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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivos aislar, seleccionar y conservar levaduras nativas productoras de
etanol a partir de “chicha de jora” elaborada artesanalmente en el distrito de Santiago de Chuco, La Libertad-
Perti. Las muestras de “chicha de jora” fueron recolectadas en frascos estériles de 200 mL de capacidad,
acondicionadas adecuadamente y trasladadas a Laboratorio de Microbiologia Industrial de la Facultad de
Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de Trujillo, para su posterior procesamiento. Para el aislamiento
y seleccion de los cultivos se utilizo la técnica de dilucidon y agotamiento por estria en placas Petri conteniendo
Agar Sabouraud enriquecido con extracto de levadura, fueron incubadas a 30°C durante 24 horas, las colonias
desarrolladas fueron analizadas macroscopica y microscopicamente. Las células observadas con caracteristicas
morfolégicas de levadura, fueron purificadas y conservadas. En la Seleccion secundaria los cultivos conservados
fueron reactivados en agar sabouraud e incubados para obtener biomasa de levaduras luego, se “cosecharon” con
solucion fisioldgica estéril y se centrifugaron en tubos de ensayo estériles, a 4000 g durante 10 minutos, La
capacidad fermentativa fue medida mediante el método de Davies-Griffith modificado, utilizando caldo
sabouraud sacarosado. Selecciondndose ocho cultivos puros de levaduras nativas que mostraron diferentes
productividades (en g etanol/g lev. h), y con diferencias estadisticamente significativas entre algunas de ellas.
Estas levaduras nativas no superaron la productividad alcanzada por el cultivo control referente Saccharomyces
cerevisiae MIT-L51, pero si igualaron su productividad segliin la evaluacion estadistica de comparaciones
multiples realizada lo cual nos mostr6é una informacion relevante ya que los aislados realizados son levaduras de
altas productividades con un potencial uso industrial.
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ABSTRACT

The aims of this research were to isolate, select and preserve native yeasts produce ethanol from "chicha"
handcrafted in the district of Santiago de Chuco, La Libertad, Peru. Samples of "chicha" were collected in sterile
flasks of 200 ml capacity, suitably packaged and transported to Laboratory of Industrial Microbiology, Faculty
of Biological Sciences of the National University of Trujillo, for further processing. For isolation and crop
selection dilution technique and exhaustion was used streaked on Petri plates containing Sabouraud agar
enriched with yeast extract, were incubated at 30°C for 24 hours, the colonies grown were analyzed
macroscopically and microscopically. The cells observed with morphological characteristics of yeast were
purified and preserved. In secondary selection cultures preserved were reactivated in Sabouraud agar and
incubated for yeast biomass then were "harvested" with sterile saline and centrifuged in sterile test tubes at 4000
g for 10 minutes, The fermentative capacity was measured by the method of Davies-Griffith modified using
Sabouraud broth sacarosado. Eight pure cultures of selected yeast native showed different productivities (in g
ethanol/g lev. H), and statistically significant differences between some of them. These native yeasts did not
exceed productivity achieved by the control culture reference Saccharomyces cerevisiae MIT-L51, but if they
matched their productivity according to the statistical evaluation of multiple comparisons made which showed us
relevant information as isolated made are yeasts high productivities with a potential industrial use.
Keywords: Saccharomyces, native yeasts, Chicha de jora.



INTRODUCCION

Las levaduras productoras de etanol pueden aislarse a partir de diversas fuentes naturales realizando
técnicas de screening. Una alternativa es recurrir a materias primas sometidas a fermentacion natural, lo
cual permite que las levaduras nativas, salvajes, silvestres o autoctonas!:? presentes en estas fuentes
naturales, desarrollen en medios debidamente formulados, facilitando asi su aislamiento y seleccion.

Las levaduras mas importantes desde el punto de vista biotecnoldgico son las pertenecientes al género
Saccharomyces, destacando S. cerevisiae. Estas levaduras son cultivadas a nivel industrial para obtener
biomasa que puede ser utilizada en panificacion o como suplemento dietético!-3. También son utilizadas
en la produccion de etanol y bebidas alcohdlicas; asi mismo en la obtencion de mosto alcohdlico para la
produccion de acido acético y vinagre4. Es eucariota, facilmente cultivable en el laboratorio, su genoma
es pequefio y su tiempo de duplicacion es relativamente cortoS.

La importancia de Saccharomyces esta en el éxito del bioprocesos y la rentabilidad, ello exige utilizar
cultivos seleccionados con capacidades metabolicas especialesé que se hallan disponibles en colecciones;
sin embargo, esta forma crea dependencia y no garantiza la disponibilidad del “mejor” cultivo. La
alternativa es aislarlos de su habitat natural. Considerando que en estos habitats estan acompafiados de
otros microorganismos, se requiere aplicar programas de aislamiento y seleccion®.

En el Laboratorio de Microbiologia Industrial de la Universidad Nacional de Trujillo se han aislado
levaduras productoras de etanol a partir de diversos frutos sometidos a fermentacion natural in vitro,
Tal es el caso de tunal® “fresa”, “pifia”, “ciruela” y “uva”!l; “mango”, “platano” y “mandarina”!2; y de
tres variedades de “uva”!3. También es factible aislar estas levaduras a partir de bebidas alcoholicas
producidas en forma artesanal, en las que no se han inoculado levaduras especificas. Como estas
bebidas son fermentadas en forma natural, es factible aislar las levaduras y seleccionar las mas
promisorias.

En el distrito de Santiago de Chuco, region La Libertad-Peru, se produce “chicha” en forma artesanal
sin utilizar la adicion de levaduras seleccionadas; por lo cual, la fermentacion alcohodlica lo realizan
levaduras nativas y la flora microbiana acompafiante propias de las materias primas que utilizan y se
han ido instalando a través del tiempo en los recipientes de fermentacion. Los productores artesanales
inician un bafch de produccion con levaduras procedentes de un bafch anterior. Sin embargo, este
procedimiento no es adecuado debido a que el proceso de fermentacion es llevado a cabo por una
poblacion mixta, ademas se debe tener en cuenta que las levaduras van degenerando y cambiando sus
caracteristicas con el tiempo, hecho que afecta su metabolismo.

De estas fermentaciones naturales, sin adicion de inoculos especificos, es factible seleccionar
levaduras nativas que son responsables de las fermentaciones espontaneas, las mismas que después de
una adecuada evaluacion pueden ser utilizadas en fermentaciones controladas y garantizar asi la
calidad del producto final; las levaduras que se logran seleccionar de muestras de “chicha” estaran
mejor adaptadas a las condiciones de fermentacion y permitiran dar identidad a la bebida que se
produzca. Asi, la “chicha” producida en Santiago de Chuco tendra caracteristicas particulares que la
diferenciaran de las bebidas producidas en otras regiones del pais, aun cuando se utilice la misma
materia prima y se estandarice las condiciones de produccion.

A partir de productos en proceso de fermentacion, como la “chicha” es factible aislar levaduras

productoras de etanol. Se han analizado poblaciones de levaduras durante procesos de fermentaciones
alcohdlicas espontaneas!418. También se seleccionaron cepas nativas de S. cerevisiac para la
produccion de sidra en Uruguay y en la fabricacion artesanal de licor “cocuy’19:20,

Uno de los problemas en el proceso de elaboracion de la chicha de jora es el no contar con
inoculantes microbianos que sean utilizados para los procesos de fermentacion y de esta manera
elaborar una chicha de calidad, estandarizada en sus caracteristicas organolépticas y bioquimicas. Por
ello se considera de gran importancia para la produccion de “chicha” aislar, a partir de ellas, levaduras
productoras de etanol con la finalidad de seleccionar las mas utiles para ser utilizadas en procesos
controlados con la finalidad de mejorar la calidad del producto final. En la presente investigacion se
aislo, selecciono, conservo e identifico levaduras nativas productoras de etanol a partir de “chicha”
producidos en forma artesanal en el distrito de Santiago de Chuco.

Aun cuando la produccion de “chicha” es una actividad tradicional, en la actualidad es un proceso
fermentativo que merece la atencion de los investigadores con la finalidad de mejorar la calidad del
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producto, lo cual va permitir incrementar la rentabilidad del proceso con lo cual se beneficiaran los
productores artesanales y los consumidores.

MATERIAL Y METODOS

Coleccion de las muestras de “chicha de jora”

Las muestras de “chicha de jora” se recolectaron en frascos estériles de 200 mL de capacidad y
fueron rotuladas segun el codigo asignado al lugar de procedencia. Se acondicionaron adecuadamente
y se trasladaron al Laboratorio de Microbiologia Industrial de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la
Universidad Nacional de Trujillo, para su procesamiento.

Procesamiento de las muestras

Las muestras se incubaron a temperatura ambiental para su enriquecimiento, hasta observar signos de
fermentacion. En la tapa de cada frasco se coloco una aguja hipodérmica para permitir la salida del
CO..

Aislamiento y seleccion primaria de levaduras productoras de etanol

Del sedimento de los recipientes se tomaron alicuotas de 0,1 mL y se hicieron diluciones decimales
con agua destilada estéril (ADE); posteriormente se sembraron por estria y en superficie en placas
conteniendo Agar Sabouraud enriquecido con extracto de levadura (ASE) y se incubaron a 30°C
durante 24 horas. Cumplido el tiempo de incubacion, las colonias desarrolladas fueron analizadas
macroscopica y microscopicamente. Este Ultimo incluyo coloracion de Gram y observaciones en
fresco, en el microscopio. Las colonias con caracteristicas morfolégicas de levadura, se aislaron en
frascos conteniendo AS y se incubaron a 30°C durante 24 horas. Cumplido el tiempo de incubacion se
verificod su pureza mediante coloracion de Gram. Los cultivos puros fueron sellados, rotulados y
conservados en condiciones asépticas en refrigeracion a 8°C aproximadamente.

Seleccion secundaria de levaduras productoras de etanol!!

Los cultivos conservados fueron sembrados en AS e incubados a 30°C durante 24 horas. Luego, se
“cosecharon” con solucion salina fisioldgica estéril SSFE y se centrifugaron en tubos de ensayo
estériles, previamente pesados, a 4000 g durante 10 minutos. Se elimino el sobrenadante y el tubo de
ensayo con la biomasa fue nuevamente pesado. El peso de la biomasa se obtuvo por diferencia entre los
dos pesos registrados. La capacidad fermentativa fue medida mediante el método de Davies-Griffith
(1982)14 modificado utilizando caldo sabouraud Sacarosado al 10%. Ademas, se evalud la capacidad
fermentativa de S. cerevisiae MIT L51. Se realizaron los calculos y se seleccionaran los cultivos que
presentaron igual o mayor productividad de etanol que S. cerevisiae MIT L51.

Identificacion de levaduras productoras de etanol

Los cultivos puros de las levaduras seleccionadas fueron analizados tanto en sus caracteristicas
macroscopicas como microscopicas. Las levaduras seleccionadas fueron sembradas en medios
especificos y se realizaron estudios comparativos a S. cerevisiae MIT L51 que fue utilizado como
cultivo control referente.

Conservacion de levaduras productoras de etanol

Los cultivos de levadura fueron sembrados en AS y después de la incubacion se acondicionaron en
recipientes estériles y conservados a 8°C.
Analisis de Datos

El ntimero de levaduras aisladas y seleccionadas a partir de las muestras de cada productor de
“chicha” fueron procesadas y organizadas en tablas. La productividad de etanol de las levaduras
aisladas fue comparada con los valores de productividad de etanol de S. cerevisiae MIT L51 que fue
utilizado como cultivo control referente. Los valores de productividad de etanol de los cultivos nativos
seleccionados y del cultivo control referente fueron analizados estadisticamente mediante la prueba de
ANOVA utilizando el Programa SPSS. 21 para Windows, con un nivel de significancia de 0,05%.

RESULTADOS

En chica de jora elaborada artesanalmente en Santiago de Chuco se encontrd colonias redondeadas
compatibles con las de levaduras, las cuales fueron convenientemente codificadas (Tabla 1). Estas,
produjeron una biomasa, en g levadura, de 0,5866 a 1,0279 y CO; a las concentraciones de 0,0215 a
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0,0600 por L (Tabla 2). 12 cultivos produjeron etanol en cantidades estadisticamente significativas
mayores que las demas (Tabla 3).

Tabla 1. Caracteristicas microscopicas y macroscopicas de las células y colonias de levadura nativas, aisladas
de Chicha de Jora elaborada artesanalmente de ocho lugares de produccion del distrito de Santiago de Chuco, La
Libertad-Peru. Cultivadas en Agar-Sabouraud-Sacarosado (pH 5.6, a Temperatura Ambiente 25 + 1°C)

Caracteristicas microscopicas

Caracteristicas macroscopicas

Denominacion del
Cultivo (Codigo)

Células redonda u ovaladas estado Colonias redondas, de aspecto SCH-L1
con yemas Cremoso y convexo.

Células redonda u ovaladas estado Colonias redondas, de aspecto SCH-L2
con yemas Cremoso y convexo

Células alargada con proyecciones Colonias redondas, de aspecto SCH-L3
distales cremoso y plano

Células alargada con proyecciones Colonias redondas, de aspecto SCH-L4
distales cremoso y plano

Células alargada con proyecciones Colonias redondas, de aspecto SCH-L5
distales cremoso y plano

Células alargada con proyecciones Colonias redondas, de aspecto SCH-L6
distales cremoso y plano

Células redonda u ovaladas estado Colonias redondas, de aspecto SCH-L7
con yemas Cremoso y convexo.

Células redonda u ovaladas estado Colonias redondas, de aspecto SCH-L8
con yemas Cremoso y convexo.

SCH = Santiago de Chuco L = Levadura

Tabla 2. Produccion de biomasa (g), anhidrido carbénico (CO»/L) y productividad en base a la capacidad
fermentativa de los cultivos aislados de “Chicha de Jora” elaborada artesanalmente, del distrito de Santiago de
Chuco, La Libertad-Pert. Cultivadas en Caldo-Sabouraud-Sacarosado (10%, pH 5.6, a Temperatura Ambiente

25+ 1°C).

Cultivos Biomasa CO2 Productividad

(g levadura) (L) (get/glev. h)
SCH-L1 0,7846 0,0411 0,1084
SCH-L2 0,9288 0,0273 0,0626
SCH-L3 1,0279 0,0355 0,0324
SCH-L4 0,7517 0,0215 0,0258
SCH-LS 0,7438 0,0600 0,0555
SCH-L6 0,7785 0,0500 0,0440
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SCH-L7 0,6636 0,0200 0,0705

SCH-L8 0,5866 0,0315 0,1003
MIT- L51 - - 0,0365
SCH = Santiago de Chuco L = Levadura

Tabla 3. Evaluacion estadistica de comparaciones multiples, de la productividad de etanol de los cultivos
nativos aislados de “Chicha de Jora” elaborada artesanalmente, del distrito de Santiago de Chuco, La Libertad-
Pert y Saccharomyces cerevisiae MIT-L51, empleado como control.

Cultivo Diferencias de Error tipico Sig. (p - valor)
Medias
Cultivo SCH-L1 SCH-L2 ,0458 ,0120 ,0604
SCH-L3 ,0760% ,0120 ,0025
SCH-L4 ,0826* ,0120 ,0014
SCH-L5 ,0529* ,0120 ,0271
SCH-L6 ,0644* ,0120 ,0079
SCH-L7 ,0380 ,0120 ,1462
SCH-LS8 ,0081 ,0120 9979
MIT - L51 ,0450 ,0120 ,0665
Cultivo SCH-L1 -,0458 ,0120 ,0604
SCH-L2 SCH-L3 ,0302 ,0120 ,3322
SCH-L4 ,0368 ,0120 ,1660
SCH-L5 ,0072 ,0120 ,9991
SCH-L6 ,0186 ,0120 ,8091
SCH-L7 -,0079 ,0120 ,9984
SCH-LS8 -,0377 ,0120 ,1512
MIT - L51 -,0009 ,0120 1,000
Cultivo SCH-L1 -,0760* ,0120 ,0025
SCH-L3 SCH-L2 -,0302 ,0120 ,3322
SCH-L4 ,0066 ,0120 ,9995
SCH-L5 -,0231 ,0120 ,6183
SCH-L6 -,0116 ,0120 ,9804
SCH-L7 -,0381 ,0120 ,1446
SCH-LS8 -,0678* ,0120 ,0056
MIT - L51 -,0311 ,0120 ,3052
Cultivo SCH-L1 -,0826* ,0120 ,0014
SCH-L4 SCH-L2 -,0368 ,0120 ,1660
SCH-L3 -,0066 ,0120 ,9995
SCH-LS5 -,0297 ,0120 ,3505
SCH-L6 -,0182 ,0120 ,8242
SCH-L7 -,0447 ,0120 ,0688
SCH-LS8 -,0744* ,0120 ,0029
MIT - L51 -,0377 ,0120 ,1512
Cultivo SCH-L1 -,0529% ,0120 ,0271
SCH-LS5 SCH-L2 -,0072 ,0120 ,9991
SCH-L3 ,0231 ,0120 ,6183
SCH-L4 ,0297 ,0120 ,3505
SCH-L6 0115 ,0120 9818
SCH-L7 -,0150 ,0120 ,9238
SCH-LS8 -,0448 ,0120 ,0676
MIT - L51 -,0080 ,0120 ,9981

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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Tabla 3. (Continuacion) Evaluacion estadistica de comparaciones multiples, de la productividad de etanol de los
cultivos aislados de “Chicha de Jora” elaborada artesanalmente, del distrito de Santiago de Chuco, La Libertad-
Pert y Saccharomyces cerevisiae MIT-L51, empleado como control.

Cultivo Diferencias de Error tipico Sig. (p - valor)
Medias
Cultivo SCH-L1 -,0644* ,0120 ,0079
SCH-L6 SCH-L2 -,0186 ,0120 ,8091
SCH-L3 ,0116 ,0120 ,9804
SCH-L4 ,0182 ,0120 ,8242
SCH-L5 -,0114 ,0120 9818
SCH-L7 -,0264 ,0120 4711
SCH-LS8 -,0562* ,0120 ,0188
MIT - L51 -,0194 ,0120 , 7752
Cultivo SCH-L1 -,0380 ,0120 ,1462
SCH-L7 SCH-L2 ,0079 ,0120 ,9984
SCH-L3 ,0381 ,0120 ,1446
SCH-L4 ,0447 ,0120 ,0688
SCH-L5 ,0150 ,0120 9238
SCH-L6 ,0265 ,0120 4711
SCH-LS8 -,0298 ,0120 ,3455
MIT - L51 ,0070 ,0120 ,9993
Cultivo SCH-L1 -,0081 ,0120 9979
SCH-LS8 SCH-L2 ,0377 ,0120 ,1512
SCH-L3 ,0678% ,0120 ,0056
SCH-L4 ,0744%* ,0120 ,0029
SCH-L5 ,0448 ,0120 ,0676
SCH-L6 ,0562* ,0120 ,0188
SCH-L7 ,0298 ,0120 ,3455
MIT - L51 ,0368 ,0120 ,1660
MIT - L51 SCH-L1 -,0450 ,0120 ,0665
SCH-L2 ,0009 ,0120 1,0000
SCH-L3 ,0311 ,0120 ,3052
SCH-L4 ,0377 ,0120 ,1512
SCH-L5 ,0080 ,0120 9981
SCH-L6 ,0195 ,0120 ,7752
SCH-L7 -,0070 ,0120 9993
SCH-L8 -,0368 ,0120 ,1660

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
DISCUSION

La industria de la fermentacion microbiana ha experimentado un crecimiento revolucionario en los
ultimos afios que ha permitido la produccidon en gran escala de varias sustancias organicas entre ellas
el etanol, de importancia econémica para la pequefia y mediana industria de la producciéon de alcohol.
El aislamiento y seleccion de levaduras productoras de etanol es una practica que viene realizando el
hombre desde hace miles de afios, con el objeto de producir alcohol, bebidas alcohdlicas, pan, y
alimentos fermentados. Las propiedades de las bebidas fermentadas tradicionales como la “chicha de
jora” son el resultado combinado de la actividad metabdlica sinérgica de distintos tipos de levaduras y
grupos microbianos, junto con las caracteristicas del proceso de produccion.

La Chicha de Jora, es una bebida fermentada elaborada artesanalmente en el distrito de Santiago de
Chuco que por sus caracteristicas de elaboracion utilizan materias primas e insumos propios de la
zona. En los procesos de fermentacion, las levaduras brindan una contribucion util para el
mejoramiento del sabor y aceptabilidad del producto?!'22). Quiza la especie mas reconocida, tanto en
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bebidas fermentadas espontaneas como inoculadas, es S. cerevisiae®, siendo una de las de mayor
interés a nivel comercial, ya que produce y tolera altas concentraciones de etanol y sintetiza
compuestos volatiles que le brindan el sabor y aroma al producto final.

Estos conocimientos permitieron la investigacion del aislamiento y seleccion de levaduras nativas
productoras de etanol, asi en esta experiencia, se aislaron cultivos nativos puros de levaduras que
fueron evaluadas por el método de Davies-Griffith Modificado’, para determinar sus productividades
de etanol. Seleccionandose ocho cultivos de levaduras nativas que mostraron diferentes
productividades (en g etanol/g lev. h), y con diferencias estadisticamente significativas entre algunas
de ellas (Tabla 3). Estas levaduras nativas no superaron estadisticamente la productividad alcanzada
por el cultivo control de alta productividad S. cerevisiae MIT-L51 utilizada como referente, quien
fermentd en las mismas condiciones que las levaduras seleccionadas, pero si tuvieron una
productividad similar ya que segun la evaluacion estadistica de comparaciones multiples realizada no
muestran diferencia significativa con el cultivo control, este hallazgo muestra una informacion
relevante ya que los aislados realizados son levaduras de altas productividades con potencial uso
industrial.

Por otro lado comparando investigaciones se encontrd que Centurién2 realizé un trabajo sobre las
selecciones secundarias de levaduras “nativas” productoras de etanol aisladas de frutos de la Region
La Libertad-Pert, en Fragaria sp. “fresa”, Spondias purpurea “ciruela” y Vitis vinifera “uva” y
determinod que sus productividades superaban, en todos los casos, al cultivo control S. cerevisiae MIT
L51, y por ende a los cultivos seleccionados en este trabajo, pero a diferencia de esta investigacion que
se utiliz6 Caldo sabouraud Sacarosado al 10% (CSS), él utiliz6 una Soluciéon Azucarada Bufferada
Enriquecida (SABe), que incluye sales de K2ZHPO4 (0.2 g %) y NaH2PO4 (0.2 g%).

Es importante saber que las condiciones medio ambientales y las fuentes nutritivas en los medios de
aislamiento, seleccion y evaluacion de microorganismos (y para este caso la determinacion de la
capacidad fermentativa), juegan un rol importante en la comparacion de datos y la reproducibilidad de
los mismos. Por ello en la presente investigacion, se ha tenido en cuenta mantener las condiciones
constantes para todas las evaluaciones, toda vez que durante este proceso, pueden haber factores que
pueden influir sustancialmente, como es el caso de los diluyentes, esto en razéon de que se ha
encontrado que los diluyentes, como agua peptonada y destilada tienen influencia en los recuentos de
levaduras?s. En conclusion: (i) se aislaron, seleccionaron y conservaron ocho cultivos nativos de
levadura de alta productividad de etanol, a partir de "chicha de jora" elaborados artesanalmente en el
distrito de Santiago de Chuco, La Libertad-Pert, (ii) se identificaron macroscopicamente y
microscopicamente ocho cultivos nativos de levaduras nativas productoras de etanol, aisladas de
“chicha de jora” elaborados artesanalmente en el distrito de Santiago de Chuco, (iii) se determin6 de
acuerdo al andlisis estadistico de comparaciones multiples, diferencia significativa entre las
productividades de algunos de los ocho cultivos nativos de levaduras productoras de etanol (Tabla 3),
aislados a partir de "chicha de jora" elaborada artesanalmente en el distrito de Santiago de Chuco y
(iv) no se encontrd diferencia significativa entre el cultivo control referente de S. cerevisiae MIT-L51
y los ocho cultivos nativos de levaduras productoras de etanol aislados a partir de "chicha de jora"
elaborada artesanalmente en el distrito de Santiago de Chuco.
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