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1. Resumen.

La fermentacion es un proceso bioldgico, en el cual se lleva a cabo la transformacion de
determinados azucares como glucosa, fructosa, etc., dando como resultado un alcohol a
modo de etanol y CO,, brindando de esta manera determinada capacidad metabolica al
microorganismo dependiendo también del carbohidrato que transforme. Algunas levaduras
presentan actividad osmotolerante provenientes de medios hipertdnicos y poseen cierta
actividad caracteristica frente a algunos carbohidratos, lo que permite su uso dentro de
procesos de transformacion de residuos ricos en azucares y elevadas concentraciones de
sustratos. Por lo tanto, en el presente trabajo se realizo el aislamiento de 29 cepas de
levaduras provenientes de distintos tipos de miel de abeja, a los cuales se les realiz6 la
determinacion de su actividad osmotolerante usando el medio YMA a 40% y 60% de
azucares, dando como resultado la seleccion de 20 de cllas. A las scleccionadas se
determind cualitativamente la actividad metabdlica utilizando el medio YFM al 10% de
azucares en donde dicha capacidad se observo a través de la produccion de gas y cambio en
el color del medio. Se cuantificod el consumo de los carbohidratos a través de cromatografia
liquida (HPLC) y se seleccionaron 7 cepas con la mejor actividad metabolica. Para su
identificacion se sembrd por estria cruzada en CHROMagar Candida. Se reportd la
presencia de 4 cepas del género Saccharomyces, 2 del género Candida, y 1 del género

Kluyveromyces.



2. Introduccion.

El término fermentacion se utiliza tradicionalmente en microbiologia industrial para
describir los procesos de transformacion empleando microorganismos con propositos
industriales. La fermentacion etilica, también conocida como fermentacion alcoholica, o
del etanol, es un proceso de tipo bioldgico, en el cual se lleva a cabo una fermentacioén en
ausencia de oxigeno. Esta se debe a la capacidad metabodlica de ciertos microorganismos,
los cuales se encargan de transformar azucares, como la glucosa, la fructosa, etc., dando
como resultado un alcohol a modo de etanol, CO, y ATP, moléculas que son utilizadas por

los propios microorganismos para la generacion de energia.

La mayor parte de las levaduras aisladas comiinmente crecen mejor en medios que
disponen de gran cantidad de agua. Algunas levaduras son osmotolerantes y soportan una
actividad de agua del orden de 0.65, valor al que ningin otro microorganismo puede

desarrollarse.

La miel es aquella sustancia dulce natural producida por las abejas a partir del néctar
de las flores o de secreciones de otras partes vivas de la planta, que las abejas recogen,
transforman y combinan con sustancias especificas propias. La composicion, el aspecto, el
sabor, el color, entre otras caracteristicas, varian mucho dependiendo de las flores que
provienen, de su origen, de la region y de su madurez. Debido a su alto contenido en
azucares, la miel es un producto que posee una flora nativa compuesta por levaduras,
hongos y algunas bacterias, las cuales poseen una alta tolerancia a presiones osmoticas
elevadas y que en cierto modo, su presencia puede ser considerada como una fuente de

contaminacion y deterioro para la miel como para los productos derivados.

Por todo lo anterior, el objetivo general de este trabajo es la obtencion,
caracterizacion e identificacion de levaduras osmotolerantes aisladas de miel de distintas
fuentes florales que posean tolerancia a altas concentraciones de azlicares y que pudiesen
ser usadas dentro de distintos procesos fermentativos utiles a la industria para la

eliminacion de residuos y/o transformacion en compuestos orgdnicos de interés.



3. Marco teorico.

3.1 Presion osmotica.
Desde el punto de vista fisicoquimico, lapresion osmotica puede definirse como
la presion que se debe aplicar a una solucion para detener el flujo neto de disolvente a

través de una membrana semipermeable.”

Los microorganismos osmotolerantes poseen un efecto de adaptacion a la presion
osmoética extracelular manteniendo elevada su concentracion interna de solutos, esto lo
realizan bombeando iones del exterior celular al interior, sintetizando y/o concentrando
distintos solutos (azucares, polialcoholes y aminoacidos). Las cantidades maximas que un
microorganismo puede acumular de dichos solutos estd determinada por la especie y

genero.

La utilizacion de elevadas concentraciones tanto de sal como de azicar para la
conservacion de distintos alimentos se basa en los efectos de la presion osmética. Las altas
concentraciones de estas sustancias crean un ambiente hipertéonico que propicia la
migracion del agua del interior de las células microbianas. Este principio se utiliza en la

conservacion de alimentos a nivel industrial.

Como regla bésica, los hongos filamentosos y las levaduras son mas capaces que las

bacterias para desarrollarse en ambientes con baja humedad o alta presion osmética.>

3.1.1 Osmotolerancia en levaduras.

Las levaduras osmotolerantes se encuentran entre los grupos de microorganismos con
menor frecuencia de estudio, pero constituyen un modelo de investigacion del metabolismo
de azucares, tanto que asi mismo representan fuentes muy apropiadas de subproductos con

gran importancia e impacto en la industria.'®*'

Debido a que este tipo de levaduras son contaminantes de productos de la industria

alimentaria, ha surgido un gran interés en investigar y comprender los mecanismos que les



permiten proliferar en ambientes tan extremos; asi como, conocer aquellas aplicaciones que

pudieran tener dentro de la industria.

Actualmente, el uso de las levaduras abarca areas diferentes a las de las fermentaciones
tradicionales para uso alimentario. Con el desarrollo de nuevas técnicas moleculares, es
posible manipular genéticamente a las levaduras para producir una gran variedad de
productos, tales como enzimas comerciales, agentes biofarmacéuticos, enzimas para
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biologia molecular, productos quimicos, etc.

3.2 Levaduras.
Las levaduras estan agrupadas en unas 350 especies y clasificadas a su vez en 39 géneros,
lo que muestra que dentro de los hongos son un pequefio grupo. Son bastante heterogéneas

en su morfologia y fisiologia, la forma habitual en que se encuentran es unicelular.®

3.2.1 Generalidades.

Las células de levaduras son relativamente grandes si se les compara con una bacteria
comun. Su tamafo varia entre 1-5 um de largo y 5-30 wm de ancho, aunque la mayoria
oscila entre 3 y 8 um de diametro.® Bajo buenas condiciones nutricionales, puede dividirse
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cada 90 minutos por brotacion.

Se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza, localizadas en suelos, en la
superficie de las frutas, en néctar de flores, y en ambientes acudticos. La mayoria son
saprofitas y proliferan en materia orgdnica en descomposicion, de estas, aquellas que
poseen caracteristicas fermentativas llevan a cabo la fermentacioén alcohdlica de azucares,

caracteristica que ha sido aprovechada por el hombre desde tiempos muy remotos.®

3.2.2 Estructura.
La levadura es un hongo de una sola célula eucarionte, con un genoma de cromosomas

lineales individuales contenidos en un nucleo y con organelos citoplasmaticos, como el



reticulo citoplasmatico, el aparato de Golgi, mitocondrias, peroxisomas, y unas vacuolas

. . 15
andlogas a los lisosomas.

Una levadura tipica presenta forma ovoide aunque también las hay alargadas,
esféricas, en forma de pera o limon e incluso triangulares. Cada especie tiene su propia
forma caracteristica, pero en un cultivo puro se puede observar que existe cierta variacion
en el tamafio y la forma de las células, dicha variacion se puede deber a la edad del cultivo

y del medio donde se encuentren.®

3.2.3 Metabolismo.

Las levaduras son organismos heterdtrofos, por lo tanto requieren de carbono orgéanico para
obtener energia y para sintesis de sus componentes celulares. Dichos requerimientos
pueden variar considerablemente entre las distintas especies. Los azucares constituyen el
mejor alimento energético de las levaduras. Muchas pueden catabolizar la glucosa ya sea en
forma aerobia (respiracion) o anaerobia (fermentacion). Bajo condiciones aerobias, pueden
oxidar completamente la glucosa hasta didoxido de carbono y agua, produciendo productos

;s ros . .. 8
como acidos organicos y otros compuestos intermediarios.

Estas pueden obtener el nitrogeno que necesitan para la sintesis de proteinas tanto de

. y . . ;. .« . + .
sustancias organicas como inorganicas. El cation amonio (NH;) es especialmente
asimilable, en un medio que contenga nitrégeno mineral, por lo que los aminoacidos no son
indispensables para las levaduras, lo que puede garantizar un buen desarrollo en una

fermentacion alcohdlica. !

3.3 Fermentacion.
La fermentacion se puede definir como un proceso natural que genera energia a partir de
azlcares u otras moléculas orgdnicas, como aminoacidos, acidos orgdnicos, purinas y
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pirimidas y que permite la formacidon de compuestos organicos de interés.

En la glucdlisis hay consumo de glucosa, sintesis neta de dos ATP y formacién de

productos de fermentacion. Para el organismo, el producto importante es el ATP, que se usa



en multiples reacciones que requieren energia, y los otros productos de fermentacion son
solo productos de desecho. Sin embargo, estos ultimos no son considerados como tales por

los destiladores, cerveceros, productores de derivados lacteos o panaderos.

La fermentacion ocurre anaerobicamente, en ausencia de aceptores de electrones
externos y se libera sdlo una pequefia cantidad de energia, sintetizdndose en consecuencia
unas pocas moléculas de ATP. En cambio, si estd presente el O, o cualquier otro aceptor
terminal, la generacion de los productos de la fermentacion es innecesaria y la glucosa
puede oxidarse por completo hasta CO,. Cuando esto ocurre, es posible obtener un
rendimiento mas alto de ATP. El proceso por el que un compuesto se oxida usando O,

. . ., .13
como aceptor terminal de electrones se 1lama respiracion aerobia.

Los microorganismos poseen la capacidad de fermentar diversos sustratos, los

productos finales dependen del tipo de microorganismo, sustrato y del tipo de enzimas.*

3.3.1 Tipos de fermentacion.
Hay muchos tipos de fermentaciones que difieren en los productos finales que se forman a
partir del piruvato. Dos tipos comunes son la fermentacion alcohodlica y la fermentacion

4cido lactica.*

La fermentaciéon alcohdlica o del alcohol comienza con la glucolisis de una
molécula de glucosa para la obtencion de dos moléculas de acido piruvico y dos moléculas
de ATP. Durante el paso siguiente las dos moléculas de acido piruvico se convierten en dos
moléculas de acetaldehido y dos moléculas de CO,. Posteriormente las moléculas de
acetaldehido son reducidas por dos moléculas de NADH para formar dos moléculas de

etanol.?’

Durante la fermentacion 4cido lactica, el piruvato se reduce directamente por accion
del NADH para formar dos moléculas de acido lactico como producto final sin liberacion
de CO,. Dado que este es el producto final de la reaccion, este compuesto no experimenta

una oxidacion ulterior y la mayor parte de la energia producida por la reaccion permanece



almacenada en el acido lactico. Por lo tanto este tipo de fermentacidon solo genera una
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escasa cantidad de energia.™

3.3.2 Uso en la industria.

Clésicamente se ha considerado que las levaduras son los microorganismos mas vinculados
al progreso y bienestar del ser humano. Se ha dicho que la levadura es la “planta” mas
antigua que ha sido cultivada. Se sabe que la fabricacion del pan y la cerveza ya se
practicaban en Tebas durante la XI dinastia, 2000 A.C., tales procesos se han venido
desarrollando ininterrumpidamente hasta nuestros dias. Saccharomyces cerevisiae y
algunas otras especies han sido microorganismos muy utilizados tanto en microbiologia
industrial (bebidas fermentadas, pan y ocasionalmente glicerina y grasa) como en todo el

desarrollo de la bioquimica."'

Tradicionalmente han sido utilizadas en la industria para la produccion de alcohol y
de dioxido de carbono. Asi tenemos que las principales industrias en las que se involucran

son la cervecera, la produccion de vino, la destileria y la panaderia.

Las levaduras han tomado cada vez mayor importancia en otro tipo de industrias
donde se aprovecha la capacidad que tienen para producir, a partir de desechos industriales,
una gran cantidad de sustancias utiles en la nutricion humana y animal. En las
fermentaciones naturales y en la elaboracion de productos en los que se utilizan procesos de
fermentacion controlados por el hombre se puede encontrar una gran diversidad de
levaduras. Sin embargo, las especies que se cultivan comercialmente pertenecen a tres

géneros: Saccharomyces, Candida y Kluyveromyces.®

3.4 Miel de Abeja.

Conforme lo establecido por la norma NMX-F-036-981 para miel de abeja, se define por
miel de abeja: la sustancia dulce producida por las abejas a partir del néctar de las flores o
de exudaciones de otras partes vivas de las plantas o presentes en ellas, que dichas abejas
recogen, transforman y almacenan después en sus panales; de los cuales se extrae el

producto sin adicidon ninguna.



La miel es un alimento con importantes cualidades nutricionales, posee accion
bactericida y puede utilizarse como agente terapéutico frente a infecciones y algunos
desequilibrios nutricionales del organismo. Bajo el punto de vista de la seguridad
alimentaria, es considerado un alimento seguro dada su baja actividad de agua, bajo pH

(3.2-4.6) y presencia de sustancias antimicrobianas.’

Se trata de un producto biologico que se modifica con el tiempo, cuya composicion
quimica varia, dentro de ciertos limites, en funcion de su origen floral, de factores edaficos
y climaticos, del material libado, asi como del procedimiento utilizado en su extraccion y

comercializacion.'®

3.4.1 Tipos de miel.

Se conocen distintos tipos de miel, que se diferencian por una serie de cualidades que
dependen principalmente de su origen floral, geografico o tecnoldgico. Por esas cualidades,
dependientes de las fuentes que suministran el néctar a las abejas se conoce la miel
monofloral, extraida de una especie de planta melifera; la polifloral extraida del néctar de
plantas meliferas diferentes y las mieles de mielada, recogidas a partir de plantas con

. . 3
nectarios extraflorales y exudaciones de las plantas.

Por el procedimiento que se ha aplicado para su extraccion y elaboracion se conoce
la miel en panal y la centrifugada. Existe la miel clara, semi-clara y obscura, muchas otras
no solo se diferencian por su color fundamental, sino que también por sus propiedades

fisicas y quimicas.”
3.4.2 Composicion de la miel.

La composicion quimica de la miel depende del origen floral, de factores edaficos y

climaticos, de la raza de la abeja, del estado de la colonia y de los métodos de recoleccion.'®

10



Dentro de la composicion media de la miel de abeja en casi todos los tipos se
encuentra compuesta en un 20% de agua, 78% de azlicares y solo un 2% de constituyentes

. . . 22
menores como vitaminas y algunos minerales.

Algunos azucares proceden del néctar o del mielato y otros derivan de la accion de
las enzimas segregadas por las abejas. Con el envejecimiento, el perfil de azlcares sufre
modificaciones, en general los polisacaridos se incrementan y los monosacaridos
disminuyen. Se cree que esta condensacion de monosacaridos ocurre tanto por una accion
enzimatica como por la accion de acidos debido al pH de la miel y el proceso podria

. , 2
conducir a aziicares que no se encuentran normalmente en la naturaleza.

3.4.3 Microorganismos nativos de la miel.

Como producto de origen natural la miel presenta una flora microbiana propia, al igual que
el resto de los productos alimentarios, pero con un comportamiento microbiologico
caracteristico. La flora microbiana se puede dividir en dos grupos, que en principio reunen
a los microorganismos propios de las mieles y en segunda instancia a los microorganismos
secundarios ocasionales o accidentales. En este orden, en la miel se encuentran bacterias
del género Bacillus, que se presentan en estado esporulado, aunque en mieles recientes se
pueden encontrar formas vegetativas. Estos microorganismos, no tiene accién negativa
sobre la miel y no son peligrosos para la salud humana. Bajo algunas circunstancias pueden

encontrarse algunos patégenos para las abejas, como Bacillus larvae.

Las levaduras, del tipo osmofilo, pertenecientes al género Saccharomyces, son
responsables de la fermentacion de la miel, cuando las condiciones de humedad lo
permiten. Dentro de este género las especies mas frecuentes son Saccharomyces bisporus
variedad mellis, Saccharomyces rouxii y Saccharomyces bailii variedad osmophilus.
También se pueden encontrar levaduras banales; esta flora propia de la miel es introducida
por la abeja en la colmena, con el néctar, polen o mielato, o por las mismas abejas durante

. . . . . 19
las operaciones de limpieza, al vehicularlos sobre o dentro de su organismo.

11



4. Marco de Referencia.

Park et al en 1996 realizaron la caracterizacion metabolica a un total de 1752 cepas de
levaduras osmotolerantes que aislaron de miel de abeja y polen procedente de Brasil. La
caracterizacion consistido en evaluar la capacidad de transformacion de sacarosa en otros
azucares de importancia a través de un sistema de fermentacion utilizando un medio que se
encontraba al 20% de sacarosa. La caracterizacion mostrd que del total de cepas evaluadas,
34 levaduras osmotolerantes fueron productoras de polioles y 6 produjeron eritritol en muy
buenas cantidades. Por otro lado, 52 levaduras poseian la capacidad de producir grandes
cantidades de fructooligosacaridos, el estudio concluy6d en la demostraciéon de la gran
capacidad de transformacion de sacarosa por las cepas de levaduras osmotolerantes hasta la

obtencion de productos de alto valor industrial y alimenticio.

En el ano 2013, Lacerda et al, evalud la capacidad de tolerancia al estrés y el
comportamiento fermentativo de 66 cepas de Saccharomyces cerevisiae nativa. Las
condiciones de estrés a las que fue sometida fueron temperatura, osmolaridad, sulfito y
tolerancia al etanol. El comportamiento fermentativo se evalu6 utilizando jugo de cafia de
azucar y cuantificados mediante HPLC. Solo 18 cepas presentaron caracteristicas tolerantes
a las diferentes condiciones de estrés (42°C, 0.04% Sulfito, 1 Mol/L NaCl y 12% de etanol)
y en respecto a su comportamiento fermentativo, solo 4 cepas reportaron valores elevados
en produccion de etanol, glicerol y dcido acético comparandola con una cepa de levadura

tradicional empleada actualmente en la industria del bioetanol.

Fadel et al, en 2013 realizé la cuantificaciéon en la produccién de etanol de alto nivel
proveniente de una fermentacion en que utilizO una nueva cepa osmotolerante de
Saccharomyces cerevisiae en melasa de cana de azucar, todo en escala industrial. La
fermentacion se llevd acabo en un fermentador de 300 litros y se dejo por un tiempo
maximo de 20 horas para dar el tiempo suficiente a que se transformara la mayor cantidad
de azucares en etanol. Reportaron una produccion de etanol del 9.8% v/v con una eficiencia
de fermentacion del 88.1% y concluyendo que podria mejorarse para alcanzar un mejor

rendimiento.
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Loza-Valerdi et al, en 2014 trabajé con una coleccion de 398 levaduras aisladas de distintos
sustratos con altas concentraciones de azucar (zumos de frutas, jarabes industriales y miel)
en los que encontr6 34 cepas osmotolerantes (sustratos: glucosa y cloruro de sodio).
Posteriormente se realizdé una fermentacion con la intencidon de determinar la capacidad
metabolica, produccion de etanol y otros subproductos. Se observo que 10 de las cepas
evaluadas presentaron una produccion elevada de etanol y formacioén de acidos organicos

de interés.
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5. Planteamiento del Problema.

Las levaduras se encuentran entre los seres vivos mdas antiguamente utilizados por el
hombre. Actualmente siguen siendo una de las fuentes de riqueza més importante, que se
refleja en la produccion mundial de mas de un millon de toneladas de biomasa de levadura

cada afo, s6lo como resultado de su empleo en produccion de alimentos y bebidas.

Dentro de los organismos con tolerancia a altas concentraciones de azlcares se
encuentran un gran nimero de levaduras y un grupo muy reducido de bacterias y hongos.
Muchos de los hongos son los principales causantes de la descomposicion de alimentos
ricos en azucares y la principal fuente de contaminacion de alimentos enlatados como
mermeladas. Las levaduras que poseen capacidades metabolicas importantes son utilizadas
dentro de procesos fermentativos que permitan la obtencion de compuestos orgédnicos de

importancia alimenticia como etanol en vinos y otras bebidas.

Dentro de la industria azucarera, uno de los principales problemas a los que se
enfrenta es al uso de residuos de procesos de cristalizacion de miel (melasa), el cual al ser
un material aun rico en azucares puede tener distintos usos finales; como suplemento
alimenticio para animales, edulcorante culinario, para la obtencion de distintos alcoholes,

etc., pero todos estos productos dependen en cierta medida del costo de dichos procesos.
Por todo esto, se plantea la siguiente pregunta cientifica: ;Podran ser utilizadas las

levaduras como fuente natural para la eliminacidon de dicho residuo y transformarlo en un

compuesto Util para la industria de la miel y que al mismo tiempo sea de bajo costo?.
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6. Justificacion.

La habilidad de algunas levaduras para soportar altas presiones osmoticas es fundamental
para la supervivencia en los habitats naturales y es un rasgo esencial en muchos procesos

biotecnoldgicos.

La variacion en la osmolaridad es un fenomeno constante que ocurre en casi todos
los pasos de la produccion de biomasa de levadura para aplicaciones posteriores en los que

las células tienen que crecer y actuar Optimamente bajo condiciones hostiles.

Esta situacion impulsa al desarrollo del presente trabajo y se propone el aislamiento
de levaduras nativas de mieles que posean una gran tolerancia a concentraciones altas de
azucares y determinadas capacidades metabolicas que posibiliten el uso de dichos
microorganismos dentro de procesos fermentativos que permitan la obtencion de
compuestos organicos de importancia industrial, asi como la eliminacién de posibles

residuos de un proceso de produccion, disminuyendo costos e incrementando rendimientos.
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7. Objetivo General.

Aislar levaduras nativas de miel de abeja de distintas fuentes florales que presenten

capacidad osmotolerante para su utilizacion dentro de distintos procesos de fermentacion.

Objetivos particulares.

* Conformar una coleccion de aislamientos de levaduras provenientes de 20 mieles de
diferentes origenes florales procedentes de los municipios de Puebla y Atlixco.

* Seleccionar aislamientos nativos de levaduras por su tolerancia a crecer en altas
concentraciones de azlcar

e Evaluar la capacidad metabolica de cepas de levaduras seleccionadas por su
capacidad osmotolerante en 4 diferentes carbohidratos.

* Identificar a las levaduras que presenten mayor capacidad metabdlica de

carbohidratos y tolerancia a altas concentraciones de aztcares.
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8. Disefio de la Investigacion.

Tipo de estudio:
a. Descriptivo.
b. Experimental.
c. Prospectivo.
d. Transversal.
e. Comparativo.
Universo del Estudio:
a. Cepas de levaduras aisladas de mieles de distintas floraciones.
Tamano de Muestra:
a. 10 muestras de Miel de distinta floracion obtenidas en mercados populares e
ingenios mieleros de la ciudad de Puebla.
b. 10 muestras de Miel de distinta floracion obtenidas en mercados populares e
ingenios mieleros en el municipio de Atlixco, estado de Puebla.
Criterios de Inclusion:
a. Todo aislamiento de levaduras obtenidas de miel de abeja que posea
tolerancia a altas concentraciones de azucares.
Criterios de exclusion.
a. Todo aislamiento de levaduras obtenidas de miel de abeja que no posea
tolerancia a altas concentraciones de azucares.
b. Todo aislamiento de hongos o bacterias obtenidas de miel de abeja que se
encuentre como flora nativa.
Recursos Humanos:
a. Victor Pardinas Rios.
b. M.S.P. Claudy Lorena Villagran Padilla.

c. Q.F.B. Ivan Francisco Hernandez Cano.
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9. Materiales y Método.

9.1 Muestra.

Se trabajo con 20 muestras diferentes de miel de abeja las cuales fueron obtenidas de los
mercados locales e ingenios mieleros de la ciudad de Puebla y asi como los pertenecientes
al municipio de Atlixco, Puebla. Se busc6 la mayor cantidad de variedad floral para hacer

mas comparativo el estudio.

9.2 Procesamiento de la muestra.

Se inocularon 4 gr de muestra en el medio Yeast Mold Broth© modificado al 10% de
azucares, el cual contiene peptona de caseina (3 gr/L), extracto de levadura (5 gr/L) y
sacarosa 25 (gr/L) y glucosa 75 (gr/L). Se dejo en incubacion por un tiempo méaximo de 5

dias a 30°C en agitacion (100 rpm).

9.3 Aislamiento de levaduras.

Para el aislamiento de levaduras de miel de abeja se utilizé el medio de crecimiento Yeast
Mold Agar© modificado al 10% y 40% de azucares; para la concentracion de 10% se
coloco sacarosa 25 (gr/L) y glucosa 75 (gr/L) y para la concentracion a 40% se agregd
sacarosa 100 gr/L y glucosa 300 gr/L.

Se tom6 1 mL de la muestra procesada y se sembr6 en los medios antes mencionados
mediante barrido en placa. Se incub6 por un tiempo méaximo de 3 dias a 30°C. El criterio
de seleccion de levaduras se realizd mediante la observacion macroscopica de las colonias
obtenidas de la siembra, a las colonias de interés, se les realizd tincion de gram para
descartar bacterias. Las colonias que se identificaron como levaduras, se resembraron en el

medio en que fueron aisladas para su purificacion.

9.4 Prueba de osmotolerancia.

Para la realizacion de la prueba de osmotolerancia se utiliz6 nuevamente el medio Yeast
Mold Agar© modificado al 10%, 40% y 60%. Se inoculd por el método de estria cruzada,
se incubo a 30°C por 3 dias para observar crecimiento y formacion de colonias. Se realizé
la prueba de osmotolerancia a las levaduras que crecieron en 10% ya que las que crecieran

en 40% se les considerd osmotolerantes automaticamente.
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Se considerara como levadura osmotolerante a aquel microorganismo capaz de

desarrollarse a concentraciones mayores a 40%.

9.5 Prueba de capacidad metabdlica.

Para la determinacion de la capacidad metabdlica de las cepas osmotolerantes se utilizé un
medio que nos permitid determinar de manera cualitativa la actividad de fermentacion. El
medio que se utiliz6 es el Yeast Fermentation Medium© modificado con la siguiente
composicion: peptona de caseina (7.5 gr/L), extracto de levadura (4.5 gr/L), azul de
bromotimol 1.6% (1mL) y carbohidratos (20 gr/L). Los azucares a evaluar fueron glucosa,
sacarosa, fructosa y lactosa a una concentracion del 10% (100 gr/L). Ya inoculados los

medios, se incubaron a 30°C por 72 hr.

9.6 Cuantificacion de la capacidad metabolica.

Ya seleccionadas las cepas con actividad fermentativa de manera cualitativa, se procedio a
la cuantificacion de dicha actividad. Para eso, se utilizd un medio restrictivo que nos
garantizO que el crecimiento y metabolismo de la cepa se realiza unicamente por la
transformacion de los azlicares en el medio y no por alguna otra fuente posible de
nutrientes, por lo que se utilizé el medio Yeast Nitrogen Base© utilizando como azicares a
glucosa, sacarosa, fructosa y lactosa a una concentracion del 10% (100 gr/L) Se incubd a

30°C por un tiempo de 72 hrs sin agitacion.

9.7 Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC).

Se realizé la cuantificacion de consumo de carbohidratos por las cepas de levaduras con
ayuda de un cromatografo HPLC de la marca Agilent y utilizando un detector de indice de
refraccion. Se utiliz6 como fase estacionaria una columna para cuantificacion de
carbohidratos Hiplex-Pb de la marca Agilent, las condiciones para el corrimiento
cromatografico fueron: como fase movil agua grado HPLC, el flujo de la bomba a 0.6
mL/min, la temperatura de andlisis para la columna en 70°C y con un tiempo de inyeccion

de 23 min.
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9.8 Identificacion.

Se realiz6 la identificacion solo a las cepas que presentaron tolerancia a concentraciones
altas de azlicar y que tuvieron la mejor actividad metabdlica utilizando CHROMagar
Medium®© por sembrado por estria cruzada. Se diferencio a los distintos tipos de cepas por
el color que presentaron en el medio en comparacion con la tabla puesta en el trabajo de

Goralska K. (2011) la cual se muestra en el Anexo VIII.
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9.9 Diagrama general de trabajo.
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10.1 Muestras y aislamiento de levaduras nativas de la miel.

10. Resultados y discusion.

Se obtuvo un total de 20 muestras de diferentes fuentes florales recolectadas en los

municipios de Puebla y Atlixco, se etiquetaron, se asignd un c6digo a cada una de ellas y se

anex6 una breve descripcion de sus caracteristicas fisicas como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Listado de muestras recolectadas en los municipios de Atlixco y Puebla.

Mieles Recoleccion  Origen  Tipo de miel Cantidad Coddigos Observaciones
i MML e
1e Mpio Atlixco Mercado Multifloral 3 frascos MM2, & ?
multiflora transparente y
MM3
espesa.
MA1 Miel liquida-
Miel azahar | Mpio Atlixco Ingenio  Flor de azahar 2 frascos M A2’ cristalizada fina y
fluida
Miel Mg Ingenio il 2 frascos MEL, homl\gleélnlelzguiiura
mezquite Atlixco £ mezquite ME2 & ’
y espesa.
Moi Miel liquida-
Miel de café A tllzx(():.o Mercado  Flor de café 1 frasco MC cristalizada oscura y
espesa.
Miel Mobi Miel cristalizada
el p1o- Ingenio Multifloral 1 frasco MMT1 clara, cristales muy
mantequilla Atlixco
finos, dura
. Miel liquida
Miel cocoite MPIO' Ingenio Flor 1 frasco MCC homogénea, oscura
Atlixco cacahuananche
y espesa.
Miel liquida
Miel . . Flor MCALI, homogénea,
campanilla Lt laTE e o campanilla PALEESE MCA2 transparente y
espesa.
e g, el
e Mpio. Puebla Mercado Multifloral 3 frascos MMS5, ’
multiflora transparente y
MM6
espesa.
MNI, o .
Miel naranjo | Mpio. Puebla Mercado il Qe 3 frascos MN2, s e t1'1rb1a,
naranjo oscura y fluida.
MN3
Miel de | Mpio. Puebla  Tngenio Flor de café 1 frasco MCF Miel liquida tgrb1a,
cacao y café con cacao oscura y fluida.
Miel Miel cristalizada
o Mpio. Puebla  Ingenio Multifloral 1 frasco MMT?2 clara, cristales muy
mantequilla

finos, dura
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Tabla 2. Aislamiento de microorganismos en las muestras recolectadas. Donde ¢ indica positivo al
crecimiento del microorganismo indicado y X que no hubo crecimiento.

Mieles Concentracion Levaduras Hongos Cepa

YMA 10% v X 1
MM1 YMA 40% v X 1
YMA 10% X v -
MM2
YMA 40% v X 1
YMA 10% v X 1
MM3
YMA 40% v X 1
YMA 10% v X 2
MAL YMA 40% X X -
YMA 10% X X -
MA2
§ YMA 40% X X -
'.;: MEL YMA 10% v X 1
YMA 40% X X -
YMA 10% X v -
ME?2 YMA 40% v X 1
MC YMA 10% v X 1
YMA 40% v X 1
YMA 10% v X 1
MMT1 YMA 40% X X -
YMA 10% X v -
1199 YMA 40% X v -
YMA 10% X v -
MCAL YMA 40% v X 2
YMA 10% X v -
MSes YMA 40% X X -
YMA 10% X X -
MM4 YMA 40% v X 2
MMS YMA 10% v X 1
YMA 40% X v -
YMA 10% v X 1
(1]
£ MMé YMA 40% v X 1
5 YMA 10% v X 2
a
MN1 YMA 40% X v .
YMA 10% v X 2
MN2 YMA 40% X v -
YMA 10% v X 1
MN3
YMA 40% v X 2
YMA 10% v X 2
MCF
YMA 40% X X
YMA 10% v X
MMT2 YMA 40% X X -
Total 29

Se aislaron 29 cepas de levaduras provenientes de las muestras de miel (Tabla 2), se
observd también la presencia de hongos filamentosos y la ausencia de bacterias (Anexo I).

Esto concuerda con lo senalado por Tortora et al. (2007) quien menciona que las bacterias
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no son capaces de adaptarse en ambientes con elevada presion osmotica ni baja humedad,

caracteristicas presentadas en la miel.

10.2 Prueba de osmotolerancia.

Una vez que se obtuvo el aislamiento de las levaduras, se seleccionaron aquellas que
crecieron en el medio a una concentracion de 10% de azucares (17 levaduras) y se procedid
a realizar la prueba de osmotolerancia. Por otra parte, aquellas que crecieron en el medio a
40% de azucares (12 levaduras) fueron consideradas como osmotolerantes, esto de acuerdo
a lo descrito por Rosa y Péter (2006) en donde describe a las levaduras osmotolerantes

capaces de soportar concentraciones de azucar superiores al 20%.

Tabla 3. Prueba de osmotolerancia a levaduras aisladas del medio a 10% de azucares. Las cruces (X) indican

el crecimiento de las levaduras en el medio.

Miel Aislada de:
MM1 YMA 10% Xxx - -
MM3 YMA 10% Xxx X -
g MA1 - A YMA 10% Xxx XXX -
-g MA1 - B YMA 10% Xx - -
< ME1 YMA 10% XXX - -
MC1 YMA 10% Xxx XX X
MMT1 YMA 10% Xxx X X
MM5 YMA 10% Xx - -
MM6 YMA 10% Xxx - -
MN1-A YMA 10% Xx XXX XXX
MN1 - B YMA 10% Xxx - -
S MN2 - A YMA 10% Xxx XXX -
§ MN2 - B YMA 10% Xxx XX X
MN3 YMA 10% Xx - -
MCF - A YMA 10% XX - -
MCF - B YMA 10% XXX XXX X
MMT2 YMA 10% XXX - -

Después de realizar la prueba a las 17 cepas anteriores (Anexo II), 8 presentaron capacidad
osmotolerante, de éstas MM3, MA1-A y MN2-A mostraron crecimiento en el medio a 40%
de azacares y MC, MMT1, MN1-A, MN2-B, MCF-B mostraron crecimiento a 40% y a
60%. Por lo que se obtuvo un total de 20 cepas osmotolerantes; como se muestra en la

Tabla 3.
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Debido a que las mieles estdn compuestas por una elevada cantidad de azicares, se genera
un ambiente hipertonico que provoca que la mayoria de los microorganismos no sean
capaces de desarrollarse en ellas, sin embargo algunos como las levaduras que observamos
en esta prueba, poseen la capacidad de adaptacion al mantener elevada la concentracion
interna de sus solutos, impidiendo la migracion del agua interior al espacio extracelular y
como menciona Tortora et al. (2007), dicha capacidad de acumulacion de solutos esta

determinada por la especie y género del microorganismo.

10.3 Prueba de capacidad metabdlica.

Se analiz6 la capacidad metabolica de las levaduras osmotolerantes ante diferentes fuentes
de carbono. El medio que se utilizdo permitié determinar de forma cualitativa la actividad
fermentativa de las levaduras a través de la produccion de gas y el vire del indicador en el

medio (Anexo III). Los resultados se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Prueba de capacidad metabdlica utilizando el medio YFM en donde se evalué la produccion de gas y
el vire de color del medio. Para la medicion de produccion de gas se utilizod escala de cruces, reportando como

mucho (+++), regular (++), poco (+) y nada (-).

Glucosa Sacarosa Fructosa Lactosa
Miel Aislada de: Prod. Vire de Prod. Virede  Prod. Virede  Prod. Vire de
Gas color Gas color Gas color Gas color
MM1 YMA 40% +++ v - X - X - X
MM2 YMA 40% A v 4Hr v 4Hr v = X
MM3 YMA 40% +++ v ++ v + v - X
ME2 YMA 40% +++ v = X - X = X
MC1 YMA 40% +++ v + v +++ v - X
MCA1-A  YMA 40% +++ v ++ v +++ v = X
MCA1-B  YMA 40% +++ v v ++ v - x
MM4 - A YMA 40% i v v v IRHF v
MM4 - B YMA 40% + v - X v - X
MM6 YMA 40% 4 v = X ++ v - X
MN3-A YMA 40% + v v + v +++ v
MN3-B YMA 40% S v v A=EF v = X
MM3 YMA 10% + v - X - X - x
MA1-A YMA 10% A v aF v v + v
MC2 YMA 10% + v - X v - x
MMT1 YMA 10% ++ v +++ v +++ v = X
MNI1-A YMA 10% + v - X - X - X
MN2-A YMA 10% v ++ v - X - X
MN2-B YMA 10% ++ v ++ v + v - X 25
MCF - B YMA 10% FrF v 4=F v 4=F v = X




Los resultados obtenidos de la prueba de capacidad metabolica muestran en primer lugar
que todas las levaduras seleccionadas son capaces de utilizar a la glucosa como fuente de
carbono, sin embargo, se observa una variabilidad en el consumo de los carbohidratos
restantes (Anexo IV). Con base a los resultados, se realizo una clasificacion de las cepas
capaces de metabolizar todos los azucares y las que solo metabolizaron a la glucosa,

sacarosa y fructosa debido a que son los azlicares que componen principalmente la miel.

Las levaduras seleccionadas fueron un total de 12 y fueron las siguientes: MM4-A, MN3-
A, MAI-A que fermentaron los 4 azicares y MM2, MM3, MCI1, MCA1-A, MCAI-B,
MN3-B, MMT1, MN2-B, MCF-B que metabolizaron solo los 3 azlicares que componen a

las mieles en general.

Los resultados de la Tabla 4 muestran una similitud con el trabajo realizado por Loza-
Valerdi et al, (2014), en donde de un amplio nimero de cepas evaluadas se seleccionaron
solo las que presentaron la mejor capacidad metabolica, reduciendo drasticamente el
nimero de levaduras seleccionadas, sin embargo en su trabajo también se reportd y
cuantifico a los metabolitos producidos después de la fermentacion de azicares, en donde
se reporta que una cierta cantidad de levaduras presentaron una elevada produccion de

etanol y la presencia de diferentes 4cidos organicos.

10.4 Cuantificacion de la capacidad metaboélica por HPLC.
Como segundo paso para la evaluacion de la capacidad metabolica de las levaduras, se
determind cuantitativamente dicha capacidad a través del uso de cromatografia liquida de

alta eficacia y el medio YNB (Anexo V y VII), se muestran los resultados en las Tablas 5y

6.
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Tabla 5. Concentracion de azicares (mg/mL) después de fermentacion de cada levadura seleccionada
obtenidos por HPLC.

Miel Aislada de: Glucosa Sacarosa Fructosa Lactosa
MM2 YMB 40% 8.567 34.562 41.459 108.54
MM3 YMB 40% 12.846 41.467 69.421 108.52
[ YMB 40% 9.456 62.75 13.536 109.34
MCA1-A YMB 40% 7.53 22.785 9.426 107.45
MCA1-B YMB 40% 10.459 71.467 48.654 108.34
MM4 - A YMB 40% 68.539 64.529 58.452 12.677
MN3-A YMB 40% 63.349 71.562 61.635 15.568
MN3 -B YMB 40% 33.452 62.764 19.653 108.98
MA1-A YMB 10% 8.215 79.212 84.243 82.154
MMT1 YMB 10% 41.411 0 2.133 109.12
MN2 -B YMB 10% 30.1243 35.431 81.124 108.78
MCF - B YMB 10% 0 28.213 32.534 109.21
Control 103.34 100.77 105.67 109.45

Tabla 6. Porcentaje de consumo de azticares por levaduras seleccionadas.

Miel Aislada de: Glucosa Sacarosa Fructosa Lactosa
MM2 YMB 40% 92% 66% 61% 1%
MM3 YMB 40% 88% 59% 34% 1%
mMC YMB 40% 91% 38% 87% 0%
MCA1-A YMB 40% 93% 77% 91% 2%
MCA1-B YMB 40% 90% 29% 54% 1%
MM4 - A YMB 40% 34% 36% 45% 88%
MN3 -A YMB 40% 39% 29% 42% 86%
MN3-B  YMB 40% 68% 38% 81% 0%
MA1-A YMB 10% 92% 21% 20% 25%
MMT1 YMB 10% 60% 100% 98% 0%
MN2 -B YMB 10% 71% 65% 23% 1%
MCF - B YMB 10% 100% 72% 69% 0%

Como podemos observar en la tabla 5, los resultados obtenidos del andlisis cromatografico
por HPLC para cada uno de los medios en donde se evalu6 la capacidad que tienen las
cepas seleccionadas para metabolizar distintos carbohidratos. Los resultados se reportan en
mg/mL de azlcares residuales al término de la fermentacion lo que nos da una idea de que

tanto es capaz una cepa de consumir dicho sustrato para su desarrollo.
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En segundo lugar, tenemos en la tabla 6 el porcentaje de consumo de los distintos azlicares
que presenta cada una de las cepas en relacion a la cantidad inicial reportada en la tabla 5,
lo que permite seleccionar de manera mas precisa a aquellas cepas que tuvieran la mejor

capacidad metabolica frente a los aztcares evaluados.

Asi pues se toma en consideracion a las cepas que presentan los consumos mas altos de
carbohidratos y que sean capaces de metabolizar los 4 azlicares. Se observa que solo 3
cepas seleccionadas presentaron consumo en los 4 sustratos utilizados para la evaluacion,
dichos valores no son cercanos al 100%, sin embargo, se toman en consideraciéon por su
capacidad de transformar distintos sustratos. Se selecciond por tanto a las cepas MM4-A 'y

MN3-A.

De las levaduras evaluadas restantes se selecciond6 a MM2, MC1, MCA1-A, MMTI y
MCF-B considerando que éstas presentaron los porcentajes de consumo mas altos solo en
tres azlcares y que bajo el mismo criterio de seleccion de la prueba anterior, son los mas
representativos dado que se encuentran en la composicion de la miel de abeja y cumplen

con la finalidad del estudio.

10.5 Identificacion por CHROMagar.

Al concluir las pruebas metabolicas y de osmotolerancia, se pudo seleccionar de una
cantidad inicial de 29 cepas aisladas de mieles solo a 7 de ellas que presentaron los
rendimientos mas altos en consumo de azucares y capacidad osmotolerante. Se procedio a
realizar la identificacion de las cepas utilizando CHROMagar Medium®© por estria cruzada
y comparando el color que produjo la cepa en el medio con los colores reportados en tablas
por Goralska K., (2011) las cuales se presentan en el Anexo VIII. Los resultados fueron los

siguientes (ver Tabla 7):
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Tabla 7. Identificacion de cepas seleccionadas y morfologia macroscépica.

. . . Convexa, borde redondeado, circular Saccharomyces
Miel multifloral MM2 Atlixco o o o sk
cremosa, brillosa, pequefia, color lila. cerevisiae
. > . Convexa, borde redondeado, circular Saccharomyces
Miel de café MC Atlixco - - ’ ’ 4
cremosa, brillosa, pequeiia, color crema. bayanus
. . Plana, borde ondulado, irregular, cremosa Kluyveromyces
W E B ER|  MCAL- A Puebla ’ €0, ifretiar, ! i
opacas, mediana, rosa claro. marxianus
. . Convexa, borde redondeado, circular Saccharomyces
Wil MMA4-A  Puebla ! . ’ P U
cremosa, brillosa, pequefia, color café claro. carlsbergensis

: : Convexa, borde redondeado, circular ;
WG ETET] - MN3-A  Puebla ! s ! Candida glabrata
cremosa, opaca, pequeiia, color rosa.
: . . Convexa, borde redondeado, circular Saccharomyces
WERGEEC I MMTLT Atlixco P . o Sl
cremosa, brillosa, pequenia, color lila. cerevisiae

Convexa, borde redondeado, circular,
MCF - B Puebla cremosa, opaca, pequefia, color verde Candida albicans
menta.

Miel cacao y
café

De la tabla anterior, se reporta que de las 7 cepas de levaduras que fueron seleccionadas,
después de la identificacion por CHROMagar, 4 de ellas son del género Saccharomyces, 2
del género Candida, y solo una fue reportada como Kluyveromyces. Su morfologia

macroscopica se tomo de la misma placa de CHROMagar (Anexo VI).

Esto concuerda con lo descrito por Salamanca et al (2001) quien menciona que dentro de
los principales microorganismos que podemos encontrar en la miel, las levaduras del
género Saccharomyces son los més frecuentes y que asi mismo poseen una capacidad
osmotolerante bastante amplia, tanto que algunas especies son capaces incluso de fermentar

la misma miel cuando tiene las condiciones adecuadas de humedad.

Las levaduras como Kluyveromyces y Candida se encuentran la mayoria de las veces dentro
de los microorganismo poco frecuentes, los cuales podrian ser introducidos a la miel
directamente por el néctar, polen o incluso por la misma abeja durante el proceso de

polinizacion.
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La identificacion por CHROMagar es una herramienta, 1util, sencilla y econdémica (en
comparacion a una identificacion por DNA gendémico) sin embargo, se recomienda la

identificacion genética de las levaduras para corroborar el género y especie descritos.
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11. Conclusiones.

Se aislaron 29 levaduras de las 20 muestras de miel con diferente floracidén, demostrando

que dichos microorganismos son los mas frecuentes como flora nativa en la miel de abeja.

El 68% de las levaduras presentaron tolerancia osmofila al 40% de azucares; de estas solo

5 soportaron ambiente hipertonico a 60% y el resto (32%) no presento tolerancia,

Se evalu6 la capacidad metabdlica de las levaduras osmotolerantes observando que 12 de
las cepas metabolizaron los 4 carbohidratos utilizados, posteriormente se determind por

HPLC aquellas que presentaron mayor actividad, resultando 7 favorables al estudio.

La identificacion de las 7 levaduras con mayor capacidad metabolica por medio de la
utilizacion de CHROMagar Candida arrojé 4 cepas del género Saccharomyces, 2 del

género Candida y 1 del género Kluyveromyces.

Las levaduras seleccionadas en este estudio son potencialmente utiles dentro de una
industria mielera, porque debido a que poseen una alta actividad osmotolerante, pueden ser
utilizadas dentro de la fermentacion de residuos industriales ricos en azlcares para la
produccion de alcohol u otro posibles metabolitos de interés, al mismo tiempo poseen una
actividad metabolica elevada, lo que permite la degradacion de los azucares residuales en

un corto tiempo, reduciendo de esta manera los costos y rendimientos de los procesos.
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ANEXOS.

A

Anexo . Aislamiento de microorganismos de miel. A) levadura aislada de una muestra de miel en medio

YMB al 10% de aziicares. B) hongo aislado de la misma muestra de miel en medio YMB al 40% de azlicares.

Anexo II . Crecimiento en medio para osmotolerancia. Se observa el crecimiento de una cepa de levadura solo
hasta el medio a 40% de azucares, las colonias se observan mas pequefias y con cambio de color

comparandolas con el medio al 10% de azucares.
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Anexo III. Medio YFM al 10% de azucares. A) medio antes de la inoculacion de la cepa, su tonalidad es
verde y se observa la campana Durham llena con el medio. B) medio después de la inoculacion, se observa la

produccion de gas y el vire de color a amarillo, lo que es indicador de fermentacion por parte de la cepa

evaluada.

Anexo IV. Prueba de actividad metabdlica. Se observa la diferencia entre cada una de la cepas conforme a su
actividad metabolica frente a un carbohidrato. Los indicadores de fermentacion fueron el vire de color y la

produccion de gas.

Anexo V. Prueba de actividad metabolica en YNB. A) medio YNB al 10% de azGcares sin inocular, se
observa transparente y sin gas en campana Durham. B) medio YNB 10% de azlcares donde se observa
presencia de gas y turbidez, se toma esta prueba como positiva y se procede a su andlisis directo en HPLC

para cuantificacion de azucares residuales.
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Anexo VI. Coloracion en CHROMagar Candida. A) coloracién lila en la cepa que indica a Saccharomyces

cerevisiae. B) coloracion verde menta que indica a Candida albicans. C) coloracidn rosa claro que indica a

Kluyveromyces marxianus.
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Anexo VII. Cromatograma de azlicares por HPLC. Se muestran los distintos azlicares y tiempos de retencion

de los controles utilizados para la cuantificacion de la capacidad metabdlica.
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Especie Escala RAL Color Especie Escala RAL Color
RAL 6002 - Kluyveromyces RAL 3015
. marxianus
C}‘Z?dlda (E.C.Hansen)
aroreans RAL 6005 RAL 6005 van der Walt RAL 4007
(Robin)
o Kluyveromyces
RAL 6033 - yarrowi van der RAL 660%151 con .
Walt,
Candida RAL 4007 con
RAL 6004
albicans (Jones - Saccharomyces 9001 .
& Martin) bayanus
Diddens & RAL 6029 Saccardo RAL 6018
Lodder
Candida Saccharomyces
catenulata RAL 6009 carlsbergensis RAL 1019
(Diddens) E.C.Hansen
Candida datila
(Kluyver) S.A RAL 6024 RAL 4007
Meyer
Saccharomyces
Candid RAL 6036 cerevisae Meyen RAL 4002
andiaa. ex E.C. Hansen
dubliniensis
Saccharomyces RAL 4002 con
Candida RAL 4007 pastorianus E.C. 3012
glabrata Hansen
(Anderson) S.A
Meyer &
Yarrow RAL 3014

Anexo VIII. Tabla de colores en CHROMagar Candida reportados. Fragmentos de la tabla de identificacion

de levaduras en el medio CHROMagar reportado por Goralska K., (2011)
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