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Resumen

En Colombia el conocimiento de la comunidad levadutiforme ha sido limitado, ya que los estudios se han
enfocado principalmente en especies de interés clinico. Las fermentaciones espontaneas a partir de diversos
sustratos representan habitats de gran importancia para el estudio de la dinimica de las poblaciones de leva-
duras nativas, por esta razén, en el presente estudio se aislaron e identificaron las levaduras asociadas a las
chichas de maiz, pifia y arracacha, que son bebidas fermentadas de manera artesanal en Colombia.

Se realiz6 el aislamiento de las levaduras mas representativas de la chicha durante sus tres fases de fermenta-
cion: inicial, tumultuosa y final. Inicialmente, se hizo una caracterizacién parcial de los aislados, que incluy6
pruebas fisiologicas, y medicion de su capacidad para producir filamentos y esporas. Sin embargo, debido a
que estas técnicas no fueron suficientes para identificar los aislados hasta el nivel taxonémico de género o de
especie, se complement6 el estudio de cada aislado empleando técnicas moleculares basadas en el analisis de
restriccion del gen tRNA 5.8S y los espaciadores transcritos internos (ITS1 e ITS2). Cuando el empleo de
esta técnica no permitié obtener resultados definitivos y para confirmar las asignaciones realizadas usando
PCR-RFLPs, se secuencié el dominio D1/D2 del gen 26S tRNA de los aislados mas representativos.

Mediante estas técnicas se lograron identificar las especies mas representativas de los tres tipos de chicha:
Candida tropicalis, Pichia klnyveri, Pichia guilliermondii, Hanseniapora guilliermondii, Pichia fermentans, Saccharomyces
cerevisiae, Candida maltosa, Rhodotornla glutinis, Torulaspora delbrueckii, Hanseniaspora uvarum, Kazachstania exigna,
Kluyveromyces marscianus, Yarrowia hpolitica, Candida parapsilosis, Debaromyces hansenii, Cryptococcus arboriformis, Sac-
charomyces martiniae, Dekkera anomala, Aureobasidium pullulans y Candida pseundointermedia. La caracterizacion preli-
minar de los aislados obtenidos, basada en pruebas de tolerancia a etanol y halo-tolerancia, permitié identificar
levaduras nativas con posible utilizacién biotecnoldgica en el sector industrial.
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Abstract

In Colombia, knowledge about yeast communities has been limited because most reports have focused on
yeast species with clinical relevance. The spontancous fermentation of different substrates creates important
habitats for analyzing wild yeast populations; for this reason, in this study we isolated and identified yeasts
associated with the “chichas” of corn, pineapple, and “arracacha,” which are traditional fermented Colom-
bian beverages.

The most representative yeasts were isolated from “chicha” during its three phases of fermentation: initial,
tumultuous and final. Initially, we made a partial characterization of isolated yeasts, including macroscopic
and microscopic descriptions, physiological tests, and measurement of capacity for producing spores and
filaments. However, because these techniques were not sufficient for identification of isolated yeasts to the
level of genus and species, the study was complemented by using molecular techniques based on restriction
analysis of the I'TS1-5.85 rRNA gene-ITS2. When this technique did not permit us to obtain positive results
and confirm the PCR-RFLP results, we used the sequence of the D1/D2 domain of the 26S rRNA gene
instead for most representative isolates.

With these techniques, we identified the most representative yeast species of the three classes of “chicha™
Candida  tropicalis, Pichia kluyveri, Pichia guilliermondii, Hanseniapora guilliermondii, Pichia fermentans, Saccharomyces
cerevisiae, Candida maltosa, Rhodotornla glutinis, Torulaspora delbrueckii, Hanseniaspora uvarum, Kazachstania exigna,
Kluyveromyces marxianus, Yarrowia hpolitica, Candida parapsilosis, Debaromyces hansenii, Cryptococcus arboriformis, Sa-
ccharomyces martiniae, Dekkera anomala, Aureobasidium pullulans and Candida psendointermedia. The preliminary
characterization of isolated yeasts, based on ethanol-tolerance and salt-tolerance tests, permitted recognition
of wild yeasts for possible biotechnological uses in industry.

Keywords: Yeasts, diversity, “chicha”, molecular identification, biotechnology
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holico de la chicha varfa entre 2 a 12 por ciento
(v/v) (Steinkraus, 1995)

Introduccién Alo largo de la fermentacién se presenta

una dinamica y sucesiéon de la comunidad le-

La chicha es una bebida alcohdlica tradi- vaduriforme, directamente relacionada con el

cional producida en Colombia y otros paises
suramericanos como Ecuador, Pert y Bolivia
(Rodriguez et al., 2005). Para la obtencién de
esta bebida se utilizan diferentes sustratos, tales
como el maiz (Zea mays), pifia (Ananas comosus),
arracacha (Arracacia xanthorbriza), chontaduro
(Bactris gasipaes), mani (Arachis hypogaea) y trigo
(Triticum sativum) (Bristol, 1988; Cutler and Car-
denas, 1947; Hayashida, 2008). En términos
generales, su preparaciéon consta de la mezcla
de la materia prima con agua, “panela” (cafia
de azucar) y otros suplementos (clavos, canela,
hojas de naranja), que varfan de acuerdo al sus-
trato empleado. El proceso de fermentacion
puede durar de 15 a 20 dias para cereales y 4
a 8 dfas en frutas y tubérculos, a temperatura
ambiente (de 10°C a 32°C). El contenido alco-

aumento en la concentracion de alcohol y va-
riabilidad de compuestos organicos. Al inicio
del proceso es posible detectar la mayor diver-
sidad de levaduras, y a medida que el proceso
avanza a las fases intermedia y final aparecen
levaduras que se caracterizan principalmente
por su alcohol-resistencia y alto poder fermen-
tativo como la especie Saccharomyces cerevisiae. La
intervencion de las diferentes especies de leva-
duras aportan propiedades organolépticas al
producto final (Esteve-Zarzoso ¢t al., 2001).

En Colombia se desconoce casi por
completo la diversidad de levaduras asociadas
a suelos, aguas, alimentos y ain a los proce-
sos fermentativos. En este sentido, Duarte ¢/
al. (1994) evaluaron la diversidad de levaduras
del género Cryptococcus presentes en arboles

Levaduras asociadas a chichas colombianas
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de Eucaliptos de Bogota, siendo clasificadas
de acuerdo a caracteristicas morfolégicas y
bioquimicas. Vanegas ¢f al. (2004) aislaron e
identificaron levaduras nativas colombianas de
los géneros Candida, Cryptococcus y Rhbodotorula
a partir de diferentes sustratos, usando el kit
API-20C AUX. Solamente Osorio-Cadavid e7
al. (2008) evaluaron la diversidad de levaduras
de la bebida fermentada “champus” mediante
técnicas moleculares, identificando levaduras
tales como S. cerevisiae, Issatchenkia orientalis, P.
Sfermentans, Zygosaccharomyces fermentati, Torunlospo-
ra delbrunekii, Hanseniaspora spp., P. klnyveri var.
kinyvers, y Galactomyces geotrichum.

El propésito de esta investigacion fue
analizar la riqueza de especies de levaduras y
hongos levaduriformes asociada a la produc-
cién de tres clases de chicha. De esta forma,
este trabajo representa el primer reporte so-
bre la caracterizacién por métodos molecula-
res de la composicion de levaduras nativas, a
nivel de especie, que estan implicadas durante
la fermentacién de la chicha a partir de dife-

rentes sustratos (pifia, maiz y arracacha), en
Colombia.

Materiales y métodos

Preparacion de las chichas

Las chichas de maiz, pina y arracacha fue-
ron preparadas en cinco repeticiones. La tabla
1 muestra el diagrama de flujo de la prepara-
cion de las diferentes chichas. La chicha de pifia
se prepara afiadiendo agua y panela a cascaras
de pifia, dejando fermentar espontaneamente
entre 3 y 6 dfas. Por otro lado, para la prepara-
cién de las chichas de maiz y arracacha se debe
realizar la coccion previa del sustrato antes de
mezclar con otros ingredientes como la pane-
la, clavos, entre otros, dejandose fermentar en
recipientes de vidrio con tapa plastica entre 15
y 20 dias para maiz y 5 a 8 dias para pifia y
arracacha.

Tabla 1. Esquema de preparacion de la chicha a partir de pina, maiz o arracacha. Cualquier clase de
chicha se prepara mezclando ingredientes como la panela (calidad comercial) en el sustrato empleado
y dejandose fermentar espontaneamente hasta obtener el producto final.

Pina (90g de cascara

Sustrato variedad cayena lisa) Maiz (100g) Arracacha (150g)
agua Hasta 11
Cocinar no 2h (en ebullicion) 30min (en ebullicion)
Licuar no si si
Dejar enfriar no 25-352C
Adicién 2 clavos, 50g 3 Cla.vos, 908 de panela,
suplementos 60g de panela de panela 4 astilllas de cane'la,

2 hojas de naranja

Calentar no 20min
Dejar enfriar no 25-35°C
Fermentar 25-35°C 3-6 dias 15-20 dfas 5-8 dias
Producto final Chicha
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Aislamiento de levaduras

De cada chicha preparada se tomaron
tres muestras en cada una de las fases de la
fermentacién: inicial (cuando todos los in-
gredientes estaban reunidos), tumultuosa
(se presentaba burbujeo apreciable y acumu-
laciéon de gas) y final (una vez finalizado el
burbujeo), cada una con tres repeticiones. A
partir de cada muestra, se hicieron diluciones
seriadas (107-107) y de cada dilucién se to-
maron 100ul para la siembra por dispersién
en medio de cultivo YPDA (1% extracto de
levadura, 2% peptona, 2% de glucosa, 2%
agar-agar) suplementado con 25mg/1 de pe-
nicilina y cloramfenicol. Las placas se incu-
baron a 30°C durante 2 a 3 dias. Un nimero
aleatorio de cada tipo de colonia fue aislado
para su posterior identificacion.

Caracterizacién fenotipica

Los aislados fueron analizados segun cri-
terios morfologicos y fisiolégicos de acuerdo
a las descripciones realizadas por Boekhout
¢t al. (2004). Se evalu6 la morfologia celular,
modo de reproduccién vegetativa y caracteri-
zacioén fisiolégica. La habilidad para fermentar
(2% de fuente de carbono) y asimilar (0.5% de
fuente de carbono) glucosa, maltosa, sacarosa,
galactosa y xilosa fue evaluada por la acumula-
cién de didxido de carbono en tubos durham
y turbidez en escala de Wickerham, respecti-
vamente. Finalmente, se evalu6 la halo-tole-
rancia (10, 15% p/v) y tolerancia a etanol (10
y 15% v/v) en medio YPDA (Boekhout ¢ 4.
2004). Todas las pruebas fisiologicas se reali-
zaron a 30°C.

Extraccién y cuantificacién

de ADN

La extraccién del ADN de levaduras se
realiz6 utilizando la metodologia descrita por
Osorio-Cadavid ef a/. (2009). La cuantifica-
cién se realizé mediante espectrofotometria
a 260nm y se determiné la pureza median-

te la relacién espectrofotométrica A260/
A280nm.

Identificacion molecular
de levaduras

La identificaciéon de los aislados fue
llevado a cabo por PCR-RFLP de la region
ITS1-5.88 tDNA-ITS2 como lo describe
Esteve-Zarzoso et al. (1999). Para la amplifi-
cacién, los primers usados fueron ITS1 (5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") e ITS4
(5"-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3")
(White ez al. 1990). Los productos de PCR fue-
ron digeridos con 1U de las endonucleasas Hae
1L, Hinf 1y Cfo 1 (Fermentas, USA) a 37°C
por 2h.

Para la amplificacién, se tomaron 7yl
(aproximadamente 1ng/pl) de ADN extraido
y se resuspendio en 28ul de mezcla de PCR:
0.5uM ITS1, 0.5uM ITS4, 10pM dNTPs, 1X
NH,", 1.5mM MgCl, y 1U de Taq Polimera-
sa. Las reacciones fueron llevadas a cabo en
un termociclador automatico (M.]. Research,
USA), bajo las siguientes condiciones: desna-
turalizacion inicial a 94°C por 5 minutos, 30
ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 1 min,
apareamiento a 55°C por 1 min, y extension
a 72°C por 2 min, con una extension final de
10 min a 72°C. (Esteve-Zarzoso ¢t al., 1999).
Los productos de PCR y fragmentos de res-
triccién fueron analizados en geles de agaro-
sa al 1.5%, en buffer TBE 1X (Tris-Borato,
EDTA). Los geles fueron tefiidos con bro-
muro de etidio. Los tamafios de los fragmen-
tos fueron estimados por comparacion con
un marcador de peso molecular 50-1000pb
(Fermentas, USA), usando el software UVI-
gelStartMw v11.0©

Los patrones obtenidos fueron compa-
rados con la base de datos de identificacién
rapida de levaduras Yeast-id.com del Consejo
Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC),
Espafia. Se tomd como control positivo para
analisis morfologicos, bioquimicos y molecula-
res la cepa comercial RH218 (ATCC) de Saccha-
romyces cerevisiae.

Levaduras asociadas a chichas colombianas
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Secuenciacién del Dominio D1/D2
del gen ribosomal 26S

La secuenciacién del dominio D1/
D2 de la subunidad grande del gen rti-
bosomal 26S fue llevada a cabo para los
grupos principales de los aislados, e identi-
ficaciones dudosas, de acuerdo a Kurtzman
and Robnett (1998). Para la amplificacion del
dominio D1/D2 se usaron los primers NL1 (5
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3")y
NL4 (5-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3").
Las reacciones fueron llevados a cabo en un
termociclador (Multigene-Labnet, USA) bajo
las siguientes condiciones: desnaturalizacion
inicial a 94°C por 5 minutos, 30 ciclos de des-
naturalizacion a 94°C por 1 min, apareamiento
a 55°C por 30 seg, y extension a 72°C por 1
min, con una extension final de 10 min a 72°C.
(Osortio-Cadavid e al., 2008).

Los productos de PCR fueron purificados
y secuenciados por la empresa MACROGEN
(USA) bajo las condiciones estandarizadas por
ellos. Posteriormente, las secuencias fueron en-
sambladas mediante el software Chromas Pro v.
1.42 ® y compatadas con las secuencias tepot-
tadas en el GenBank usando el algoritmo “Ba-
sic Local Alignment Search Tool (BLAST)”.

Resultados

A partir de 196 cepas aisladas de levadu-
ras y hongos levaduriformes, fueron obtenidos
22 perfiles de restriccion diferentes. La tabla 2
contiene las longitudes de los amplificados por
PCR y de los fragmentos obtenidos después de
la digestion con las tres enzimas de restriccion.
Nueve de los 22 grupos fueron identificados
después de comparar los pesos moleculares de
los productos de restriccién con la base de da-
tos Yeast-id.com (Esteve-Zarzoso ef al., 1999;
Guillamén ez al., 1998). Las especies asignadas
para estos grupos fueron Saccharomyces cerevisiae,
Candida tropicalis, Pichia guilliermondii, C. parap-
silosis, K. martiniae, C. maltosa, Rhodotorula gluti-
nis, Dekkera anomala, C. psendointermedia. Para la
identificacién de los demas grupos y confirma-

cion de los anteriores, fue necesaria la secuen-
ciacién del dominio D1/D2 de la subunidad
grande 26S rDNA. En total, se analizaron 50
aislados mediante esta técnica y se asignaron a
nivel taxonémico de especie con homologias
entre 98 y 100% usando el algoritmo BLAST
de la base de datos GenBank. La identificacion
de los grupos 11, V, VII, X, XIV y XXII fue
confirmada comparando las secuencias con el
GenBank. Por otro lado, los aislamientos de
los otros grupos solo pudieron ser identifica-
dos mediante secuenciacién, ya que el método
PCR-RFLP no lo permitié hacer. De esta for-
ma, fueron identificadas hasta nivel de especie
el 95% de las cepas estudiadas.

La riqueza y abundancia de levaduras en-
contradas en cada uno de los diferentes tipos
de chicha de acuerdo a su fase de fermentacion
se muestran en la tabla 2. Las especies que pre-
sentaron mayor abundancia en las tres chichas
tueron Saccharomyces cerevisiae (15%), Pichia gui-
Uiermondii (18%) y Candida tropicalis (18%). En la
chicha de pifia no se encontrd ninguna especie
que estuviera presente en las tres fases de fer-
mentacion, a diferencia de lo encontrado en las
chichas de maiz (C. #ropicalis) y de arracacha (H.
uvarumy P. luyveri). La especie P. kluyveri estuvo
presente en la fase inicial de las tres chichas,
mientras que S. cerevisiae se presenté en las fases
tumultuosa y final. Especies como H. guillier-
mondii y P. guilliermondii fueron compartidas en
la chicha de maiz y pifia, y C. tropicalis en maiz y
arracacha. Las demas especies (tabla 3) fueron
aislados tnicos para cada tipo de chicha.

En la tabla 4 se muestran las principales
caracteristicas de los grupos obtenidos a par-
tir de las chichas. Entre los aislados, 96 de los
196 crecieron en una concentracion de etanol
del 15% (v/v), 65 presentaron filamentacion,
90 fermentaron glucosa en un lapso de tiempo
no mayor a 7 dias, 6 toleraron concentraciones
del 15% (p/v) de NaCl, y s6lo 3 pudieron de-
gradar el almidén. Por otro lado, se realizaron
pruebas de asimilacion de xilosa y galactosa y
de fermentacion de galactosa encontrando que
35 aislados fueron positivos para la asimilacion
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Tabla 2. Tamafos de los productos de PCR y fragmentos de restriccion obtenidos
para los aislados de levaduras.

T - Prodtfc'to de Fragmentos de restriccion
Amplificado Hinf1 Hhal (Cfol) | BsuR 1 (Hae Ill)

| H. uvarum 750 350+200+160 330+110 750

1l S. cerevisiae 850 370+140 360+320 290+200+150

] P. kluyveri 450 250+210 180+130+90 370

\% K. exigua 700 340+240+130 370+300 440+220

V C. tropicalis 520 270 300+260 440

VI H. guilliermondii 780 360+200+160 340+320+105 780

VI P. guilliermondlii 625 300+260 400+115+90

Vil P. fermentans 450 320+300 170+100+100+80 340+90

IX A. pullulans 593 iggﬁggﬂ 35 185+173+96 428+150

X C. parapsilosis 540 270 300+245 390+120

X1 D. hansenii 650 650 650 410+150+90

Xl Y. lypolitica 450 220 240+200 410

Xl acrrgﬁﬁiofgro;fsus 600 3304280 300 450

XIvV K. martiniae 790 380+360 320+210+160+100 790

XV C. maltosa 600 326+300 600

XVI T. delbrueckii 830 450+410 344+273 834

XVII R. glutinis 609 376+253 343+236+163 423+246

XVIII K. marxianus 646 2114173 3324253 2114173

XIX D. anomala 724 344+204+186 282+184 722

XX C. pseudointermedia 522 300+144 378

XXI Candida sp. 527 218+146 218 409

XXII Issatchenkia sp. 470 ;Zg:} gg ;gé:iji 326

Levaduras asociadas a chichas colombianas
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Tabla 3. Especies y nimero de aislados por especie encontrados en las chichas de pifa,
maiz y arracacha en cada una de sus fases de fermentacion (1- inicial, 2- tumultuosa, 3- final),
ordenados por abundancia.

Especie Maiz Pina Arracacha Total

Fase 1 2 3 1 2 3 1 2 3

C. tropicalis 12 12 5 6 35
P. guilliermondii 1 17 7 10 35
S. cerevisiae 3 1 2 13 3 7 29
P. kluyveri 4 2 1 1 12 2 22
H. uvarum 6 8 3 17
P. fermentans 12 4 16
H. guilliermondii 5 2 2 1 10
Aureobasidium pullulans 6 6
K. exigua 4 4
Candida sp. 3 3
Issatchenkia sp. 3 3
Rhodotorula glutinis 2 2
Hanseniaspora sp. 3 2 2
C. parapsilosis 1 1
D. hansenii 1 1
Y. lypolitica 1 1
Cryptococcus arboriformis 1 1
K. martiniae 1 1
Dekkera anomala 1 1
C. pseudointermedia 1 1
Kluyveromyces marxianus 1 1
C. maltosa 1 1
Torulaspora delbrueckii 1 1
Hanseniaspora sp. 1 1 1
Hanseniaspora sp. 2 1 1
Total 17 52 13 19 20 16 12 35 12 196
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de estos azucares, y 3 lograron fermentar galac-
tosa en menos de 7 dias.

Discusion

Las bebidas fermentadas tradicionales,
preparadas con variedades de sustrato (cereales,
frutas y tubérculos) son de gran valor cultural
en distintos lugares del mundo. Aunque la mi-
crobiota de estos productos es compleja y des-
conocida, se han reportado levaduras que estan
involucradas en diferentes tipos de alimentos

y bebidas fermentadas artesanales (Zulu ef al.,
1997; Torner et al., 1992; Gadaga ¢f al., 2001)

En las chichas de pifia y arracacha se pre-
sentd un patrén de riqueza aparentemente si-
milar a lo reportado en otros estudios (Suarez
et al., 2007; Bovo et al., 2009), que se caracteriza
por la presencia de gran cantidad de especies

diferentes de levaduras con pocos aislados re-
presentativos, y la dominancia casi completa
por parte de S. cerevisiae al final de la fermenta-
cion. Contrario a esto, la chicha de maiz mos-
tré una menor riqueza de especies en la fase
inicial de la fermentacién debido a la coccién
prolongada del sustrato durante la preparacion
de la bebida. En la fase tumultuosa, la riqueza
de especies fue similar a las otras chichas, no
obstante, en la fase final no se presenté domi-
nancia de S. cerevisiae.

El analisis de los aislados mostré que, en
la chicha de maiz, las especies dominantes fue-
ron C. tropicalis, P. guilliermondii y P. fermentans.
Para la chicha de pifia las especies mas repre-
sentativas fueron P. guilliermondii y S. cerevisiae.
Finalmente, en la chicha de arracacha domina-
ron las especies H. uvarum, P. klnyveri y S. cerevi-
siae. La participacion de estas especies ha sido

Tabla 4. Algunas caracteristicas fenotipicas de las levaduras mas representativas aisladas
de las chichas de pifia, maiz y arracacha.

Levaduras asociadas a chichas colombianas

Resistencia
4 = = o = c ° =
N N} = \ \ =
. 2 | 8| S| Eg| €| €| EE| w 2 g
= = 5| £ | g8| 8| 35|28 N 2 ]
2 s | 2| 5| E5| B3| 58| ER| = | B £F
[} = S Q = T = — \n 1=
g S| 8| E| 8| E8| E®| £ % g | g
s|E| |7 &7 |2 |97 5 | 3
H. uvarum 17 1 2 2
S. cerevisiae 29 27 14 6 29 2 13 1
P. kluyveri 22 1 4 13 6 1 5 1
K. exigua 4 4 1 2 4 1 2
C. tropicalis 35 35 6 5 29 29 29
H. guilliermondii 10 7 3 7
P. guilliermondii 35 20 19 18 18
P. fermentans 16 4 17 16
A. pullulans 6 5
Total 196 28 65 64 14 90 58 96 6 3
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reportada en otros estudios de bebidas fermen-
tadas (Osorio-Cadavid ¢ a/., 2008; Sefa-Dedeh
¢t al., 1999; Jeyaram ez al., 2008).

Candida  tropicalis estuvo presente en las
tres fases de la fermentacién de la chicha de
maiz y en la fase tumultuosa de la chicha de
arracacha. Sefa-Dedeh ez a/l. (1999) encontraron
esta especie en “pito”, una bebida fermentada
tradicional de Ghana (Africa), que se realiza
a base de cereales como el maiz y el sorgo. Su
presencia en este tipo de bebidas puede estar
relacionada con su capacidad de degradar car-
bohidratos complejos (Rodriguez ez al, 2000).
Por otro lado, Pichia guilliermondii fue registrado
en la fase inicial y tumultuosa de las chichas de
maiz y pifia. Esta especie fue aislada por Mo-
rrissey et al. (2004), durante la fermentacion
de la cidra, Jeyaram ez a/. (2008) en el “hamei”,
un vino de arroz tradicional de la India, Zott
et al. (2008), evaluando la dindmica y diversi-
dad de levaduras no-Saccharomyces durante las
etapas tempranas de la elaboracién del vino.
Algunas investigaciones relacionadas con la
contaminacién de vinos, han reportado a Pichia
guilliermondii como responsable de la pérdida
de varias caracterfsticas organolépticas impot-
tantes en vinos almacenados (Dias ez a/, 2003).
Pichia fermentans tue aislada unicamente en las
fases tumultuosa y final de la chicha de maiz.
Esta especie ha sido encontrada en otros tipos
de bebidas fermentadas, como el “champus”
donde fue reportada como una de las levaduras
fermentativas dominantes (Osorio-Cadavid ez
al., 2008). Clemente-Jiménez ¢f al. (2004) iden-
tificaron esta especie durante la fermentacion
espontanea de 6 variedades de mosto de uvas.

Quiza la especie mas reconocida, tanto en
bebidas fermentadas espontineas como inocu-
ladas, es S. cerevisiae (Jespersen, 2003), 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.
En las bebidas estudiadas, fue registrada en las
fases tumultuosa y final con alta dominancia en
pifia y arracacha. Omemu ¢ a/. (2007) aislaron
estas cepas de “ogy”’, una bebida que se produ-

ce de la fermentacién del maiz, sorgo o millo
en los paises del oeste de Africa. Ademas, Oso-
rio-Cadavid ez al. (2008), reportaron esta espe-
cie en el “champuas”. H. wvarum fue registrada
solamente para la chicha de arracacha en las
tres fases fermentativas. Mingorance-Cazorla e#
al. (2003) la reportan como una levadura poco
resistente a altas concentraciones de alcohol,
que sugiere, dependiendo de la dindmica de
comunidades microbianas, una alta variabilidad
de contenido alcoholico en el producto final,
ademas, participa en la produccién de ésteres
(Clemente-Jimenez ez al., 2004). Pichia klnyver:
fue registrada en las tres chichas y en la lite-
ratura ha sido utilizada como una especie co-
fermentativa en procesos de produccion de
bebidas fermentadas, uno de estos involuct6 la
produccién de tioles volatiles que afiaden aro-
ma y sabor al “Sauvignon Blanc” de Nueva
Zelanda. Osorio-Cadavid ¢f a/. (2008) también
mostraron la importancia de esta especie en
la produccién de compuestos volatiles, detec-
tando la produccion de caprilato de butilo en
la bebida tradicional colombiana “champus”.
Ademas, Ferreira ¢ al. (2008) resaltan la im-
portancia de Pichia fluyveri por su alta actividad
pectinolitica a lo largo de la fermentacion de la
pulpa y el mucilago de café.

Las propiedades de las bebidas fermen-
tadas tradicionales son el resultado combinado
de la actividad metabdlica sinérgica de grupos
microbianos o cepas unicas, junto con las ca-
racteristicas del proceso de produccién. En los
procesos de fermentacién, las levaduras brin-
dan una contribucién util para el mejoramiento
del sabor y aceptabilidad del producto (Banigo
et al., 1974; Odunfa and Adeyele, 1985). Nues-
tros resultados mostraron que las especies de
levaduras y cepas aisladas de estos tres tipos de
chicha colombiana, poseen una gran diversidad
metabdlica, que representa una fuente impoz-
tante de nuevos biotipos de levaduras con po-
tencial aplicacién en la industria.

Conclusiones
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Este estudio brinda informacién impor-
tante sobre la diversidad de la microbiota en
bebidas fermentadas artesanales colombianas.
Especies como Y. lpolytica y K. exigna no han
sido reportadas en otras bebidas fermentadas.
Los datos obtenidos en este estudio pueden ser
utiles para la seleccion de levaduras con carac-
teristicas deseables para la industria. Finalmen-
te, es importante la evaluaciéon del potencial
biotecnoldgico de estos aislados, en futuras
investigaciones.
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