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Abstrac.

This research delves into the isolation and characterization of yeast strains obtained from aguamiel,
a traditional drink extracted from various species of agave, focusing on its possible industrial
applications. The study involves systematic isolation and morphological identification of yeast
strains from mead samples collected from various sources. At the same time, the research
addresses the broader context of agave cultivation and utilization, highlighting its importance in
both traditional and industrial settings.

The isolated yeasts were subjected to purification processes to obtain concentrated and pure
inoculants for subsequent experiments. The main objective is not only to evaluate the diversity of
yeast species in mead, but also to understand their morphological characteristics and possible
applications in the context of agave-based products. The synthesized findings highlight a rich
microbial diversity in mead, with yeast strains exhibiting distinctive morphological characteristics.
Furthermore, the purified inoculate show promising potential for ethanol production, indicating
feasibility of using mead yeasts in industrial processes.

This study contributes knowledge about the microbial presence within aguamiel and contributes
to the interdisciplinary approach to our understanding of the complex relationship between agave,
aguamiel and the microbial communities involved. The results of this study have implications for
both the preservation of traditional practices and the development of innovative biotechnological

processes within the agave industry.

Keywords: Agave, mead, yeasts, isolation
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Resumen

Esta investigacion se adentra en el aislamiento y caracterizacion de cepas de levaduras obtenidas
de aguamiel, una bebida tradicional extraida de diversas especies de agave, enfocandose en sus
posibles aplicaciones industriales. El estudio implica el aislamiento sistemético y la identificacion
morfoldgica de cepas de levadura a partir de muestras de aguamiel recolectadas de diversas
fuentes. Al mismo tiempo, la investigacion aborda el contexto més amplio del cultivo y la
utilizacion del agave, destacando su importancia tanto en entornos tradicionales como industriales.
Las levaduras aisladas fueron sometidas a procesos de purificacion para obtener inoculantes
concentrados y puros para experimentaciones subsiguientes. El objetivo principal no solo es
evaluar la diversidad de especies de levaduras en el aguamiel, sino también comprender sus
caracteristicas morfologicas y posibles aplicaciones en el contexto de productos basados en agave.
Los hallazgos sintetizados destacan una rica diversidad microbiana en el aguamiel, con cepas de
levaduras que exhiben caracteristicas morfoldgicas distintivas. Ademas, los indculos purificados
muestran un potencial prometedor para la produccion de etanol, lo que indica viabilidad de utilizar
levaduras de aguamiel en procesos industriales.

Este estudio aporta conocimientos sobre la presencia microbiana dentro del agua miel y contribuye
al enfoque interdisciplinario a nuestra comprension de la compleja relacion entre el agave, el
aguamiel y las comunidades microbianas involucradas. Los resultados de este estudio tienen
implicaciones tanto para la preservacion de précticas tradicionales como para el desarrollo de

procesos biotecnologicos innovadores dentro de la industria del agave.

Palabras clave: Agave, aguamiel, levaduras, aislamiento
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Introduccion

Las bebidas alcohdlicas elaboradas a partir del agave son un tesoro culinario y cultural que se ha
forjado a lo largo de siglos, principalmente en las aridas tierras de México. El agave, una planta
resistente y versatil, ha sido la fuente de inspiracién para la elaboracién de estas, su produccion es
un arte ancestral que ha evolucionado a lo largo del tiempo, pero sin embargo su procedimiento
sigue siendo el mismo: transformar los azucares en alcohol a traves de la fermentacion.

El Agave salmiana es una especie de planta suculenta nativa de México, se caracteriza por tener
hojas grandes y carnosas con espinas en los bordes. Es ampliamente conocido por ser una de las
especies mas utilizadas en la produccion de mezcal, este agave se cultiva. por sus pifias, que se
cocinan y fermentan para obtener el aguamiel, que luego se destila para producir mezcal. Las
principales zonas en México que producen agave en mayor cantidad son: Jalisco el estado que es
el epicentro de la produccion de agave para la elaboracion de tequila. El agave azul (Agave
tequilana Weber) es la variedad predominante utilizada para hacer tequila en esta region, Oaxaca:
es otro de loes estados que es famosa por la produccién de mezcal, y aqui se cultiva una amplia
variedad de agaves, incluyendo el Agave espadin, el Agave arroquefio, el Agave tobala y muchos
otros. Estas zonas son solo algunas de las regiones mas destacadas en la produccion de agave en
México, pero hay otras areas en el pais donde también se cultiva agave para diferentes usos, como
la produccién de otras variedades de mezcal y productos derivados del agave, como pulque y
aguamiel.

El aguamiel, el dulce néctar que se obtiene de ciertas especies de agave, ha sido consumida por
siglos por diversas culturas en todo el mundo. Pero su potencial en la produccion de bebidas

alcohdlicas ha sido subestimado en gran medida. Este tipo de productos incluye azlcares naturales

5 NOPALA-TIMOTEO 2023



Levaduras Aisladas de Aguamiel de Agave Salmiana

y nutrientes esenciales, convirtiéndola en un caldo de cultivo ideal para microorganismos,
especialmente levaduras.

Normalmente se ha empleado cepas de levaduras especificas para la produccién de bebidas
alcoholicas. Sin embargo, se ha buscado otra alternativa para esto, que es el aislamiento de
levaduras a partir del agua miel.

El aislamiento y caracterizacion de levaduras procedentes del agua miel desempefia un papel
esencial en la produccién de bebidas alcohdlicas como pulque. EI proceso de produccion del
pulque implica la fermentacién natural del aguamiel, que es el liquido extraido de la pifia del agave.
Este proceso es mas simple que el proceso de destilacién utilizado en la produccion de mezcal o
tequila, lo que hace que la produccion de pulque sea mas accesible y econémica.

Este aislamiento de levaduras a partir del aguamiel consiste en la extraccion y cultivo de
microorganismos presentes en este medio, seguido de su identificacion y caracterizacion. Esto
puede proporcionar valiosa informacion sobre la diversidad de levaduras presentes en el aguamiel,
sus propiedades metabdlicas y su capacidad para fermentar azGcares. Ademas, al estar trabajando
con un microorganismo puro, se pueden establecer condiciones de cultivo y procesos de manera
mas precisa y controlada. Esto garantiza que las caracteristicas y los resultados sean consistentes
y reproducibles. Asi mismo minimiza el riesgo de contaminacion cruzada,

Por lo tanto, en base a lo interior el aislamiento de levaduras a partir del agua miel es una base
clave en este presente proyecto, ya que a partir de aqui se exploraran las técnicas y métodos
utilizados para extraer y purificar cepas microbianas endémicas de este medio ambiente, presentes
en este medio especifico, lo cual nos permitira identificar y clasificar las levaduras con propiedades

innovadoras.
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Objetivos

Objetivo General
Aislar microrganismos de muestras de aguamiel de Agave Salmiana seleccionando las que
presenten caracteristicas como levaduras para realizar una identificacion macro y microscépica

ademas de evaluar su uso en la produccion de bebidas alcohdlicas utilizando agave.

Objetivos Especificos
e Aislar e identificar morfologicamente levaduras de muestras de aguamiel.
e Purificar las levaduras obtenidas para la produccion del inoculo.

e Evaluar cinéticamente la produccion de etanol utilizando aguamiel como sustrato de las

levaduras aisladas.
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Justificacion

La industria de las bebidas alcoholicas estd en constante busqueda de innovacion y diversidad de
productos. La inclusion de levaduras de aguamiel en la produccién de bebidas alcohodlicas podria
Ilevar a la creacion de nuevos perfiles de sabor y productos Gnicos que atraigan a consumidores y
entusiastas de bebidas artesanales. El aislamiento de levaduras de aguamiel puede contribuir a la
sostenibilidad de las regiones productoras de agave al promover un uso mas completo y eficiente
de esta planta emblematica. Esto podria tener un impacto positivo en la conservacion del agave,
una planta que enfrenta desafios de sobreexplotacion y agotamiento.

Aislar y seleccionar levaduras procedentes de la fermentacion del jugo de la pifia va a contrarrestar
la problematica de inhibicion por producto, la inhibicion por sustrato y la contaminacion; ya que
se ha demostrado que es mas efectivo el uso de cultivos autdctonos de levaduras, pues estas se
encuentran adaptadas a las condiciones climaticas de la zona, ademé&s optimizan e impulsan una
mejora progresiva en el rendimiento y productividad del proceso de etanol.

Explorar este campo puede conducir a avances significativos en la industria de las bebidas

alcohdlicas, ademés de promover la sostenibilidad y la valorizacién de los recursos naturales.
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Revision de literatura
Importancia del agave en México
Entre las plantas mas conspicuas del paisaje mexicano, en especial de las zonas aridas y semiaridas
de Meéxico, estan los agaves o magueyes, considerados especies clave en estas regiones, tanto por
su abundancia como por la cantidad de recursos que proporcionan a otros organismos.
En México, los agaves han tenido y tienen una gran importancia economica y cultural para
numerosos pueblos indigenas y mestizos, que los han aprovechado durante siglos como fuente de
alimento, bebida, medicina, combustible, cobijo, ornato, fibras duras extraidas de las hojas (ixtle),
abono, construccion de viviendas y elaboracién de implementos agricolas, entre otros usos. Los
magueyes fueron una de las primeras plantas aprovechadas por los pobladores de Mesoamérica
para alimentarse, de lo cual se hallan restos en cuevas en el Valle de Oaxaca, el de Tehuacéan y en
Coahuila en este Gltimo sitio, ademas de restos de fibras mascadas, se recuperaron cordeles de ixtle
y sandalias elaboradas con fibras de maguey. El empleo como alimento y fibras pervive en México
desde hace por lo menos siete mil afios.
Los grupos humanos que se establecieron en estas regiones desarrollaron uno de los principales
centros agricolas de América. Al aprovechar los magueyes, estos pueblos hicieron de México su
centro de domesticacion y diversificacion mediante la seleccion humana, pues los escogian por
sus fibras, el aguamiel o las altas cantidades de azlcares que les proporcionaba —lo que
posteriormente se denominaria en nahuatl como mexcalli, es decir el tallo y bases de las hojas
(cabezas) cocidos. Es por esto que los agaves no solo tienen su maxima expresion de diversidad
morfoldgica, filogenética y evolutiva en México, sino también cultural, ya que los seres humanos
que lo han poblado han sabido aprovechar al maximo los beneficios que producen. (Garcia, 2007)

-Descripcion del género Agave
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El género Agave es originario de América. De sus aproximadamente 200 especies, 150 se
encuentran en México, ademas que 36 pertenecen a categorias infra especificas, lo que en conjunto
constituye un total de 186 taxones. El gran nimero de especies endémicas de México sugiere que
la diversidad del grupo se debe, principalmente, a aspectos fisioldgicos que han permitido
adaptarse localmente a habitats heterogéneos; parte de la diversidad también puede atribuirse a los
procesos de domesticacion de varias especies de agave. (Garcia, 2007)

La morfologia de las plantas del género Agave (Figura 1) son monocotiledéneas, sus hojas,
también denominadas pencas, se muestran en disposicion arrosetada, son generalmente rigidas y
en su mayoria presentan dientes aculeiformes. La roseta se considera perenne debido a que requiere
de 8 a 20 afios para madurar (Gentry, 1982;Hernandez, 2022). La penca puede tener forma lineal,
espatulada, lanceolada, deltoide, oblonga u ovada; el tallo puede ser acaulescente o caulescente.
Son plantas hermafroditas que poseen inflorescencias en espiga, con flores de color amarillo
verdoso. Su 14 fruto es capsular, lefioso, alargado y dehiscente; cada capsula contiene numerosas
semillas aplanadas y de testa negra (Gentry, 1982; Garcia-Mendoza, 2007; Esparza-lbarra et al.,

2015; Hernandez, 2022).

Figura 1. Morfologia del agave
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Descripcion Del Agave Salmiana

El maguey manso o miixo, maguey verde o hok’ uada, maguey palmilla y xa’mni, en espanol y
otomi respectivamente (Figura 2), es una de las especies con mas usos en México. Pertenece a la
familia Agavaceae y se reconoce por sus hojas anchas, fuertes, suculentas, de color verde con
largos apices acuminados y sigmoideos, de tallo corto y macizo, con forma de roseta y tamafio que
van de 1.5 a 3.4 m de altura y hasta 5 m de diametro. Tiene flores carnosas de tépalos dimorfos,
estrechos, doblados hacia el interior. Se le encuentra en terrenos planos y montafiosos, en suelos

profundos o superficieales (Garcia, 2007)

Figura 1. Agave salmiana Otto ex Salm.

Areas Geograficas Donde Se Encuentra El Agave Salmiana.

Agave salmiana es una especie que se considera endémica de México, con poblaciones silvestres
y cultivadas. Se ubica principalmente en las zonas aridas y semiaridas del centro de México, desde
Coahuila hasta Oaxaca (Garcia-Mendoza, 1998;Cortes & Basurto, 2008). A continuacion, en la
figura 3 se presenta la distribucion geogréafica en la Republica Mexicana de los tres principales
tipos de agave que se aprovechan para la produccién de bebidas alcohdlicas (tequila, mezcal y
pulque). En la region occidente de México que comprende los estados de Jalisco, Michoacan,

Guanajuato y Nayarit se cultiva en su mayoria el agave tequilero, el cual es mayormente Agave
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tequilana (Weber) y es aprovechado para la elaboracion del tequila, bebida altamente apreciada a

nivel mundial.

B #gave pulcuero

. Agave tequilero

Agave mezcalero

o}
§ %\‘

Figura 2. Distribucion regional de los principales tipos de agave aprovechados en México

Otra bebida alcohdlica caracteristica de México es el mezcal, el cual se obtiene del agave
mezcalero teniendo a especies como A. angustifolia, A. esperrima Jacobi, A. weberi cela, A.
patatorum y Agave salmiana (NOM-070-SCFI-1994;Guzman & Contreras, 2018) siendo Oaxaca
y Guerrero los principales productores de mezcal. En el sur- sureste, principalmente Chiapas,
Quintana Roo y Yucatan se encuentran Agave sisalana y A. fourcroydes los cuales son empleados
principalmente para la elaboracién de fibras y textiles.

Por ultimo, la region centro y norte que va desde las sierras veracruzanas y poblanas hasta las
planicies coahuilenses y duranguenses se presenta en abundancia el agave forrajero o pulquero que
son aprovechados para la extraccidn del aguamiel, que tras ser fermentado se obtiene el pulque.

(Consejo Regulador del Tequila, 2015; SIAP, 2015;Guzman & Contreras, 2018).
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Usos y aplicaciones més importantes del Agave Spp.

Las aplicaciones tradicionales y contemporaneas del Agave son notables por su versatilidad y
significado cultural . Considerando sus usos mas importantes, los magueyes se dividen en tres
grupos: los textileros, los pulqueros y los mezcaleros.

Su savia se emplea fundamentalmente para la elaboracion de bebidas, las cuales pueden ser de
dos tipos: el primero se consume fresco como Aguamiel o fermentado como Pulque, el segundo
destilado como Mezcal o Tequila (Roca y Llamas, 1901; Medina y Orozco, 1901; Walton, 1977,
Granados, 1993; José, 1993; Garcia, 1998; Magallan, 1998; Ayala y Ruiz, 1999; Magallan y
Hernandez, 2000; Palma, 2000; Parsons y Darling, 2000;Gonzalez, 2005). A continuacion, en la

tabla 1 se muestran los principales productos de algunas especies de agave.

Tabla 1. Productos obtenidos de distintas especies de agave en México.

Especie Producto Referencia
Bautista-Justo et
Agave tequiliana
Tequila al.,2001; Perez-
F.A.C Weber
Hernandez et al.,2016
Agave sisalana
Fibra natural Martin et al.,2009.
perrine ex Engelm
Agave  fourcroydes
Fibra natural Abreu et al.,2007.
Lem
Parra-Negrete et
Agave  angustifolia
Mezcal al.,2010; Perez-

Haw
Hernandez et al.,2016
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Agave cupreata Trel
& A.Berger
Agave rhodacanthla

Trel

Agave americana L.

Agave salmiana Otto

ex Salm-Dyck
Agave lechuguilla
Torr.

Mezcal
Mezcal
Produccion de
aguamiel, pulque,

ornamento y sogas.
Produccion

aguamiel y pulque

Fibra natural

de

Perez-Hernandez et
al.,2016

Perez-Hernandez et

al.,2016
Parra-Negrete et
al.,2010
Parra-Negrete et
al.,2010
Parra-Negrete et
al.,2010; Castillo-

Quiroz et al.,2013

Se han obtenido de diversas especies de maguey, sustancias de enorme interés para la industria,

mismas que se dividen en tres tipos: a) por fermentacion alcohdlica del aguamiel, b) obtencion de

proteina y c) investigaciones sobre: vitaminas, giberelinas, dextranas, aminoécidos, ensilaje del

Agave, mieles, jarabes de fructosa y acidos organicos. Al igual que productos tales como: gomas,

bases para pinturas y barnices, celulosa, pulque enlatado con sabores de frutas, refrescos sin

alcohol obtenidos del pulque, licor bajo en gradacion alcohodlica y vino de excelente calidad

(Guerrero, 1980;Gonzalez, 2005). Como material secundario en las industrias del tequila, mezcal

y fructosa, resultan los bagazos de maguey, los 29 cuales tienen un uso potencial en la fabricacion

de tableros de aglomerado de calidad y con altas posibilidades de industrializacion (Montes y

Palacios, 1982; Gonzales-Alvarez,2005). Las hojas de Agave salmiana pueden utilizarse como
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alimento para el ganado, constituyendo un excelente forraje ya que en promedio alcanza un 62%
de digestibilidad. Ademés de que en el proceso no hay pérdidas de materia organica ni se usan
reactivos contaminantes (Gentry, 1982; Zufiga y Grellmann, 1982; Tello 1983; Tello, 1988;
Aguirre et al., 2001;Gonzalez, 2005). La cuticula se utiliza para envolver diversos guisos (Garcia,
1998; Jose y Garcia, 2000; Gonzalez, 2005).

En Coahuila e Hidalgo, el pulque se utiliza como levadura para la elaboracion de pan y para la
preparacion de diversos alimentos. Las flores también se comen de diversas maneras: los botones
se cortan, se pican finamente y se hierven y frien con cebolla, chile y sal; también se cuecen al
vapor con condimentos en una cacerola tapada; se guisan con huevo y/o con quelites. El escapo
floral (quiote) cocido, se puede masticar como dulce. De las bracteas, se obtiene una fibra suave
Ilamada ixtle, que se utiliza para la elaboracion de diversas prendas (Medina y Quezada, 1975;

Gentry 1976: Garcia, 1998; Magallan 1998; Salinas, 2000;Gonzalez, 2005).

Agua miel

El aguamiel de savia de agave es una savia fresca comestible producida por varias especies de
agaves, entre ellas A. americana, A. atrovirens, A. salmiana, A. mapisaga y A. ferox (Leal-Diaz et
al., 2015;Villarreal-Morales et al., 2019). EI aguamiel es considerado una bebida nutracéutica por
la presencia de una amplia clase de compuestos con alta capacidad antioxidante, efecto protector
contra el cancer, antiinflamatorio, antiobesidad y otras propiedades como hipocolesterolemia
(Serment-Moreno et al., 2017;Villarreal-Morales et al., 2019). Este subproducto lo obtienen los
agricultores (Figura 4) del maguey adulto (8-12 afios), primero cortando el vapor floral (meyolote)
y algunas hojas (pencas), luego se hace una cavidad en la parte central de la planta, luego se

acumula el aguamiel. en la cavidad durante 3 a 6 meses, pero la cavidad se sella con hojas de
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maguey o piedras para evitar la contaminacion por insectos o animales y proporcionar un ambiente
séptico (Valadez-Blanco et al., 2012;Villarreal-Morales et al., 2019). Durante este tiempo, se raspa
la cavidad todos los dias y se recolecta la savia manualmente dos veces al dia hasta que el maguey
se haya secado. El rendimiento de aguamiel de un maguey es de alrededor de 900 litros en total
(Tovar-Robles et al., 2011; Santos-Zea et al., 2016a; Enriquez-Salazar et al., 2017;Villarreal-
Morales et al., 2019); sin embargo, el volumen total extraido del maguey se ve afectado por
diversos factores ambientales como los nutrientes del suelo, las especies de agave, la
disponibilidad de agua y la madurez de las plantas (Leal-Diaz et al., 2016;Villarreal-Morales et
al., 2019). En algunas ocasiones, los agricultores fermentan el aguamiel en recipientes de plastico
para la produccién de pulque, una bebida alcohdlica tradicional mexicana no destilada que
actualmente se consume en la Meseta Central de México (Torres-Rodriguez et al.,
2014;(Villarreal-Morales et al., 2019). EI aguamiel es un jugo dulce parecido a una savia de
incoloro a &mbar que se obtiene del corazén del maguey y es un producto rico en azicares como
fructosa 32%, glucosa 26% Yy sacarosa 8%. En esta bebida se han encontrado otros compuestos
bioactivos como minerales, vitaminas, gomas, proteinas, FOS, inulina y microorganismos
probidticos.

Artisanal production of
aguamiel

LMun maguey(8-12years old)

[ Farmeropening an maguey plant

Cavity In the central partof P
* maguey

g for 3-6
months

4

(Fermemanon of aguamiel for mew ' '

Figura 3. Produccion artesanal del aguamiel

b ( After the 6 moths, the maguey
F plantdie
] 'C ~
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Composicion Quimica Del Agua Miel.

En la actualidad, son pocos los estudios de la caracterizacién quimica de este subproducto del
Agave, causando una limitacion para proponer las posibles opciones de empleo para fines
alimentarios, nutracéuticos o medicinales. Segun lo reportado por algunos autores el aguamiel es
una bebida de sabor dulce, acida o ligeramente alcalina rica en proteinas y carbohidratos como
fructosa, glucosa y sacarosa por lo cual este producto natural resultaria ser un buen candidato para
ser empleado en la industria de la fermentacion (Flores et al., 2008;(Mufiiz-Marquez et al., 2013)).
En el siguiente cuadro se muestra un estudio realizado por Flores et al., (2008) acerca de la
composicion quimica de aguamiel extraido de diversas variedades de magueyes pulqueros (A.
salmiana, A. duranguensis y A. americana) comunmente nombrados magueyes manzo, cenizo y
amarillo respectivamente (Tabla 2). Se aprecia que el aguamiel esta constituido principalmente
por proteinas y azlcares y que a pesar de que son diferentes variedades, la composicion
fisicoquimica no varia dréasticamente. Esto puede deberse posiblemente a que la funcién de esta

savia en la planta es la misma, independientemente de la variedad del maguey.

Tabla 2. Composicion fisicoquimica de aguamiel extraido de tres variedades de maguey

pulquero.
Manzo Cenizo Amarillo
Densidad (g/L) 1.29 1.26 1.23
pH 6.30 6.40 6.60
Indice de refraccion 1.35 1.35 1.36
Solidos solubles
11.44 11.01 12.67

(°Brix)
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Acidez (%) 1.65 1.41 1.47
Humedad (%) 87.00 87.90 86.00
Proteinas (g/L) 341 3.11 2.49
Cenizas (g) 0.53 0.41 0.48
Azucares reductores

1.63 1.97 1.06
(9/L)
Glucosa (mg/L) 2.31 2.31 2.50
Fructosa (mg/L) 4.70 4.92 4.50

Proceso natural de fermentacion del aguamiel.

El proceso de fermentacion inicia en el maguey (Figura 5), donde se encuentran microorganismos
autoctonos como levaduras, bacterias lacticas, bacterias productoras de etanol y bacterias
productoras de exopolisacaridos (Escalante et al.,2004;Cervantes & Pedroza, 2007). Estos
microorganismos transforman de manera natural parte de los azlcares disponibles en aguamiel,
sin embargo, el proceso se acelera por la adicion de un inoculo iniciador llamado semilla (una
porcion de pulque previamente producido). El tiempo de fermentacidn puede durar de 12 a 48 hora
a 25° C, cuidando que el recipiente no tenga ninguna sustancia que inhiba los microorganismos
mesofilicos (Detergentes, perfumes, desinfectantes, entre otros). A medida que pasa el tiempo se
presentan cambios importantes como un incremento en el porcentaje de etanol y formacion
deexopolisacaridos como b-glucanos y dextranos; que generan un incremento en la viscosidad
transformado el fluido de newtoniano a no newtoniano (Chellapandian M et al.,1998;Cervantes &
Pedroza, 2007). Los consorcios microbianos son frecuentemente encontrados en varias bebidas

fermentadas y se considera que esta interaccion positiva es un mecanismo evolutivo que favorece
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a todas las poblaciones presentes en el consorcio con respecto a la captacion de nutrientes,
eliminacién de ciertos metabolitos que pueden llegar a ser toxicos si se acumulan en la bebida y
control de flora microbiana alterante de la fermentacion (Yu & Zhang, 2003;Cervantes & Pedroza,
2007). La literatura reporta que a partir del pulque se pueden recuperar diversos grupos
microbianos  clasificados ~ como: subdivision Bacillus-Lactobacillus-Streptococcus
(Lactobacilluscepa ASF360 AF157050, Lactobacillus acidophilus M99740, L. hilgardii M58521,
L. plantarum D79210 y Leuconostoc mesenteroides spp mesenteroides), subdivision
proteobacteria (Acetobacter pomorium AJ001632, Zymomonas mobilis AF281034) y hongos
levaduriformes pertenecientes a los géneros (Sacharomyces cerevisiae, Saccharomyces sp)

(Escalante et al.,2004; Cervantes & Pedroza, 2007).

Figura 4. Proceso de fermentacion de aguamiel
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El pulque.

El pulgue, metoctli, iztac octli o poliuhqui octli como lo conocian los aztecas, es una de las bebidas
fermentadas alcohdlicas tradicionales no destiladas mas antiguas de México (Figura 6). Se cree
que esta bebida tiene su origen en Mesoameérica. La hipotesis es que el pulque se utilizaba como
suplemento dietético y alimento amortiguador de riesgos en la antigua Teotihuacan (150 a. C. a
650 d. C.) (Correa-Ascencio et al., 2014; Ramirez-Guzman et al., 2019). El pulque se consumia
en ceremonias religiosas, por sus propiedades nutricionales, promotoras de la salud y contenido
alcohdlico(Valadez-Blanco et al., 2012)Es una bebida de color blanco, viscosa, ligeramente &cida
y con un contenido alcohdlico entre 4 y 7°GL (Escalante et al., 2016; Ramirez-Guzman et al.,
2019). El pulque se produce por fermentacion de la savia (aguamiel) obtenida de la planta Maguey,
principalmente de las especies Agave atro-virens y Agave americana; sin embargo para su
produccion también se pueden utilizar otras especies como Agave ferox, Agave mapisaga y Agave
salmiana.(Torres-Maravilla et al.,, 2016). ElI proceso de fermentacion es espontaneo
tradicionalmente realizado por la flora natural presente en la savia (microorganismos autdctonos),

aunque es posible utilizar como iniciador un pulque previamente fermentado.

Figura 5. Pulque
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Proceso de elaboracién del pulque

La produccion del pulque se lleva a cabo en cuatro etapas generales: (1) castracion del maguey,
(2) raspado y extraccion del aguamiel, (3) preparacion de la semillay (4) fermentacion del pulque.
En la castracion de maguey, se destruye el pedunculo floral embrionario que rodea el capullo floral
en la planta madura (5 a 10 afios de crecimiento) de maguey. Se eliminan las hojas centrales de la
planta para dejar un hueco en el centro de la planta. Finalizado este proceso, la planta se deja en
proceso de maduracion durante 3 meses. En el raspado y extraccion de aguamiel, se raspa la
superficie de la cavidad para favorecer la produccion de savia. La savia (aguamiel) fluye y se
acumula en la cavidad. El aguamiel acumulado se extrae dos veces al dia. Este liquido se almacena
en recipientes de plastico. En la preparacion de semillas se prepara el indculo para la fermentacion,
en general este es una porcion del pulque previamente producido. En esta etapa se agregan 2L de
pulque fermentado a 20L de aguamiel fresco, se incuba a temperatura ambiente durante 1 a 4
semanas hasta obtener las caracteristicas de acidez y alcohol deseadas. Y finalmente, en la
fermentacion del pulque, el aguamiel fresco se filtra y se transfiere a cualquier recipiente para su
fermentacion. EI aguamiel se fermenta durante 12 a 24 h en madera, arcilla 0, mas cominmente,
en recipientes de plastico (Escalante et al., 2016;Ramirez-Guzman et al., 2019). Existen diferentes
parametros para determinar la calidad y grado de fermentacion en el pulque entre los que se
encuentran la viscosidad, debido a la sintesis de exopolisacaridos por el microorganismo, la acidez
y el contenido de alcohol. Estos parametros estan relacionados con el tipo de Fermentacion que se
produce durante el proceso: fermentacion viscosa, acida y alcohdlica. El proceso es estatico y se
realiza en condiciones no asepticas, por lo que la bebida tiene una gran poblacion de

microorganismos (Giles-Gomez et al.,, 2016;Ramirez-Guzman et al., 2019). Estos
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microorganismos son una mezcla de bacterias y levaduras como Zymomonas mobilis,
Lactobacillus spp., Saccharomyces cerevisiae, Leuconostoc mesenteroi-des, Leuconostoc kimchii,
Candida lusitaneae, Kluyveromyces marx-ianus, Microbacterium arborescens, Flavobacterium
johnsoniae, Acetobacter pomorium, Gluconobacter oxy . Dans y Hafnia alvei (Gonzélez-Vazquez
etal., 2015).

Importancia Economica del pulque

A principios y mediados del siglo XX, el pulque represent6 un recurso econémico potencial en el
centro de México y todavia se consume en la region, aunque no hay mucha informacion sobre su
estabilidad microbioldgica (Gomez-Aldapa et al.,2011;Ramirez-Guzméan et al., 2019). Es
importante mencionar que el principal productor de pulque es el estado de Hidalgo, que en 2010
produjo mas de 206 millones de litros de pulque, equivalente al 82% de la produccion nacional
total, seguido de Tlaxcala con el 13.3% y el Estado de México con 2,58% (SAGARPA, 2015,
2017; Ramirez-Guzmén et al., 2019). El consumo de pulque a nivel nacional es bajo,
principalmente se consume en los estados de Guadalajara, Estado de México y Puebla.
Actualmente existen diferentes planes de exportacion para enviar pulque a diferentes paises de
América, Europa y Asia. Sin embargo, actualmente solo se exportan productos de agave con 21%
de alcohol a Estados Unidos (179,630L/af0) y Espafia (8397L/afo) (Brefia Cervantes et al., 2010;
Ramirez-Guzman et al., 2019).

-Diversidad microbiana asociada al pulque

La diversidad microbioldgica del pulque es muy alta (Galindo,2007;Luis et al., 2019). De ella se
pueden recuperar mas de 50 géneros de microorganismos diferentes dependiendo del tipo de
Agave utilizado. La fermentacion alcoholica, acida y viscosa del aguamiel es realizada por un

consorcio microbiano compuesto por levaduras, bacilos Gram positivos y cocobacilos Gram
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negativos, los cuales estan presentes en todas las etapas del proceso. Los recuentos mas bajos se
encuentran en las primeras materias primas como el aguamiel y la semilla (Cervantes & Pedroza,
2007;Luis et al., 2019). Este resultado esta asociado con las caracteristicas iniciales del aguamiel
que es un liquido fresco no fermentado rico en azlcares de facil asimilacion y proteinas que
mantiene algunas poblaciones autoctonas en espera de las condiciones ambientales y nutricionales
apropiadas para su propagacion (Botes et al., 2007;Luis et al., 2019) . Al iniciarse la fermentacion
del aguamiel los cambios quimicos que se presentan en el sustrato propician el desarrollo y
sucesion de diversos grupos microbianos como sigue (Yu y Zhang, 2003;Luis et al., 2019):

1. Bacterias productoras de &cido lactico de los géneros Leuconostoc y Lactobacillus (especies
homo y heterolécticas), que incrementan la acidez de la bebida.

2. Levaduras no-Saccharomyces, Saccharomyces y bacterias (Zymomonas mobilis ssp. mobilis)
que transforman los azUcares en etanol y otros metabolitos secundarios que repercuten en el perfil
sensorial de la bebida.

3. Bacterias productoras de dextranos (Leuconostoc spp.) que confieren la viscosidad al pulque.
4. Bacterias acéticas (Acetobacter spp.) que junto con las bacterias acido-lacticas acidifican la
bebida.

En cada estadio del proceso de fermentacién de han identificado levaduras y bacterias que persisten
o0 reemplazan a otras especies (Herrera-Sol6rzano et al., 2015;Luis et al., 2019). En aguamiel se
han identificado las levaduras Candida lusitaniae y Kluyveromyces marxianus, y las bacterias
Lactobacillus paracasei, Lactobacillus sanfranciscensis, Lactobacillus sp., Leuconostoc citreum y
Acetobacter orientalis. - En pulque las levaduras K. marxianus y S. cerevisiae, y las bacterias
Lactobacillus sp. y Leuconostoc lactis. - En la semilla las levaduras K. marxianus, S. cerevisiae y

Saccharomyces paradoxus y las bacterias Lactobacillus sp. En el pulque existe predominancia de
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algunos géneros: con un 98% estan Saccharomyces sp., Zymomonas sp. y Lactobacillus sp.
(Cervantes & Pedroza, 2007;Luis et al.,, 2019). Los consorcios microbianos se encuentran
frecuentemente en varias bebidas fermentadas y se considera que esta interaccion es un mecanismo
evolutivo que favorece a todas las poblaciones presentes en el proceso para mejorar la captacion
de nutrientes, eliminacion de metabolitos que pueden llegar a ser toxicos si se acumulan en la
bebida y para el control de la flora microbiana alterante de la fermentacion (Lappe-Oliveras et al.,

2008;Luis et al., 2019) .

Microorganismos del agave

A pesar de la importancia ecolégica y econémica de los agaves, es poco lo que se sabe acerca de
los microorganismos que interactian con estas plantas. Los estudios realizados en este contexto,
han estado enfocados principalmente en el aislamiento e inoculacion de microorganismos
(bacterias y hongos) en distintas especies como A. deserti (CUI & NOBEL, 1992; Desgarennes,
2016)A. angustifolia (Bautista-Cruz et al., 2015;Desgarennes, 2016), A. tequilana (Pimienta-
Barrios et al., 2009; Martinez-Rodriguez et al., 2014;Desgarennes, 2016), A. americana (Martinez-
Lépez et al., 2009; (Desgarennes, 2016)), A. potatorum (Carballar-Hernandez et al., 2013;
Desgarennes, 2016) y A. victoria-reginae (Obledo et al., 2003;Desgarennes, 2016). Algunos de
estos reportes en las diferentes especies de Agave, han mostrado efectos benéficos como producto
de la colonizacion de algunos microorganismos. Es el caso de los hongos micorrizicos, en cuya
presencia se registra una mejoria en la obtencidn de agua y nutrientes por parte de las plantas (CUI
& NOBEL, 1992; Camargo-Ricalde et al., 2003; Pimienta-Barrios et al., 2009; Desgarennes,
2016). Efectos similares, ademas del incremento de la actividad fotosintética, el contenido de

azucares y un mayor crecimiento de las plantas, se observaron cuando las plantas de Agave
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establecieron asociaciones con hongos enddfitos (Obledo et al., 2003;Desgarennes, 2016),
bacterias diazétrofas (Ruiz et al., 2011; Desgarennes, 2016) y solubilizadoras de fosfatos (Bautista-
Cruz et al., 2015; (Desgarennes, 2016)). En conjunto, estos reportes sugieren que las interacciones
que los agaves establecen con sus microorganismos juegan un papel importante en la salud y
productividad de estas plantas. Considerando lo anterior, y que los agaves son plantas con
metabolismo CAM adaptadas a condiciones extremas de temperatura y humedad, el analisis del
microbiota asociado con dichas plantas podria brindar una nueva perspectiva acerca de las
interacciones planta-microorganismo y su funcion en la adecuacion de las plantas en las zonas

aridas.

Caracteristicas morfologicas y fisiologicas de las levaduras en general

Levadura es un nombre genérico que agrupa a una variedad de organismos unicelulares,
incluyendo especies patdgenas para plantas y animales, asi como especies no solamente inocuas
sino de gran utilidad (Gonzales, 2003;Suarez-Machin et al., 2016).

Las levaduras han sido utilizadas, desde la antigliedad, en la elaboracion de cervezas, pan y vino,
pero los fundamentos cientificos de su cultivo y uso en grandes cantidades fueron descubiertos por
el microbiodlogo francés Louis Pasteur en el siglo XIX (Pelizer et al., 2003; Hernandez et at., 2003;
;Suérez-Machin et al., 2016).

Se conocen cepas diferentes y especificas para cada labor (panificacion, destileria, produccion de
extractos de levadura y uso en animales). (Alvarado, 2011;Suarez-Machin et al., 2016).

Las levaduras son organismos eucariotas con gran diversidad respecto a su tamafio, forma y color
(Figuras 7 y 8). Son consideradas hongos unicelulares y generalmente sus células son ovaladas,

pero también pueden encontrarse en forma esférica, cilindrica o eliptica. Son mayores que las
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bacterias, alcanzando un didmetro maximo de entre cuatro y cinco um. Se reproducen por fision
binaria 0 gemacién y algunas pueden ser dimorficas o bifasicas y crecen como micelio bajo
condiciones ambientales especiales (Ochoa y Vazquez, 2004; Perez, 2007;Suérez-Machin et al.,
2016). Son resistentes a antibioticos, sulfamidas y otros agentes antibacterianos de forma natural.
Se conoce la secuencia completa de su genoma y se mantiene en constante revision, lo que ha
permitido la manipulacion genética de los casi 6600 genes que codifican el genoma de levadura
(Bergogne, 1995;Suarez-Machin et al., 2016).

Los constituyentes macromoleculares de las levaduras incluyen proteinas, glicoproteinas,
polisacaridos, polifosfatos, lipidos y &cidos nucleicos (Walker, 1998;Suarez-Machin et al., 2016).
Su pared celular comprende entre 15 y 25 % de la masa seca de la célula y sus principales
componentes son polisacéaridos (80-90 %), esencialmente glucanos y mananos, con una menor
contribucion de quitina, ademas de proteinas y lipidos (Zinser y Daum, 1996; Rojas 1995;Suérez-
Machin et al., 2016).

El contenido de proteinas en las levaduras varia entre el 40 y el 50 % de su peso seco y tienen una
excelente calidad en funcién de su perfil de aminoacidos esenciales (Otero et al., 1995; Valionote,
2011 ;Suérez-Machin et al., 2016). La mayoria de las levaduras toleran un rango de pH entre 3y
10, pero les resulta favorable un medio ligeramente acido con un pH entre 4,5 a 6,5. Son capaces
de competir con la bacteria Streptococcus bovis, el principal productor de &cido lactico en el
rumen, por azUcares solubles (Chaucheyras et al., 1997 ;Suarez-Machin et al., 2016). Las levaduras
mas estudiadas en el mundo son cepas provenientes de las especies: Saccharomyces cerevisiae
(levadura panadera comercial), Kluyveromyces fragilis y Candida utilis. Estas especies son
consideradas como aptas para el consumo humano 0 GRAS (por las siglas en inglés de Generally

Recognized As Safe). (Anon, 2005;(Suarez-Machin et al., 2016).
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Figura 8. Vista microscopica de

Figura 7. Vista macroscépica de Saccharomyces Saccharomyces cerevisiae

cerevisiae en medio YPG

Fermentacion:

Genéricamente, el término ‘fermentacion’ se refiere a la transformacion catalitica de sustancias
organicas, principalmente carbohidratos, mediante enzimas de origen microbiano (Cappelli y
Vannucchi 1990; Baglio, 2014). Estas modificaciones pueden representar alguna alteracion no
deseada; por otra parte, la accion de las enzimas microbianas por parte de microorganismos
seleccionados puede utilizarse para la produccidn segura y conveniente de productos alimenticios.
La Tabla 1.1 muestra una pequefia seleccion de diferentes formas de vida con aplicaciones
industriales. Los procesos fermentativos industriales para aplicaciones alimentarias se pueden
subdividir aproximadamente en dos categorias:

1.-Procesos homofermentativos. Se obtiene la produccion de un Gnico compuesto. Por ejemplo:
fermentacidn alcohdlica; producto obtenido: alcohol etilico.

2.- Procesos heterofermentativos. Se obtienen dos o mas productos finales. Ejemplo: la
fermentacidn acetona-butanol-etanol (ABE) se puede utilizar con el objetivo de producir acetona,

alcoholes etilicos, isopropilicos y butilicos (Park et al. 1989;Baglio, 2014).
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Tabla 3.Microorganismos fermentativos para la produccién de alimentos fermentados.

Principales aplicaciones
Organismo Tipo

alimentarias

Vinos, cervezas, levadura de

panaderia, panes de trigo y
Saccharomyces cerevisiae Levadura

centeno, quesos, Vverduras,

probioticos
Saccharomyces bayanus Levadura Leches fermentadas

Yogurt, quesos duros y
Streptococcus thermophilus Levadura

blandos

Lactobacillus bulgaricus sub.
Bcateria Yogurt

Delbrueckii.
Propionibacterium shermanii  Bacteria Queso suizo

Quesos, carnes, verduras,
Lactobacillus casei Bcateria

probidticos.
Gluconobacter suboxidantes  Bacteria Vinagres
Penicillium roquefortii Moho Queso gorgonzola
Penicillium camembertii Moho Camembert y queso brie
Aspergillus orizae Moho Salsa de soja, sake
Candida famata Levadura Carnes
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Los microorganismos fermentativos pueden ser bacterias u hongos. Por ejemplo, varias bacterias
utiles pertenecen a los géneros Lactobacillus, Clostridium, Nitrobacter y Acetobacter.

En cuanto a los hongos, las formas de vida mas conocidas con importancia industrial son las
levaduras y los mohos.

Las condiciones ambientales afectan la supervivencia de los microorganismos y la duracion de las
fermentaciones relacionadas; en consecuencia, varios procesos fermentativos pueden detenerse
debido a la accion inhibidora de los principales productos de fermentacion. Por ejemplo, la
fermentacion alcoholica se detiene si el porcentaje de alcohol etilico producido alcanza entre el 14
y el 16 %. De todos modos, los principales procesos fermentativos estan relacionados con la
transformacion de carbohidratos (Baglio, 2014)

Fermentacién alcohdlica

La fermentacion alcohdlica, denominada también como fermentacion del etanol o incluso
fermentacion etilica, es un proceso bioldgico de fermentacion en plena ausencia de aire, originado
por la actividad de algunos microorganismos que procesan los hidratos de carbono, por regla
general azucares: como pueden ser glucosa, fructosa, sacarosa y almidén, para obtener como
productos finales: un alcohol en forma de etanol, didxido de carbono (CO2) en forma de gas y
unas moléculas de Adenosin Trifosfato (ATP) que consumen los propios microorganismos en su
metabolismo celular energético anaerdbico (Aguilera'y Molina, 2011; Ovando, 2018).

Este proceso tiene como finalidad bioldgica proporcionar energia anaerébica a los
microorganismos unicelulares, como las levaduras, en ausencia de oxigeno, para ello disocian las
moléculas de glucosa y obtienen la energia necesaria para sobrevivir, produciendo el alcohol y

CO2 como desechos consecuencia de la fermentacion. Las levaduras y bacterias causantes de este
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fendmeno son microorganismos muy habituales en las frutas y cereales y contribuyen en gran
medida al sabor de los productos fermentados. Una de las principales caracteristicas de estos
microorganismos es que viven en ambientes completamente carentes de oxigeno, sobre todo
durante la reaccion quimica, por 24 esta razon se dice que la fermentacion alcoholica es un proceso
anaerobico (Aguilera'y Molina, 2011; Ovando, 2018).

La fermentacion alcohdlica se debe a una enzima soluble que producen las levaduras, la zimasa,
que en realidad es un complejo de enzimas. La fermentacion comienza con la reaccion entre los
acidos gliceroaldehidofoséforico y dioxiacetonfosférico que producen simultaneamente acido

fosfoglicérico y acido a-glicerofosférico. (Casado, 2006; Ovando, 2018). Como se muestra en la

Figura 9. CHO CH20H
CHOH + (?O
CH,0-PO+H, éH;O—PO Ho
Acido gliceroaldehido fosférico [ Acido dioxiacetonfosférico
COOH CH20H
CHOH CHOH
+ i
CH,0-PO4H, CH,0-PO4H,
Acido fosfoglicérico Acido a-glicero fosférico

Figura 9. Inicio de la fermentacién alcohdlica

El tipo de fermentacion alcoholica de la cerveza es en donde la accién de la zimasa segregada por
la levadura convierte los azlcares simples, como la glucosa y la fructosa, en alcohol etilico y
dioxido de carbono. En detalle, la diastasa, la zimasa, la invertasa y el almidon se descomponen
en azucares complejos, luego en azucares simples y finalmente en alcohol. Generalmente, la
fermentacion produce la descomposicion de sustancias organicas complejas en otras simples,

gracias a una accion catalizadora (Mufioz de Cote, 2010; Ovando, 2018).
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Metodologia
Los procedimientos experimentales fueron realizados en el departamento de ciencia y tecnologia
de alimentos en el laboratorio de genética de microrganismos de la Universidad Auténoma Agraria
Antonio Narro, utilizando como sustrato aguamiel, el cual se obtuvo de manera comercial.
Preparacion de los medios de cultivo
Medio PDA: Se suspendieron 7.8 gramos del medio en 200 ml de agua destilada, se mezclaron
bien y se calentaron con agitacion suave hasta su completa disolucion, dejando hervir durante un
minuto. Se esteriliz6 en autoclave a 121°C durante 15 minutos. Se dejo enfriar a una temperatura
entre 45-50°C y se vacio6 en placas de Petri estériles. Posteriormente, se sembraron 100 uL. de
sustrato y se inoculé las placas con la muestra previamente procesada de acuerdo a los
procedimientos internos establecidos. Se dejé incubar de 24 a 72 horas.
Medio YPD: Se formulo medio de cultivo YPD, con las siguientes cantidades mostradas en la

(Tabla 4), disueltas en 200 ml de agua destilada.

Tabla 4. Material para formulacién del medio YPD

Material Cantidad (g/200mL)
Extracto de levadura 2.0 gr
Peptona 4.0 gr
Dextrosa 4.0 gr
Agar 3.00r
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Posteriormente se esterilizo en autoclave a 121 C, por 15 minutos y se vertidé en cajas Petri

esterilizadas, después se procedio a sembrar 100 pL de sustrato y se dejo incubar de 24 a 72 h.

Seleccion de los microorganismos

En el proceso de seleccion de colonias de levaduras para el resembrado por estriado de
agotamiento, se dio preferencia de seleccion a colonias con morfologia caracteristica, destacando
su uniformidad en tamafio y forma, textura lisa y definida, asi como un color distintivo. Estas
colonias demostraron un crecimiento rapido y saludable durante el periodo de incubacion,
indicando su adaptacion al medio de cultivo. Por lo tanto, se eligieron las colonias con estas

caracteristicas para su conservacion.

Identificacién de microorganismos.

Después de incubar 72 h. se observo al microscopio por medio del método de tincion de Gram, y
se notd que ademas del crecimiento de levaduras se dio el de bacterias, por lo cual se realizé el
proceso de purificacion.

Purificacion y conservacion

Para purificar las cepas, se utilizd el método por estrias de agotamiento como se muestra en la

(Figura 10).
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Figura 10. Pasos para la siembra de levaduras por la técnica de agotamiento.

El proposito de esta técnica fue diluir el indculo mientras realizaba estrias en la superficie del agar.
Para llevar a cabo la siembra, dividi la caja en cuatro cuadrantes, sé esterilizo el asa en el mechero,
se tomo el in6culo y se comenz6 a rayar la superficie del agar en los cuatro cuadrantes
consecutivos, esterilizando el asa posteriormente sin tomar nuevamente el indculo. Después las
cajas sembradas de esta manera se incubaron a temperatura 30 C. Con esta técnica de siembra, se
asegura el encontrar colonias de las levaduras aisladas, al menos en el cuarto cuadrante,

correspondiente a la Gltima estria realizada.

Conservacion

Una vez que la colonia fue purificada, se procedi6 a sembrarla en un caldo YPD. La incubacion se
Ilevé a cabo a 30°C durante un periodo de 5 dias con agitacion constante. Al culminar el tiempo
de fermentacidn, se llevé a cabo una mezcla con una solucion crio-protectora que consistia en
leche descremada al 10% y glicerol al 10%. Cada cepa fue mezclada en una proporcion 1 a 1 con
la mencionada solucién crioprotectora, utilizando tubos conicos de 2 ml. Posteriormente, estos

tubos fueron almacenados en condiciones de congelacion hasta el momento de su utilizacion.
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Elaboracion de la fermentacion de las levaduras en agua miel

Para la preparacion del inoculo de cada levadura seleccionada en caldo YPD se resembro 100 pL
en cajas Petri en cultivo solido YPD, y se incubo por 72 h para el crecimiento de colonias de las
levaduras. Se preparo una solucion de tween 80 al 0.1% vy se esterilizo a 121 °C por 15 min en
autoclave. Después se agregaron 10 ml de esta solucién a cada caja de las cepas seleccionadas y
se rasparon las colonias utilizando una L de vidrio de la solucién obtenida (levadura-tween 80) se
tomaron 500 microlitros para inocular en los frascos de fermentacion.

La fermentacion se realizé utilizando frascos de 300 ml con 50 ml de medio de caldo de cultivo,
se realizaron dos muestras, en una se preparo caldo YPD vy en la otra muestra agua miel. En los
frascos de fermentacion previamente esterilizados se inocularon 500 microlitros de cada levadura
para iniciar el proceso de fermentacion. Los frascos de fermentacion se mantuvieron en una
incubadora con agitacion a 30 °C con una agitacion de 150 rpm por 5 dias tomando muestra cada
24 h. Cada 24 h se tomaron muestras de 2 mL y se almacenaron en tubos conicos en congelacion

(-20 °C) para su posterior analisis.

Determinacion de Azucares:

Para la determinacion de azucares totales se mezclaron en tubos de ensaye con una repeticion de
X2 colocados en una gradilla, mismos que a su vez estaban sumergidos en un balo de hielo, 50 pL
de muestra mas 200 pL de agua mas 250 pL de fenol al 5% mas 1 mL de H2SO4 agregado
cuidadosamente y lentamente por las paredes del tubo, se agitaron cautelosamente y se llevaron a
ebullicién durante 10 min a una temperatura de 90 °C. Posteriormente se analizaron en un

refractémetro a 480 nm.
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PH
Para realizar la medicion de pH, se hizo mediante el pHmetro o medidor de pH que es un
instrumento cientifico que mide la actividad del ion hidrogeno en soluciones acuosas, indicando

su grado de acidez o alcalinidad expresada como pH. Es como se muestra en la (Figura 11).

Figura 11. pHmetro o medidor de pH

Acidez titulable:

Se tomaron 5 mL de agua destilada mas 1/2 mL de muestra en un matraz de Erlenmeyer, al cual
se le agregaron 4 gotas de fenolftaleina al 1% a cada una de las muestras, en una repeticion
exponencial a la 6 por dos tratamientos, se coloc en una bureta un volumen conocido NaOH 0.1
(Hidréxido de sodio 0.1 N) y se titulé la muestra hasta el punto de viraje (rosa).

Determinacion de etanol

Para la determinacidn de etanol se utilizé el método colorimétrico para la cuantificacion de etanol
( Udegbunam & Anosike, 2018; Sumbhate, 2012).

-Preparacién de solucion de Dicromato preparado.

Para la preparacion de la solucion stock en 50 mL de agua destilada se agregd 5000 mg de

dicromato de potasio (K2Cr207).
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-Preparacién de buffer de acetato (pH 4.3)

Esta solucion se preparé utilizando 0.199 g de acetato de sodio (NaC2H302*3H20) y 1.77 mL de
acido acético (CH3COOH) en 100 mL de agua destilada.

-Preparacion de &cido sulfarico (H2S04) a una concentracion 1N

Se preparo acido sulfurico 1N midiendo con precision 4.9 ml H2SO4 en 95.1 mL de agua.

H20 3 2.5 2.250 2 1.750 1.50

Etanol 1 1.5 1.750 2 2.250 2.50

Meétodo espectofométrico

En tubos de ensayo se agregd 300 uL. de cada una de las muestras mas 500 pL de dicromato
preparado mas 500 uL de buffer de acetato mas 2.5 mL de acido sulfdrico preparado, todo esto
por duplicado. Después se homogenizaron las muestras y se dejaron incubar durante 120 minutos
a temperatura ambiente, durante este tiempo se dio una solucion verde-marrdn de la cual se midio
de cada una de las muestras la absorbancia a una longitud de onda de 578 nm en un
espectrofotometro.

Conteo de levaduras

Se preparo medios de cultivo solido YPD en cajas Petri para permitir el crecimiento microbiano,
previamente se esterilizo agua destilada para las diluciones, después se mezclé 500 pL de agua
destilada con 500 pL de muestra en tubos de ensayo, para realizar las diluciones de cada
microorganismo (de 10 a 107°), posteriormente se esterilizaron en una autoclave a 121°C durante
15 minutos. Posteriormente se sembraron 100 pL de la tltima dilucion en medio de cultivo sélido

y se incubaron de 24-48 h. para observar el crecimiento de microorganismos.
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Resultados y discusion
Los resultados que se presentan en la investigacion se realizaron en departamento de ciencia y
tecnologia de alimentos de la universidad.

En la elaboracién de los medios se obtuvieron los siguientes resultados.

Medios de cultivo:

Para el cultivo de las levaduras se utilizaron 2 medios uno de YPD y otro a base de aguamiel, a
continuacion, en las (Figuras 12) se muestran los medios de cultivo utilizados para el crecimiento
de los microorganismos. Los frascos que son color blanco pertenecen al agua miel y los que
presentan un color café pertenecen a cultivo en liquido YPD, y el medio que se muestra en la caja

Petri pertenece a cultivo solido YPD.

Figura 12. Medio de cultivo utilizados tanto como solidos y liquidos
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Seleccion de microrganismos

En el procedimiento de seleccion de colonias de levaduras destinadas al resembrado, se priorizo
la eleccidn de colonias que exhibieron caracteristicas morfologicas distintivas. En la figura 13 se
mostré el crecimiento tanto de colonias grandes como pequefias, mostrando un color cremoso y

formas de crecimiento uniformes.

Figura 13. Crecimiento de colonias en medio YPD

Identificacion de microorganismos

Se mostro contaminacion al momento de identificar los microorganismos que habian crecido en el
medio, la observacion de presencia de bacterias ademas de las levaduras se hizo notoria en la
primera observacion. A continuacion, en la figura 14 inciso a) se muestra el crecimiento de
levaduras y bacterias desde el punto de vista macroscépico, una vez que se tomd la levadura para
ser purificada se muestra en el inciso b) por medio de tincion de Gram se observa

macroscopicamente la aparicion Unicamente de levaduras.
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4
Figura 14. Observacion microscopica de cepas de levadura: a, b.

Fermentacién del aguamiel y YPD

El contenido de azUcares totales se determiné aplicando el método Dubois. En la figura 15 se

muestran los resultados obtenidos de azucares totales de las de ambos tratamientos monitoreados

cada 24 h.
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Figura 15. Cuantificacion de azucares totales en Aguamiel y medio de cultivo YPD
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A continuacion, en las muestras del tratamiento de Agua miel nos indica que tiene un maximo de
27 g/L al inicio de la fermentacién y finalizan con una concentracion minima de 17 g/L en la hora
120, mientras que, en las muestras de YPD las concentraciones de azlcares reductores tienen un
méaximo de 27 g/L al inicio de la fermentacion y finalizan con una concentracion minima de 15
g/L enlahora 120. Tanto como el agua miel y YPD inician con la misma concentracion de azucares
reductores, pero YPD finaliza con una concentracion menor que la de aguamiel, asimismo se puede
notar que la concentracion de ambos disminuye al aumentar el tiempo. Esto quiere decir que por
una diferencia minima la levadura en medio YPD estda metabolizando con mayor velocidad el

sustrato.
Determinacion de pH

En la figura 16 se muestra la variacion de pH de cada muestra con la variacion del tiempo

transcurrido durante la fermentacion.
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Figura 16. Monitoreo del pH
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En la figura nos muestra que el pH de ambas muestras se mantiene constantes en el YPD con un
pH de 4.3, mientras que en el agua miel con un pH de 4.2, a las 72 h la muestra de aguamiel
muestra un aumento de pH a 4.3, pero despueés de 24 h vuelve a ser constante con 4.2, y la muestra
de YPD a la hora 72 h disminuye a 4.2 manteniéndose constante durante las horas restantes. Esto
nos muestra que durante su fermentacion se encuentran en un rango 6ptimo de pH.

Acidez titulable:

En la figura 17 se muestran los resultados de acidez titulable de ambos tratamientos (YPD y

Aguamiel), en base al tiempo.
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Figura 16. Determinacion de acidez
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En la figura nos muestra que la acidez del agua miel dentro de las 96 h se mantiene constante y en
las ultimas 24 h tiene un pequefio aumento, mientras que en la muestra de YPD mientras trascurren

las horas su acidez va aumentando.

Produccién de estanol

En la figura 18 se muestra la produccion de etanol que se obtuvo en las dos muestras en base al

tiempo, monitoreandose cada 24 h.
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Figura 17. Produccion de etanol en agua miel y medio de cultivo YPD

A continuacién, en las muestras se puede notar que ahi mayor produccion de etanol en el medio
de agua miel dentro de las 24 - 72 h, que es cuando las levaduras estan en su mayor punto de
fermentacion, despues de las 72 h es notorio que la produccion ya es mas baja, mientras que en la
muestra de medio YPD podemos notar que la produccidn de etanol es mas lenta, por ende podemos

deducir que tiene una fermentacién mas lenta.
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Conteo de levaduras obtenidas
El conteo de levaduras obtenidas se hizo mediante diluciones. A continuacién, en la figura 19 se

muestran el conteo de levaduras durante las diferentes horas.
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Figura 18. Conteo de levaduras durante las diferentes horas.

En la figura se muestra que la produccion maxima de levaduras se dio en la muestra de YPD en
las 48 h, pero tuvo una disminucién notoria a las 72 h y en el monitoreo restante tuvo un
crecimiento no tan elevado. En tanto a la muestra de aguamiel tuvo su produccién méaxima a las

48 h, pero con forme aumento el tiempo tuvo un descenso notorio.
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Conclusiones
Se logro aislar y describir morfoldgicamente cepas de levaduras procedentes de muestras
de aguamiel. La variedad morfoldgica observada sugiere la existencia de distintas especies,
lo cual aporta informacion sobre el microbiota presente en el aguamiel.
La purificacion de las levaduras fue realizada bajo estas condiciones, obteniendo un
inoculo concentrado y libre de impurezas. La viabilidad y pureza de las cepas aisladas son
aspectos cruciales para asegurar una fermentacion eficiente en las siguientes etapas del
proceso.
La produccion de etanol utilizando aguamiel como sustrato, se obtuvieron resultados
concretos de los beneficios de su uso potencial.
Las cepas de levaduras aisladas demostraron una notable capacidad para fermentar el
aguamiel dentro de las 48-72 h, generando niveles significativos de etanol. Al igual se logr6

notar que utilizando aguamiel se da una fermentacion mas rapida.
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