalmente
por mohos y en menor nimero por bacterias y
levaduras, y varia con el clima y tipo de suelo;
hay una gran variabilidad de los tipos
microbianos encontrados en la flora natural de
los frutos procedente de una regidén a otra
(Bourgeoisy Larpent, 1995).

La transformacion del mosto es consecuencia de
un complejo conjunto de reacciones
bioquimicas, producidas por distintas especies
de levaduras y bacterias lacticas. Las levaduras
son responsables de la biotransformacion de los
azucares, principalmente glucosa y fructosa, en
alcohol y CO, (Pretorius, 2000). Desde Pasteur
hasta la fecha se han realizado muchos estudios
sobre fermentacion alcohdlica; sin embargo,
debido a la complejidad de las reacciones
quimicas que se generan €s un proceso aun no
entendido completamente (Ribéreau-Gayon, y
otros, 1975) y(Lafon - Lafourcade, 1983).

Sobre el origen de las levaduras existen dos
teorias. La primera sostiene que los frutos
dafiados sirven de "depodsito" para
microorganismos, entre los que se incluye
Saccharomyces cerevisiae, y que por tanto,
se desarrollan en las fermentaciones espontaneas
(Mortimer y Polsinelli, 1999). La segunda
teoria afirma que proceden de las bombas,
tuberias, depositos de fermentacidén y de
la bodega; aunque no se descarta una presencia

minoritaria de S. cerevisiae en los frutos

(Martini, 1993), (Fleet y Heard, 1993) y
(Vaughan-Martini y Martini, 1995).

Durante la seleccion natural en una
fermentacidén espontdnea, se generan
interacciones levadura-levadura de tipo
antagdnico; esa interaccién denominada
fendmeno “killer” fue descubierta en 1963 por
Bevan y Makower (Radler, 1980), (Shimizu,
1993) y (Nguyen y Panon, 1998). Implica la
secrecidn por parte de ciertas levaduras de una
proteina toxica de bajo peso molecular
denominada toxina “killer” (Wickner, 1996) y
(Woods y Bevan, 1968). Este fendémeno ha sido
observado en Saccharomyces, Debaryomyces,
Pichia, Zygosaccharomyces, Hanseniaspora,
Candida y Cryptococcus (G. Fleet, 1997). La
distribucion del fenotipo “killer” varia en
funcion de lazonay su frecuencia de aislamiento
es relativamente baja (Angulo y col, 1993),
(Hidalgoy Flores, 1994).

Las levaduras que producen la toxina “killer”
son inmunes a dicha toxina, pero tienen la
capacidad de ser letales para las células
denominadas sensibles, las cuales pueden ser del
mismo o de diferente género; existen ademas
cepas neutras que no producen dicha toxina ni
son sensibles a ella (Woods y Bevan, 1968),
(Wickner, 1996) y (Epifanio, 2005). Existen por
lo tanto, tres fenotipos “killer”: killer (K'R"),
sensible (K R") y neutro (K’ R")(Epifanio, 2005).

Lachichade joraesun producto oriundo del Peru
con mas de 3000 afios de antigliedad, que se
elabora artesanalmente y se consume ademas en
otros paises de América del Sur, constituyendo
un producto potencialmente industrializable. Se
denomina chicha de jora, a la bebida alcohodlica
obtenida por fermentaciéon de la materia
azucarada contenida en el mosto de malta de
maiz (Vasquez, 1979).
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Debido a que en el Pert no existen estudios
publicados sobre la distribucion del fenotipo
“killer” en levaduras aisladas de chicha de jora,
la presente investigacion se enfoca en solucionar
esta falta de conocimiento determinando el
porcentaje del fenotipo “killer” en levaduras
productoras de etanol aisladas de chicha de jora
del distrito de Moche tanto de la campifia como
del pueblo de dicho distrito, region La Libertad,

Perq, elaboradas en forma artesanal.

MATERIALES Y METODOS

Materiales

Material biologico

Muestras de chicha de jora elaboradas en la
campifiay en el pueblo de Moche.

Dos cultivos patrones de Saccharomyces
cerevisiae, CECT" 1387 con fenotipo “killer” y
CECT’ 1443 con fenotipo “sensible”.

CECT : Coleccion Espaiiola de Cultivos Tipo.

Medios de cultivo y reactivos

Agar Extracto de Malta—AEM.

Agar Sabouraud —AS.

Agar Yeast Peptone Dextrose — YPD, tamponado
apHS,6.

Buffer AcetatoapH 5,6.

Métodos

Recoleccion de muestras de chicha de jora

Las muestras de chicha de jora, producidas en
forma artesanal, fueron recolectadas en el
distrito de Moche, el cual comprende a la
Campiiia y el pueblo de Moche. Luego, fueron
transportadas al Laboratorio de Microbiologia

Industrial para su posterior procesamiento.

Aislamiento de levaduras
Las muestras de chicha de jora fueron sembradas

por estria sobre placas con AS y luego fueron
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incubadas entre 20 °C a 22 °C por 48 horas.
Posteriormente se realizaron coloraciones de
Gram para las colonias aisladas y se verifico
tanto la forma levaduriforme como la pureza de
las mismas. Las colonias que presentaron estas
caracteristicas fueron repicadas en frascos
conteniendo AS e incubadas entre 20 °C a 22 °C
por 24 horas para obtener cultivos puros de
levadura, los cuales fueron conservadas en

refrigeracioéna 8 °C.

Reactivacion y evaluacion de la pureza de los
cultivos delevadura

Los cultivos de levadura conservados en AS,
fueron sembrados en frascos conteniendo AEM;
luego fueron incubados entre 20 °C a 22 °C por
24 a 48 horas; cumplido el tiempo de incubacion,
se hicieron coloraciones de Gram para
determinar su pureza. Los cultivos puros fueron
conservados en refrigeracion a 8 °C, y los que
estuvieron contaminados se purificaron
mediante diluciones en agua destilada estéril y

siembraenAS.

Deteccion de actividad “killer”, “neutra” 6

“sensible”

Para evaluar el fenotipo “killer” de las levaduras
productoras de etanol, estas fueron sembradas
por estria en placas conteniendo agar YPD,
tamponado con buffer acetato a pH 5,6 y fueron
incubadas por 10 dias a 22 °C. Luego fueron
sembradas junto a las estrias anteriores el cultivo
S. cerevisiae CECT 1443 con fenotipo
“sensible” y fueron incubadas por 48 horas a 22
°C. Las levaduras que inhibieron el
crecimiento del cultivo de S. cerevisiae CECT

1443 fueron consideradas con fenotipo “killer”.
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Para evaluar el fenotipo “neutro” 6 “sensible”
fueron sembradas por estria el cultivo S.
cerevisiae CECT 1387 con fenotipo “killer” en
placas conteniendo agar YPD, tamponado con
buffer acetato a pH 5,6 y fueron incubadas por 10
dias a 22 °C. Luego fueron sembradas junto a
dichas estrias las levaduras productoras de etanol
que no inhibieron el crecimiento del cultivo de S.
cerevisiae CECT 1443 en la evaluacion del
fenotipo “killer” y fueron incubadas por 48 horas
a 22°C. Laslevaduras que desarrollaron fueron
consideradas con fenotipo “neutro” y las que no
desarrollaron fueron consideradas con fenotipo

“sensible”.

RESULTADOS

Se aislaron 60 cultivos de levaduras productoras
de etanol a partir de muestras de chicha de jora
del distrito de Moche, region La Libertad, Peru.
De los 60 cultivos se observaron diferentes
porcentajes de fenotipos “killer”, “neutro” y

“sensible” (Figura 1).

Las levaduras aisladas de la Campifia de Moche
presentaron predominio del fenotipo “neutro”
(50%), mientras que el fenotipo “killer” y
“sensible” representd el 30% y 20%
respectivamente de un total de 30 cultivos
(Figura2).

Las levaduras aisladas del pueblo de Moche
presentaron predominio del fenotipo “neutro”
(44%), mientras que el fenotipo “killer” y
“sensible” represento el 33% y 23%
respectivamente de un total de 30 cultivos
(Figura 3).
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Figura 1. Porcentaje de los fenotipos “killer”,
“neutro” y “sensible” de las levaduras
productoras de etanol aisladas de chicha de jora
del distrito de Moche.
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Figura 2. Porcentaje de los fenotipos “killer”,
“neutro” y “sensible” de las levaduras
productoras de etanol aisladas de chicha de jora

de la campifia de Moche.
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Figura 3. Porcentaje de los fenotipos “killer”,
“neutro” y “sensible” de las levaduras
productoras de etanol aisladas de chicha de jora
del pueblo de Moche.
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DISCUSION

La presente investigacidon nos proporciona los
primeros resultados de los fenotipos “killer”,
“neutro” o “sensible” de 60 cultivos de
levaduras productoras de etanol aisladas de
chicha de jora procedente de la campifia y
pueblo del distrito de Moche (ambos en la
region La Libertad, Pert). Sobre la base de los
resultados se encontro predominio de levaduras
con fenotipo “neutro” que representaron el 47%
de los aislamientos, esto concuerda con Van
Vuuren y Jacobs (1992) quien hallo que en las
poblaciones de Saccharomyces salvajes puede
existir un nimero relativamente elevado de
cepas con fenotipo “neutro”. Ademas, los
fenotipos “killer” y “sensible” representaron el

31%y 22% respectivamente.

El porcentaje hallado para el fenotipo “killer”
en esta investigacion es contrario a lo hallado
por Angulo et al. (1993) e Hidalgo y Flores
(1994) quienes determinaron que la frecuencia
de aislamiento para este fenotipo es
relativamente baja. Asimismo, el porcentaje
hallado para el fenotipo “sensible” es contrario
a lo hallado por Rodriguez et al. (1998) quienes
investigaron el fenotipo “killer” de 404 cepas
de la especie S. cerevisiae pertenecientes a las
comarcas vitivinicolas de A Ribeira Sacra
Ourensana y O Ribeiro (ambas en Ourense,
Espafia), encontrando que las cepas “sensibles”
dominaron ampliamente y representaron cerca
del 90% del total de los aislamientos, lo que
concordd con resultados obtenidos por Fleet y
Heard (1993), Farris et al. (1991), Angulo et al.
(1993) e Hidalgo y Flores (1994) en diferentes
zonas vitivinicolas. Sin embargo, los estudios

de Bourgeois y Larpent (1995) indican que hay
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una gran variabilidad de los tipos microbianos
encontrados en la flora natural de los frutos

procedentes de unaregion a otra.

En esta investigacion se hallo que el 30% de los
cultivos de levaduras aisladas de chicha de jora
de la Campifia de Moche presentaron fenotipo
“killer”, mientras que el mismo fenotipo
represent6 el 33% de los cultivos de levaduras
aisladas de chicha de jora del pueblo de Moche.
Esto nos indica que a pesar de las diferencias
micro — geograficas existentes en estos lugares el
fenotipo “killer” se halld6 ampliamente
distribuido, en contraste con los resultados
obtenidos por Rodriguez et al. (1998) y Lema
(1995) quienes hallaron bajos porcentajes para

este fenotipo.

Los estudios de Rodriguez ef al. (1998) indican
que el 8% de las cepas aisladas en A Ribeira
Sacra Ourensana y el 26% de las cepas
procedentes de O Ribeiro mostraron actividad
“killer”. Esto se relaciona con los resultados
obtenidos por Cansado et al. (1992) donde
encontraron porcentajes similares en la comarca
de O Ribeiro. Por el contrario, Lema (1995)
encontrd6 que en la comarca vitivinicola de O
Baixo Mifio el 11% de las cepas mostraron
actividad “killer”. Segun Rodriguez et al.
(1998), estas diferencias podrian relacionarse
con las particulares condiciones micro —
geograficas de cada comarca como también lo
proponen Farris et al. (1991), Angulo et al.
(1993) e Hidalgo y Flores (1994).

En esta investigacion se encontrd que en algunas
muestras de chicha de jora coexistian levaduras
con fenotipo “killer” y “neutro”, en otras
coexistian levaduras con fenotipo “neutro” y

“sensible” y también se encontré que algunas
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muestras presentaban un solo fenotipo

mencionado.

La coexistencia entre las levaduras con fenotipo
“killer” y “neutro” se explica debido a que ambas
levaduras toleran la toxina “killer”. Por otra
parte, la coexistencia entre las levaduras con
fenotipo “neutro” y “sensible” se explica debido
a que ninguna de ellas produce la toxina “killer”.
Sin embargo, la presencia de un solo fenotipo de
levadura sugiere que hay factores externos que
fueron decisivos en su permanencia durante el

proceso fermentativo.

Segun Nally et al. (2005), una de las
interacciones levadura — levadura del tipo
antagodnico es el denominado fendémeno “killer”,
que implica la secrecion por parte de ciertas
cepas de levadura de una proteina toxica de baja
masa molecular (denominada toxina “killer”, ala
cual ellas son inmunes) que elimina células
denominadas “sensibles”, las cuales, pueden ser
del mismo o de diferente género. Ademas, Woods
y Bevan (1968) encontraron que existen cepas
“neutras” que ni producen la toxina ni son

sensibles aella.

Los estudios de Fleet (2003) indican que, aunque
existe mas de un tipo de variable que afecta la
expresion de los fenotipos “killer” y “sensible”,
abunda evidencia de que este tipo de
interacciones pueden determinar la evolucion de
las distintas poblaciones de levaduras durante la
fermentacion. En algunas ocasiones una cepa
“killer” de S. cerevisiae predomina al final del
proceso fermentativo, sugiriendo que la
expresion de la toxina le permitié conducir parte

de la vinificacidn.

CONCLUSIONES
Al determinar el fenotipo “killer” en levaduras
productoras de etanol aisladas de chicha de jora
del distrito de Moche, region La Libertad, Peru,
se concluye que:
1. El fenotipo “killer” representa el 31% de
los cultivos de levadura aislados.
2. El fenotipo “neutro” representa el 47% de
los cultivos de levadura aislados.
3. El fenotipo “sensible” representa el 22%

de los cultivos de levadura aislados.
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