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RESUMEN.

En el presente estudio se aislaron e identificaron a las levaduras presentes durante la
fermentacion espontanea de mostos de Agave angustifolia haw en la elaboracién de mezcal
utilizando el anélisis de los patrones de restriccion de la region 5.8S-ITS del gen RNAr, la
prueba de identificacion APl 20C AUX y en los casos en los que fue necesario, la
amplificacion y secuenciacion parcial del gen 26S del RNAr. Se aislaron sobre la base de
la morfologia colonial tres cepas de Saccharaomyces cerevisiae, dos de
Zygosaccharomyces bailii, y una de las variedades; Candida apicola, Candida intermedia y
Rhodotorula mucilaginosa respectivamente. La mayor diversidad de especies se encontrd
en el inicio de la fermentacion y se identificd a S. cerevisiae como la especie dominante en
numero en la misma.

Se realizaron ensayos, en el laboratorio, de fermentaciones controladas para
determinar el aporte de las levaduras aisladas en términos de produccién de alcohol etilico,
alcohol amilico e isoamilico, alcohol metilico, acetato de etilo y acetaldehido. Se identifico
a Saccharomyces cerevisiae como el principal productor de los compuestos de sabor y
aroma (congenéricos) antes mencionados y se observo un efecto sinérgico en la produccion
de acetato de etilo y acetaldehido al utilizar un indculo mixto de Z. bailii y Saccharomyces.

cerevisiae.



INTRODUCCION.

El maguey (Agave spp.) es una planta que tiene su origen en México (Granados
Sanchez 1993) y que se ha utilizado desde los primeros pobladores para obtener una
variedad de productos, entre los que destacan algunas bebidas de bajo contenido alcohdlico
que posteriormente, dieron origen a destilados como el tequila y el mezcal.

Segun la Norma Oficial Mexicana (NOM-070-SCFI-1994) el mezcal es un licor que
se obtiene de la destilacidn de jugos fermentados de diferentes clases de Agave, su origen es
mixto pues la bebida fermentada obtenida a partir de agraves cocidos se preparaba desde
tiempo atras de la llegada de los espafioles, quienes introdujeron la destilacion para dar
origen al producto actual.

Aunque el mezcal se produce en diferentes estados del pais, el estado de Oaxaca es
el lugar en donde se concentra la mayor cantidad de productores y de personas que
dependen de esta actividad econémica (INEGI-Regiones econémicas-Oaxaca). A pesar de
la importancia que tiene la industria mezcalera en el pais, el método de elaboracion sigue
siendo rudimentario, por ejemplo, el proceso de fermentacion no se controla y los
microorganismos que participan en la fermentacion no han sido identificados. Hasta el
momento, no se han encontrado reportes en la bibliografia acerca de la cuantificacion de
compuestos de sabor y aroma (también Ilamados congenéricos) en el mosto, ni de la
influencia de los mismos en la calidad de la bebida, tampoco existen referencias con
relacion a la caracterizacion de las levaduras presentes en las plantas de agave, en las
melazas o0 en los mostos de los que se obtiene el mezcal. Las Unicas referencias cercanas
con que se cuenta son trabajos publicados sobre fermentaciones de Tequila (Arrizon et al
2002, Lachance 1995 (a), Pinal et al 1997 y Cedefio 1993).

La identificacion de levaduras se hace tradicionalmente con base en sus
caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas, este procedimiento que requiere de por lo menos
60 ensayos (Barnett et al 2000), ademas de implicar tiempo, recursos y experiencia no
asegura una buena identificacion. Se han desarrollado algunas pruebas comerciales de
identificacion rapida (Barnett et al idem., Espinel-Ingroff 1998) como el APl 20C AUX
basados en la capacidad que tienen las levaduras de crecer en un sustrato determinado como

unica fuente de carbono. Este método es facil y rapido para la identificacion de estos



microorganismos sin embargo, los porcentajes de identificacion suelen ser bajos
especialmente cuando se analizan muestras de alimentos (Barnett et 2000, Covadonga et al
2002).

La identificacion de microorganismos requiere del empleo de varias metodologias
para realizar una caracterizacion adecuada de los mismos. Los métodos moleculares que se
emplean para la identificacion ofrecen una buena alternativa para caracterizar a los
organismos a nivel de especie y subespecie con menos tiempo y trabajo. Uno de los
métodos mas comunes para la identificacién de especies es a través de la comparacion de
secuencias parciales de los genes que codifican al ARN ribosomal (rRNA), y dentro de este
tipo de identificacion, el analisis de secuencias de la subunidad mayor (26S) del ADN
ribosomal rDNA es el método mas utilizado por las caracteristicas taxondmicas del gen, por
la cantidad de informacion disponible y por la amplia base de datos con que cuenta (Fell
2000,Kurtzman et al 1998 (d), Hopple 1999, Inécio et al 2003, Nadal et al 1996). Por otra
parte existen métodos que no requieren de la secuenciacién para la identificacion como el
analisis de restriccion de DNA ribosomal amplificado (ARDRA), el analisis de DNA
aleatoriamente amplificado (RAPD) y el andlisis del polimorfismo de longitud de los
fragmentos de restriccion (RFLP) entre otros este ultimo, tiene algunas ventajas en cuanto a
rapidez, facilidad y reproducibilidad sobre los anteriores (Giraffa 2001, Scott 2000). El
RFLP de un producto de PCR de la regién comprendida por los espaciadores internos
transcritos (ITS1,1TS2) es utilizado para la identificacion de levaduras. Esta metodologia
ha demostrado una mayor resolucién a nivel de identificacion de especies que la utilizada a
partir de la secuencia de los genes rDNA 18S o 26S (Esteve-Zarzoso et al 1999 (c),
Kurtzman et al 1992 (b) vy ésta se ha utilizado ampliamente en la identificacion de
levaduras presentes durante la elaboracion de vinos y jugos de fruta (Beltran et al 2002,
Covadonga et al 2002, Sabate et al 2002, Fernandez-Espinar et al 2000).

En el presente trabajo se aislaron e identificaron algunas de las levaduras que participan en
la fermentacion de mostos de Agave angustifolia haw durante la elaboracién de mezcal.
Estos microorganismos fueron identificados mediante pruebas de asimilacion de
carbohidratos (APl 20C AUX) y por medio de un método de analisis de los patrones de
restriccion (RFLP) del producto de amplificacion por PCR del complejo del gen rRNA

5.8S-ITS. En los casos en los que los perfiles de restriccion no fueron suficientes para



establecer la identidad del microorganismo se amplificé y secuencio la region comprendida
por los dominios D1/D2 del gen rRNA 26S para utilizarla como un patrén de
identificacion. Se establecieron las poblaciones dominantes en el trascurso de la
fermentacion y con esta informacion se realizaron ensayos de fermentaciones controladas
para determinar el aporte real de las mismas al producto terminado, en términos de la

produccion de compuestos como el alcohol isoamilico, amilico, acetato de etilo y otros.



ANTECEDENTES.

Bebidas y Alimentos Fermentados Tradicionales.

La fermentacion es la alternativa bioquimica de los microorganismos (y de algunas células
superiores) para la obtencion de energia en condiciones de hipoxia o de ausencia total de oxigeno;
como la respiracion es un proceso de obtencion de energia a través de la oxidacion-reduccion de
diferentes compuestos con la diferencia de que en la fermentacion el aceptor de electrones no es el
oxigeno sino un intermediario organico oxidado. Aunque los combustibles mas comunes para la
fermentacion son los azlcares, especialmente glucosa y fructuosa, la fermentacion como tal puede
llevarse a cabo con moléculas de cidos grasos, aminoécidos o bases nitrogenadas.

Un alimento o bebida fermentada es entonces uno en el que la matriz original ha sido
modificada de alguna manera por la accion de uno o varios microorganismos en condiciones de baja
concentracion de oxigeno y que tiene al final del proceso de elaboracion caracteristicas distintas al
alimento original, pero satisfactorias en cuanto a sabor y aroma, debidas en parte a la accion de los
microorganismos.

A través de las fermentaciones alimentarias ha sido posible preservar y enriquecer los
alimentos asi como acceder a una variedad de nuevas texturas y sabores (Wacher et al 1993).
Dentro de las diferentes vias fermentativas de los azucares destacan la fermentacion &cido lactica y
la fermentacion alcoholica (Fig. 1) por su aporte a la supervivencia de la humanidad, pues los
productos de ambas el etanol y el &cido lactico, son buenos conservadores y agentes toxicos para la
mayoria de las bacterias patégenas del hombre (Steinkraus 1993).
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Fig. 1. Representacion esquematica de la fermentacion alcohdlica y acido lactica.



En casi todo el mundo con excepcion de los polos se producen y consumen alimentos
fermentados, como un ejemplo se puede mencionar a los vinos, cervezas, quesos, panes con
levaduras, vinos de arroz, lacteos fermentados como el yogurt, kéfir o jocoque, fermentados del maiz
como la bouza o la chicha, fermentados de soya como el miso, vegetales en conserva, carnes y
pescados en conserva, sidras, hidromiel, vinagre, café, y chocolate entre otros.

En México se cuenta con una extensa variedad de bebidas fermentadas producidas a partir
de diferentes sustratos como plantas, frutas y granos entre los que encontramos maiz con el que se
prepara el pozol, tesgtino entre otras bebidas, la tuna que sirve para preparar colonche y vino de
tuna, la pifia y otras frutas de las que se obtiene el tepache, algunos arboles y palmeras con las que
se prepara por ejemplo la tuba y el balché, el cacao con el que se elabora el tejate, algunos cactus
como por ejemplo el sahuaro del que se obtiene la bebida del mismo nombre y las diferentes clases
de Agave con de los que se obtienen bebidas como el pulque, bacanora, sotol, tequila y mezcal. La
produccion y consumo de alimentos fermentados es importante no solo desde el punto de vista
alimentario, social y cultural sino también desde el punto de vista econdmico ya que muchos de
estos productos incluyendo al tequila y mezcal son una fuente importante de ingresos para las
regiones en donde se producen.

Generalidades sobre el mezcal y su produccion en el Estado de Oaxaca.

Se llama mezcal a las bebidas espirituosas elaboradas por la destilacion y rectificacion de
los mostos fermentados, obtenidos de las cabezas maduras de las diferentes variedades de Agave
que no se utilicen como materia prima en la elaboracion de otras bebidas con denominacién de
origen dentro del mismo estado(NOM-070-SCFI-1994). La palabra mezcal viene del nahuatl metl e
ixcalli que significan “agave cocido al horno”, se tiene conocimiento (Luna 1991; Blomberg 2000) de
que el corazén del Agave cocido era utilizado en tiempos prehispanicos para preparar una bebida de
bajo contenido alcohdlico y también como golosina, sin embargo no es hasta que los espafioles
introducen la destilacion que el mezcal se produce como tal por ello se dice que el origen del mezcal
es mixto aunque también podria decirse que es mestizo.

Segun la norma oficial mexicana se establece como region productora de mezcal a la
comprendida por los estados de Zacatecas, San Luis Potosi, Guerrero, Durango y especialmente el
estado de Oaxaca en donde se encuentra la denominada “Region del mezcal” que abarca los
municipios de Miahuatlan, Tlacolula, Yautepec, Ocotlan, Ejutla, Zimatldn y Sola de Vega. La
produccion de mezcal es particularmente importante en esta region y en general en el estado de
Oaxaca no solo por que en él se concentra cerca del 90% de los productores del pais (Granados
1993, Blomberg 2000), sino por que esta actividad es econémicamente, una de las mas importantes
solo después del Turismo y de la Industria de servicios, en el afio 2000 se obtuvieron a través de las
importaciones de mezcal 79 900 000 ddlares (datos INEGI) cantidad que representa cerca del 15%
del PIB del estado en el mismo afio, lo cual es bastante para uno de los estados méas pobres del
pais.

El mezcal se diferencia del Tequila en el proceso de elaboracion que en el caso del ultimo se
encuentra bastante modernizado y adaptado a normas de calidad internacionales, la principal
diferencia es la materia prima con la cual se elabora, pues el tequila solo puede obtenerse del A.
tequilana weber variedad azul (Agave azul), mientras que el mezcal puede prepararse con diferentes
especies de Agave entre las que se encuentran el A. salmiana otto (Maguey verde), A. weberi cela



(maguey de mezcal), A. espérrima jacobi (Maguey de cerro), A. potatorum zucc (Tobala) vy el A.
angustifolia haw o maguey espadin.

El magquey o Agave mezcalero

La palabra maguey es de origen taino(tribus indigenas que habitaron las antillas mayores
hasta la llegada de los espafioles -Granados 1993-) y es utilizada cominmente en México para
describir a las diferentes variedades de plantas que pertenecen al género Agave (palabra que
significa noble y que fue utilizada por Linneaus para denominar el género). La palabra nahuatl para
nombrar a estas plantas es metl, aunque los vocablos agave y maguey suelen utilizarse como
sindnimos en incluso, a veces de manera erronea para referirse a plantas pertenecientes al género
Aloe.

El género Agave cuenta con 310 especies reportadas de las cuales es posible encontrar
272 en México por lo que se considera al pais como centro de origen de la planta (Granados 1993).
Las plantas pertenecientes al Género Agave son de hojas perennes, suculentas y fibrosas,
dispuestas en forma de roseta y que terminan en una espina, son plantas de tallos cortos y
rizomatosos, de lento crecimiento y presentan un ciclo de inflorescencia en el cual brota una especie
de espiga coronada por flores verdes o amarillas (Granados idem), la planta muere después de la
floracion debido al consumo de energia que la produccion del brote implica para la planta.

En México se ha utilizado el Agave desde tiempos prehispanicos con fines diversos. Hoy en
dia se explotan algunas variedades para obtener un beneficio econdémico como por ejemplo el A.
foucroydes o henequén del cual se obtienen fibras para cuerdas y mantas, el A. salmiana y A
atrovirens del los que se obtiene el aguamiel y el pulque que recientemente han comenzado a
exportarse a oriente (Blomberg op. cit), el A. tequilana del que se obtiene el Tequila y los Agaves
mezcaleros entre los que destacan el A. potatorum zuccy principalmente el A. angustifolia haw.

El Agave angustifolia es la especie de Agave mas utilizada en la produccion de mezcal
(Granados op cit, Blomberg, op cit), pues posee algunas caracteristicas que le hacen especialmente
adecuado, como son un alto contenido de inulina que es el principal polisacérido de reserva en el
agave y esta constituido por residuos de fructosa de longitud variable, un tamafio adecuado (alcanza
de 1 a 2my los corazones de las plantas pueden llegar a pesar hasta 70kg), y una combinacion
decompuestos quimicos que dan al mezcal obtenido de este Agave caracteristicas agradables al
gusto.

Una razén mas para la preferencia del maguey espadin sobre otras especies es que es
relativamente facil cultivarlo. El A. angustifolia se cultiva en todo el estado de Oaxaca principalmente
en la ya referida region del mezcal, en suelos semiprofundos con buen drenaje y pendientes medias
0 elevadas, la temperatura media a la que se desarrollan estas plantas de 22°C y requieren de una
precipitacion anual de entre 500-600mm (CONABIO-SIRE) . Las plantas tienen un tiempo de vida de
entre 8 y 12 afios, se reproducen de manera sexual y asexual siendo el ultimo método el mas
utilizado por los productores de mezcal (Granados 1993) debido a que la reproduccion por semillas
requiere condiciones de mayor cuidado para su germinacion. En algunos lugares de Oaxaca se
practica la siembra del Agave en cultivo mixto (con maiz, frijol o cacahuate) aunque la forma més
comdn es el monocultivo.



Elaboracion del Mezcal en la localidad de Sola de Vega Oaxaca

En casi todo el estado de Oaxaca el mezcal se elabora de manera artesanal en instalaciones
caseras llamadas “palenques” en las que los productores o “palenqueros” llevan a cabo todo el
proceso desde la siembra del Agave hasta la venta del mezcal en pequefia escala a compradores
locales o a los embotelladores. A continuacion se describe proceso de elaboracion en Sola de Vega
que es muy parecido al de otras regiones del estado con algunas pequefias variaciones entre
productores sobre todo en los tiempos de fermentacion y en los utensilios utilizados en la
elaboracion.

Cosecha de las plantas de Agave.

Las plantas de Agave se cortan cuando éstas alcanzan la madurez entre los 8 y 10 afios de
edad. La seleccion de las mismas se lleva a cabo por el palenquero cuando las plantas comienzan a
dar sefiales de iniciar la floracion o lo que comunmente se le llama como brote de quiote (Fig. 2).

Figura 2. Planta de Agave angustifolia haw de ocho afios de edad y hojas después del rasurado.

Entonces inicia el proceso que al que se le llama rasurado y que consiste en cortar con un
machete todas las hojas de las plantas para después extraer los corazones de las mismas también
llamados pifias con ayuda de una barreta 0 una herramienta metalica llamada coa. Las pifias tienen
un peso promedio de 40Kg y son transportadas hacia el palenque (lugar donde se produce el
mezcal) que suele estar en las cercanias para ser procesadas a la brevedad posible y evitar asi
perdidas por deshidratacion.



Coccidn de los corazones de Agave o pifias

Una vez en el palenque las pifias se introducen enteras en hornos excavados bajo la tierra
(Fig. 3) cuyas dimensiones varian con el productor y la cantidad de materia prima disponible. En
estos hornos se han colocado piedras previamente calentadas al rojo para mantener el calor y cocer
las pifias. Estas ultimas se cubren con bagazo de Agave de alguna fermentacion anterior y con
tierra, posteriormente se enciende fuego sobre el horno. La coccion de este modo dura entre tres y
cuatro dias al cabo de los cuales se retira el fuego y se dejan enfriar las pifias un dia mas, el tiempo
de coccion al igual que todos los tiempos en el proceso de elaboracién estan determinados por el
clima y la experiencia del productor El proceso de coccion tiene una doble finalidad, suavizar las
pifias para poder molerlas y la mas importante hidrolizar los carbohidratos presentes en la pifia,
principalmente la inulina.

Figura 3. Horno de tierra con restos de bagazo las dimensiones de este pueden variar entre tres y
ocho metros de diametro.

Molienda de los corazones o pifias después de la coccion.

A la etapa de molienda se le conoce como machucado de la pifia, esta se lleva a cabo en
tinas de madera denominadas canoas con mazos del mismo material, todos elaborados
expresamente para este fin. Una vez cocidas las pifias se sacan del horno y se colocan sobre
pliegos de plastico en donde se cortan con un hacha en trozos pequefios que son colocados en la
canoa y golpeados hasta reducir las pifias a fibras pequefias (Fig. 4) llamadas dulce.



Figura 4. Corte y molienda de las pifias de Agave A. haw.

Las fibras se colocan en tinas que son elaboradas con madera de un &rbol conocido como
sabino y selladas con cera. Aqui se dejan reposar hasta tres dias dependiendo del clima. El
productor sabe cuando terminar el reposo tocando repetidamente el sustrato para evaluar la
temperatura del mismo y cuando esta se eleva se dice que el sustrato ha comenzado a “trabajar” y
entonces se afiade agua en proporcion aproximada de 5:1 o hasta cubrir por completo las fibras (Fig.

Fig. 5. Tinas de madera en donde se colocan las fibras para afiadirles agua.

Posteriormente las tinas se cubren con hojas de platano y sobre estas se colocan bolsas de
plastico y a partir de este momento se dejan reposar la fibra con agua de tres a cuatro dias
removiendo en intervalos irregulares a discrecion del productor. Es importante mencionar que el
proceso de fermentacion es abierto y espontaneo, a diferencia de la elaboracion de tequila en donde
se utilizan inéculos (Lachance (a) 1995). El palenquero prueba en varias ocasiones el mosto y las
fibras para determinar el avance de la fermentacion, esta se detiene cuando se detecta en los
primeros un sabor y olor penetrante a etanol. Entonces se retiran las cubiertas de las tinas y se
prepara para la destilacion exprimiendo las fibras de agave con las manos. (Fig. 6). Otro criterio
utilizado por el productor para saber si la fermentacion termind es observar el tamafio de la perla,



este método consiste en observar las burbujas que se forman en las paredes de un recipiente al
servir un liquido, a menor tamafio de burbuja o perla mayor concentracion de etanol.

Fig. 6. Productor de mezcal “probando” el jugo y la fibra para conocer el estado de la fermentacion.

Una vez concluida la fermentacion se lleva el jugo a un aparato de destilacion rudimentario
construido con ollas de barro de 50 a 60cm de altura, las mismas estan adaptadas de manera que al
bullir el liquido este se condense en una tapa metélica (enfriada con agua corriente) que funciona
como refrigerante y que deposita el destilado en un carrizo que generalmente desemboca en el
recipiente de recoleccion (Fig. 7).

Con este proceso se obtienen dos fracciones, la primera comienza a recolectarse (después
de tomar y desechar de 15 a 20ml del liquido que sale al inicio de la destilacion) y se denomina
punta o cabeza, este mezcal se tiene como el de mejor calidad y tiene entre 40 a 45° de alcohol.
Este mezcal se obtiene cuando aproximadamente la mitad del volumen de la olla se ha evaporado.

Figura 7. Destilacion del mezcal en alambiques de barro.



Después se obtiene el Xixe o corazon del tercer cuarto del volumen de la olla. Este mezcal
es de menor calidad y tiene un gusto menos agradable y menor cantidad de alcohol 30-32°.Por
ultimo del cuarto de volumen restante se obtiene un licor de muy baja calidad que solo algunos
productores destilan pues el precio al que se paga es demasiado bajo. Una vez obtenidos el mezcal
punta y el xixe se destilan de nuevo para ponerlos “a punto” es decir para incrementar en la medida
de lo posible la cantidad de alcohol y se almacenan en tanques de plastico para su venta.

En la mayor parte de los palenques de Sola de Vega el mezcal no se afieja y se comercializa
tal como se obtiene después de la segunda destilacion a un precio de entre 70 y 90 pesos el litro,

Es importante mencionar que se obtienen aproximadamente cinco litros de mezcal de una
carga de agave de 100Kg (planta en crudo). Por otra parte la tonelada de agave en pifia se vende
aproximadamente en 1500 pesos, el precio puede variar dependiendo de la época del afio, oferta y
demanda.

Como ya se menciond en otras localidades el proceso de elaboracion es muy similar al
descrito con anterioridad, algunas asociaciones de productores se cuenta con hornos de piedra y
molinos egipcios (de traccion animal), sin embargo la mayor parte del mezcal se produce de manera
tradicional. Incluso los grandes productores compran la bebida elaborada por campesinos e
indigenas para después envasarla bajo una sola marca (Blomberg op cit.), en estos casos el mezcal
puede modificarse mediante la adicion de algun saborizante o afiejarse para obtener diferentes
clases de mezcal entre las que encontramos el mezcal joven que se envasa directamente después
de la segunda destilacion, el reposado que ha permanecido por lo menos dos meses en barricas de
encino y el afiejo que se somete aun proceso de maduracion al menos por un afio en barricas de
encino o roble blanco americano, este producto es susceptible de ser abocado.

Factores que afectan al aroma y sabor del mezcal.

El sabor y olor de una bebida como el mezcal depende de una variedad de factores
que incluyen la variedad de Agave utilizado, las practicas de cultivo de la planta, las de cosecha, la
estacion en la que se elabora el producto, la preparacion particular de cada productor, la microbiota
presente en la fermentacion, el proceso de destilacion y el de afiejamiento. Algunos de estos
factores son més faciles de controlar y tienen mas importancia que otros, entre los més significativos
para lograr un producto homogéneo y de buena calidad estan: la materia prima y su preparacion, y
una fermentacion adecuada que incluye una microbiota conocida y controlada. Estos factores se
traducen en la produccion compuestos quimicos diversos como compuestos fendlicos, esteres,
aldehidos, alcoholes alifaticos superiores, glicoles, que otorgan al destilado final el sabor y aroma
que lo caracteriza.

En el mezcal y tequila se han caracterizado mas de 18 compuestos distintos y se estima que
puede haber mas de 200 (Manjarrez & Llama 1969) sin embargo la mayor parte de ellos se
encuentra en concentraciones muy bajas y contribuye a la complejidad del aroma de las bebidas
pues su concentracion esta por debajo del umbral necesario para ser apreciada por el gusto. Dentro
de los compuestos que se encuentran en mayor proporcion el tequila y mezcal (Cedefio 1995,
Manjarrez & Llama 1969) se encuentran: el acetaldehido, los alcoholes superiores (aceite de fusel),
el acetato de etilo, el etanol que si bien no siempre se considera como un compuesto de sabor y
aroma si afecta al producto dependiendo de su concentracion en el mismo. Por ultimo se incluye el
metanol por que la presencia de este compuesto en el producto final afecta severamente al mismo



cuando se encuentra en concentraciones superiores a la norma (200mg/L) volviéndolo no apto para
el consumo.

Estos compuestos son producto del metabolismo de levaduras y cada especie e incluso
cepa afecta de manera distinta al producto final (Patel et al 2003) ya sea a través de la produccion
de estos compuestos 0 de manera indirecta ejerciendo presion sobre las poblaciones de levaduras
que los producen. En fermentaciones de vinos es aceptado en general que las levaduras no
Saccharomyces contribuyen a mejorar el perfil aromatico secundario de los vinos asi como al sabor,
mientras que las poblaciones de S. cerevisiae y la materia prima otorgan los sabores y aromas
principales (Clemente Jiménez et al 2005, Patel et al 2003, Romano (c) et al 2003, Esteve-Zarzoso
etal (a)y (b) 1998).

Importancia del estudio de la diversidad microbiana.

Puede definirse a la diversidad microbiana como la variedad en las especies de
microorganismos que viven en un ecosistema, la variacion genética que existe entre los miembros
de estas especies y la variedad de ecosistemas en los que habitan (Halftter & Ezcurra 1992). El
interés en el estudio de la biodiversidad obedece a fines taxonémicos y comerciales. En el primer
caso es importante mencionar que aproximadamente un 5% del total de las especies existentes de
microorganismos han sido aisladas, hay que recordar que la biotecnologia estd basada en la
busqueda y descubrimiento de organismos que al adaptarse a ciertas condiciones se vuelven
explotables con fines comerciales. Como ejemplo en el afio de 1993 en los Estados Unidos las
ganancias que produjo esta industria fueron superiores a los 11 billones de délares (Hunter-Cevera
et al 1998).

Este enfoque es particularmente importante en el caso de los alimentos fermentados, donde
se requiere un conocimiento solido de los ecosistemas y de las poblaciones de microorganismos que
viven en ellos en cada etapa de la produccion y una explicacion bioquimica y fisiologica de la forma
en la que se desarrolla la colonizacion del alimento por los microorganismos (Fleet (c) 1999); todo
esto con el fin de asegurar la calidad de los productos, hacer predicciones con respecto a las
caracteristicas finales de los mismos y para prevenir la putrefaccion o la contaminacién con
patogenos.

Las levaduras y su importancia.

Las levaduras son hongos unicelulares situados en la escala evolutiva entre las bacterias y
las células superiores (Collado 2001), que existen en ocasiones como pequefios arreglos de células
y viven por lo general en ambientes fluidos, aunque hay excepciones. Poseen algunas de las
caracteristicas de los hongos superiores como un gran tamafio celular entre 10-100y, la misma
organizacion celular, una composiciéon quimica de la pared a base de quitina, hemicelulosa o
celulosa y un metabolismo quimioorganotrofico, sin embargo su reproduccion es casi siempre
asexual (Fraizer 1978, Beuchat 1987). Las levaduras son organismos que pueden cambiar su
metabolismo de oxidativo a fermentativo por lo que se les incluye en el grupo de los aerobios
facultativos.



Las levaduras han estado asociadas a la humanidad de diversas maneras, en ocasiones
causan graves dafios a través de la contaminacion y destruccion de alimentos y pueden también
atacer al hombre como es el caso de Candida albicans, algunas especies de Cryptococcus y
algunas otras levaduras que pueden convertirse en patdgenos cuando se multiplican en humanos
con sistemas inmunes comprometidos (Wheeler 2003), a pesar de todo el aporte de las levaduras a
la humanidad en términos de enriquecimiento y preservacion de los alimentos ha sido tan importante
que el balance final da un saldo positivo.

Actualmente las levaduras se utilizan con otros fines ademas de la produccion,
enriquecimiento y preservacion de alimentos. Se utilizan en la produccion a gran escala de etanol,
de vitaminas del complejo B, y tiamina, en la produccion de diferentes proteinas y hormonas
(principalmente esteroideas) utilizadas en medicina, en algunas fases de produccion de antibidticos,
en la produccion de algunos colorantes como la astaxantina que se utiliza para dar el color rosa a la
carne de salmones criados en cautiverio, la produccion de algunas enzimas para panificacion , asi
como en la produccion de biomasa para alimentar animales. Ademas de estos usos las levaduras
tiene aplicacion agroindustrial (Astromoff 2000) y en la industria de las biotransformaciones (King et
al 2000).

Desde el punto de vista cientifico y académico, las levaduras y particularmente la levadura
Saccharomyces cerevisiae constituyen el modelo de estudio de eucariontes mas utilizado desde
hace mas de un siglo (Madigan et al 2001) fue con esta levadura con la que se establecio el primer
modelo de fermentacion en 1897, y con base en este trabajo de los hermanos Bunsen muchos
bioquimicos famosos como Meyerhof y Embden establecieron los fundamentos del metabolismo de
carbono, también fue el primer organismo eucariota del que se obtuvo la secuencia total de su
genoma en 1996 (Goffeau et al (a) 1996 y (b) 1997).

Saccharomyces cerevisiae posee algunas caracteristicas que la hacen atractiva como
modelo de estudio; en principio es un organismo eucariota pero microscopico, de facil manejoy no
es patdgeno salvo en casos muy raros COmo ocurre con personas que tienen un sistema inmune
comprometido o deprimido (p.ej. enfermos de SIDA), es poco costoso y rapido obtener grandes
poblaciones de esta levadura, es un microorganismo de facil preservacion; posee un ciclo de
reproduccion sexual y asexual facilmente diferenciables y es relativamente facil inducir la formacion
de esporas.

En términos de estudios de biologia molecular S. cerevisiae posee un genoma con un que
tamafio que facilita la investigacion 12 000Kb aproximadamente, arreglado en 16 cromosomas por
célula haploide con un tamafio de entre 200 y 2200pb que en su mayor parte (70%) contiene
informacion codificante (Astromoff 2000), y hasta el dia de hoy se conocen 6300 marcos de lectura
abiertos con un tamafio promedio de 1.5Kb, lo que las vuelve un microorganismo ideal para analizar
la expresion y funcion de productos génicos de otros eucariotas, para producir proteinas
recombinantes y para clonar fragmentos de DNA de gran tamafio (mas de 200kb) que no pueden
introducirse en vectores convencionales (Sherman 1997).



Identificacion y clasificacion de levaduras.

Antes de tratar con los métodos de identificacion es necesario distinguir entre clasificacion e
identificacion, pues aunque estas dos actividades de la sistematica bioldgica pueden estar
relacionadas o entrecruzarse no son necesariamente lo mismo. Segin Barnett et al (2000) la
identificacion es un proceso en el cual por comparacion de las caracteristicas de un organismo
desconocido con las de otros ya caracterizados podemos saber que tipo de microorganismos es, y
en la clasificacion se trata de agrupar a los organismos en diferentes niveles u ordenes taxonomicos
de acuerdo con similitudes actuales y relaciones evolutivas.

Del mismo modo en que ocurre con las bacterias, en las levaduras es dificil definir el término
especie y ocurre muy a menudo que las levaduras previamente nombradas cambian de especie e
incluso de genero. Hoy en dia es preferible hablar de cepas a las que se asigna un nimero para
especificarlas, asi aunque la clasificacion taxondmica cambie la cepa sera identificada con el mismo
ndmero. Con lo anterior en mente es posible definir una especie como un grupo de cepas con
caracteristicas similares entre si, y a un género como un grupo de especies que comparten ciertas
caracteristicas. Desde un punto de vista molecular se define a las levaduras pertenecientes a una
misma especie como aquéllas con un porcentaje de homologia mayor al 97% en los dominios D1/D2
del gen rRNA 26S (Kurtzman et al (d) 1998).

La identificacion de levaduras se hace en base a las caracteristicas morfoldgicas,
bioguimicas y fisiologicas de las mismas sin embargo este tipo de marcadores en ocasiones pueden
ser ambiguos y muchas veces susceptibles a los cambios en el medio ambiente, a pesar de estos
inconvenientes la identificacion tradicional es muy utilizada.

Con el inicio de la era molecular se encontraron nuevos marcadores como las isoenzimas, y
fragmentos de secuencia de DNA en los que el analisis de los rasgos fenotipicos quedaba en
segundo plano pues esta nueva familia de marcadores se puede analizar directamente el genotipo.

» Recuperacion y cultivo de levaduras.

Sin importar el tipo de metodologia que se utilice para la identificacion la necesidad de aislar
las levaduras que se estudian sigue vigente pues el estudio de las mismas no obedece solamente al
avance de la taxonomia, sino que es impulsado por las aplicaciones tecnoldgicas que pueden tener
los organismos estudiados y solo aislandolos puede aprovecharse al maximo su potencial. Por esta
razon la recuperacion de las levaduras desde el ecosistema original en el que se encuentran hacia
medios de cultivo mas adecuados para el trabajo en el laboratorio consiste en el primer paso de la
identificacion.

Existen diferentes medios para recuperar y contabilizar levaduras, pero los mas utilizados
para este fin son el agar extracto de levadura extracto de malta, el agar levadura-dextrosa-peptona y
el agar extracto de malta (Fields et al 1979, Barnett et al 2000). Estos mismos medios junto con el
agar papa dextrosa (que también se utiliza como medio de mantenimiento) sirven para observar las
caracteristicas morfoldgicas de las levaduras estudiadas.

La temperatura promedio de incubacion para las levaduras es de 25°C aunque la
temperatura Optima de crecimiento suele variar por encima o por debajo de este valor dependiendo
de la especie. Por otro lado el pH de los medios suele ajustarse con &cido tartarico o clorhidrico
hasta valores de 3.5-3.8 para seleccionar solo levaduras.

Por (ltimo es importante recordar que para los trabajos de identificacion es mejor trabajar
con cultivos jovenes (aprox. 24h) para obtener resultados mas confiables, ya que a medida que un



cultivo envejece los cambios en las células de levaduras pueden dar lugar a falsos positivos 0 a
malas interpretaciones.

= Observacion Morfologica.

La observacion morfoldgica es el siguiente paso en la identificacion, con ella es posible tener
un atisbo del tipo de levaduras con las que se trabaja. La observacion morfologica se divide en dos
partes, una que analiza a las colonias y la otra a las células con ayuda del microscopio.

En el primer caso se registran las caracteristicas de la colonia como el color, tamafio,
margen, elevacion, consistencia y opacidad. Aunque las levaduras en general tienen pocas
diferencias en cuanto a consistencia, opacidad y color, las demas caracteristicas permiten una
primera seleccion cuando en la identificacion. En el segundo caso la observacion se lleva a cabo
bajo el microscopio y se buscan diferentes rasgos en principio la forma de las células que puede ser
ovoide, esférica, alargada, cilindrica o apiculada, también se observa el modo de reproduccion
vegetativa que puede ser por gemacion bipolar, unipolar o multilateral; o por particion binaria.
Ademas de la reproduccion vegetativa se examina a las levaduras para ver si estas pueden son
capaces de crecer en filamentos (pseudohifas) y si producen o no esporas, si el examen es positivo
en el Ultimo caso se analizan las esporas para ver que tipo son, este es un buen criterio de
clasificacion taxondmica pues permite incluir a las levaduras estudiadas en él genero de
Ascomicetos o Basidiomicetos, aunque no siempre es un buen método para la identificacion.

» Pruebas fisiologicas.

Este tipo de pruebas se basa en la capacidad de las levaduras de crecer en diferentes
condiciones fisicas 0 en presencia de antibiéticos y de utilizar diferentes compuestos como Unica
fuente de carbono o nitrogeno (Middelhoven et al 2001, Barnett et al 2000, Fields et al 1979) y la
capacidad que tienen de fermentar azlcares.

- Crecimiento con una sola fuente de carbono.

Estas pruebas estan basadas en la capacidad variable de las diferentes especies para
crecer en medios de cultivo que contienen compuestos diversos que sirven como Unica fuente de
carbono, los compuestos que se usan son casi siempre azlcares, acidos organicos y algunos
alditoles. Para identificar una levadura se requiere ensayar mas 50 de estos compuestos y se
sugiere que los ensayos se hagan en 7 intervalos diferentes de temperatura de incubacion (Barnett
et al 2000) lo que vuelva a la identificacion un proceso muy tardado y econdmicamente inasequible
para muchos laboratorios, sin embargo el uso de sdlo 15 a 25-30°C ofrece en la mayoria de los
casos buenos resultados (Diaz et al 2000), los compuestos utilizados en estas pruebas son glucosa,
galactosa, maltosa, lactosa, rafinosa, trehalosa, ribosa, glucosamina, xylosa, arabinosa, sacarosa,
glicerol manitol, arabinosa y &cido acético.

Las pruebas pueden hacerse en medio liquido en tubos separados o en medio sdlido, este
ultimo caso se conoce como auxanograma y es el mas empleado pues permite hacer varios ensayos
en una sola caja, en lugar de utilizar un tubo por cada uno.



- Crecimiento con una sola fuente de nitrégeno.

El fundamento tedrico de las pruebas de asimilacion de compuestos nitrogenados es el
mismo que en el caso anterior, en estas pruebas se utiliza generalmente nitrato, nitrito y lisina como
fuente de nitrégeno. Esta prueba es muy util cuando se quiere diferenciar a las levaduras que son
del género Saccharomyces de las que no lo son (Mills et al 2002, Romano et al (b) 1998), pues las
primeras no pueden aprovechar la lisina.

- Fermentacion de azlcares, esta prueba se basa en la capacidad que tienen algunas levaduras de
fermentar uno 0 mas azucares, también se conoce como examen de degradacion anaerdbica de
azucares y se basa en los postulados de Kluyver-Dekker (Diaz et al 2000) los cuales sefialan que,
toda levadura que no fermenta glucosa no fermenta a su vez ningln otro azlcar, toda levadura que
fermenta la glucosa también fermenta fructosa y lactosa y, por Gltimo, que ninguna levadura puede
fermentar maltosa y lactosa.

Ademas de las pruebas de asimilacion de fuentes de carbono y nitrégeno asi como de
fermentacion de azucares, existen otros examenes fisiologicos que también son Utiles:

- Resistencia a antibiéticos, generalmente se utiliza cicloheximida y la prueba se basa en la
resistencia al antibidtico que muestran algunas levaduras que poseen ribosomas modificados
(Jiménez 1975).

- Requerimientos vitaminicos, esta prueba se basa en las diferencias nutricionales de cada levadura,
en general se ensayan; biotina, &cido folico, &cido nicotinico, tiamina, riboflavina, &cido pantoténico y
piridoxina.

- Produccion de compuestos extracelulares, se examina la produccién de compuestos similares al
almidon a traves de una reaccion con iodo, es especialmente (til en la deteccion de géneros como
Cryptococcus.

- Crecimiento en condiciones de estrés osmotico, el propdsito e este examen s diferenciar a las
levaduras capaces de crecer en concentraciones elevadas de aztcar o sal.

- Crecimiento en medios diferenciales, principalmente en medio Wallerstein que contiene verde de
bromocresol el cual permite distinguir entre distintas clases de levaduras mediante su
aprovechamiento diferencial (Pallman et al 2001) y medio selectivo cristal violeta que sirven para
aislar levaduras del género Saccharomyces (Fal 1994).

Debido a la cantidad de pruebas que requiere la identificacion fisiologica y al tiempo que
lleva hacer un andlisis de esta manera se han disefiado diferentes kits comerciales de identificacion
rapida que tienen el mismo fundamento que las pruebas anteriores pero permiten ser desarrolladas
en menos tiempo, entre los mas comunes estan el Rapid ID Yeast plus, Fungicrom, APl ID32
system, Auxacolor y el que probablemente es el méas utilizado (Deak et al (c) 1993, Barnett op cit,
Freydiere et al 200) tanto por su precio como por el porcentaje de identificacion correcta que ofrece
(97%) el API 20CAUX. La desventaja principal de estos kits de identificacion es que fueron



disefiados en principio para su uso en la clinica por lo que su aplicacion en alimentos es mas bien
restringida (Deak et al (a) 1998 , Covadonga et al 2002, Wadlin 1999).

= Pruebas Bioguimicas.

Las pruebas bioquimicas son menos usuales en levaduras que en bacterias. La mayoria se basa
en la composicion quimica de la membrana como el andlisis de acidos grasos, en la presencia o
ausencia de ureasa, 0 en el tipo de coenzima Q de las levaduras estudiadas (Deak et al (b) 1996).
Son pruebas un tanto mas elaboradas y por lo tanto menos factibles cuando se busca un método de
identificacion répido, por lo que no se discutiran mas a fondo.

= Métodos moleculares
PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa o PCR puede utilizarse como un método de
identificacion por si mismo cuando se utilizan cebadores especie 0 genero especificos o a través del
RAPD (que sera discutido mas adelante). Sin embargo su principal aporte a la identificacion de
levaduras es constituirse como un punto de partida para diferentes métodos moleculares, pues
permite la obtencion de un numero de copias elevado de una secuencia 0 gen en particular
(eliminando la necesidad de trabajar con todo el genoma) siempre que se conozcan los extremos de
la misma, esta secuencia puede ser amplificada en poco tiempo, de manera selectiva incluso en una
matriz compleja, con cantidades minimas de DNA diana.

Esta reaccion se basa en la capacidad que tienen algunas DNA polimerasas termoestables
de replicar in vitro una cadena molde o templado partiendo de una mezcla que contiene un exceso
de desoxirribonucleotidos (ANTPs) y de fragmentos de secuencia llamados cebadores o primers que
corresponde a los extremos 3’ de la secuencia diana y que sirven como iniciadores de la reaccion;
esta consiste en multiples ciclos de tres reacciones primarias que permiten la multiplicacion de la
secuencia diana (Fig. 8)

Desnaturalizacién: en esta etapa se utiliza temperatura (usualmente 95°C) para
desnaturalizar (separar) las cadenas que conforman al DNA. Este proceso se conoce también como
fusion, la separacion de las cadenas establece las condiciones para la replicacion del templado.

Alineacion: en la etapa de alineacion una disminucion de la temperatura hasta valores de
entre 60 y 70°C permite la hibridizacion de los cebadores o primers con la hebra molde. Las
cadenas del templado no se reasocian entre si debido a la baja concentracion de las mismas en
relacion con los cebadores y las condiciones de astringencia.

Extension: en la tercera reaccion de cada ciclo, la temperatura se mantiene para permitir a la
DNA polimerasa extender la cadena que inician los cebadores complementando la hebra molde a la



cual se han asociado. Generando nuevas hebras de DNA a través de la polimerizacion de los
dNTPs.

Cuando ha terminado la extension concluye también el primer ciclo de una reaccion de PCR.
Después se eleva la temperatura para llevar a cabo una nueva reaccion de desnaturalizacion, que
marca el inicio de otro ciclo en el cual no solo se amplifican las moléculas originales del templado
sino también aquéllas que se acaban de formar. A partir del segundo ciclo comienzan a sintetizarse
hebras de la longitud deseada que superan rapidamente al templado original.

Es posible pensar que la reaccion de PCR es mas simple de lo que en realidad es y aunque
en comparacion con otras técnicas. Como la clonacion es méas sencilla y rapida la reaccion de PCR
requiere de un disefio cuidadoso y una idea clara de lo que se busca antes de llevarla a cabo. De
este modo pueden variarse todos los factores como temperaturas y tiempo de alineamiento, pueden
elegirse los primers adecuados o disefiarse si no existen, también puede escogerse una variedad de
polimerasas que varian en los intervalos de temperatura en los que son activas y en la fidelidad con
la que polimerizan las nuevas cadenas de DNA, todo esto para cubrir las necesidades de la reaccion
que se necesita. Las reacciones de PCR son particularmente susceptibles a la contaminacion por
DNA externo y es una practica comdn en el laboratorio el tener lugares y materiales de trabajo
especialmente designados para esta actividad, existen trabajos (Dieffernbach et al 1995) en donde
se ofrece una guia para preparar un laboratorio en donde se creara una zona de trabajo para PCR,
ademas de la contaminacion la reaccion puede inhibirse por multiples factores que van desde las
condiciones de reaccion, y las concentraciones de reactivos hasta inhibidores externos que pueden
estar presentes en la muestra de donde se extrajo el DNA o en el material de laboratorio como por
ejemplo en los guantes o en las micropipetas (Rossen et al 1992)
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Fig. 8 Representacion de un ciclo de la reaccion de PCR

Con el desarrollo de la reaccion en cadena de la polimerasa a principios de la década de
1980 se inici6 un cambio en las estrategias de busqueda, identificacion y clasificacion de los
microorganismos, pues esta técnica impulso a los métodos ya existentes en biologia molecular y
propicio el desarrollo de nuevos. Estos ganaron terreno rapidamente por ser mas confiables, rapidos
y relativamente mas faciles de manejar (Bull et al 2000, Esteve-Zarzoso et al (c) 1999). Ademas
estos métodos novedosos permiten el andlisis directo de la muestra sin necesidad del cultivo, lo cual
resultd particularmente til en los casos de deteccion de patdgenos (Fleet (c) 1999) y en la
estimacion real de la diversidad microbiana en los alimentos (Giraffa et al 2001).

Con las necesidades de identificacion expuestas en apartados anteriores y con solo 72000
especies de hongos (incluyendo levaduras) caracterizadas del millon y medio que se estima que
existen, el trabajo de identificacion de levaduras también se vié revolucionado por el adelanto
tecnoldgico y se dio un nuevo impulso ala identificacién molecular.

Los metodos moleculares de identificacion estan basados en su mayoria en similitudes o
diferencias del DNA o RNA después de tratarlo de diversas formas. Para poder hacer
comparaciones e identificar a las levaduras a través de su DNA es importante elegir una gen
adecuado, el gen que se elija debe estar presente en todos los organismos que se deseen estudiar),
debe tener también la misma funcion en todos ellos, debe ser un gen en el que la mayoria de las



mutaciones sean deletéreas, debe funcionar como un crondmetro evolutivo es decir la secuencia del
gen debe cambiar con la frecuencia adecuada para que se guarde relacion con la distancia evolutiva
medida, ademas la secuencia debe tener regiones que sean conservadas para poder alinear y
comparar con otras secuencias y también regiones que evolucionen mas rapidamente para poder
hacer la identificacion, por ultimo si es posible deber ser un gen al que se pueda acceder facilmente
(Madigan et al 1998 Dahlléf et al 2000, Prescott 2000). Los genes como el recA que codifica a la
proteina involucrada en la respuesta SOS, el DNA mitocondrial (mtDNA), algunas proteinas de
resistencia a choque térmico (heat shock) y en especial los genes que codifican al RNA ribosomal
(rRNA) se han usado con fines de identificacion y filogenia por cumplir con las caracteristicas
anteriores, de todos estos los genes ribosomales han sido los mas estudiados y son también los que
poseen las mas amplias bases de datos en el caso de la identificacion.

En la identificacion de levaduras se han utilizado los rDNA (26S, 18S, 5.8S, 5S), y el mtDNA
(Querol 1992), pues se sabe que ellos constituyen un mosaico de regiones conservadas y de
regiones variables estas ultimas también llamadas dominios de expansion (Hopple et al 1997), los
mejores resultados se han obtenido primero con el gen de la subunidad mayor 26S y posteriormente
con la region abarcada por los espaciadores internos transcritos (ITS) que incluye al gen rRNA 5.8S.

En el caso del gen rDNA 26S (Fig. 9) se ha utilizado con éxito en trabajos extensos de
identificacion de levaduras y hongos como los de Kurtzman et al [ (a) 1991, (c) 1997 y (d) 1998] y
Moncalvo et al [ (a) 2000], que han servido como paradigma para trabajos realizados en levaduras
provenientes de vinos y productos lacteos (Fell et al 2000, Lopandic 2001) entre otros.
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Figura 9. Representacion del gen rDNA 26S (Moncalvo et al 2000)

Este gen destaca sobre los demés por ser relativamente pequefio, lo que permite obtener
informacion del mismo sin dificultar su secuenciacion, ademéas posee zonas variables denominadas
dominios de expansion arreglados de tal manera que el dominio D2 que es el segundo mas variable
de todo el gen, es adyacente al D1 que por el contrario es medianamente conservado. Asi
amplificando solo esta region de aprox. 600pb es posible hacer identificaciones hasta el nivel de
especies (Kurtzman et al 1998, Cocolin et al 2002, Inacio et al 2003, Moncalvo et al 2000).

A pesar del uso tan generalizado del gen rRNA 26S, de la base de datos tan extensa con
que se cuenta y de los buenos resultados obtenidos con él, la identificacion por esta via es un tanto
costosa en cuanto a tiempo y dinero dada la necesidad de secuenciar, ademas de que en algunos
casos como en la diferenciacion de las levaduras del complejo Saccharomyces sensu stricto es
necesaria mayor resolucion para identificar a las diferentes especies.

Una alternativa surgio con el uso de la region comprendida por los espaciadores internos
transcritos que separan al gen rRNA 5.8S del 18S y del 26S (Fig. 10), esta region es de menor



tamafio (400-900pb dependiendo de la especie) que los dominios D1/D2 del rRNA 26S, lo que
simplifica el trabajo pero ademas los espaciadores son regiones mas divergentes debido a que no
tienen restricciones evolutivas (Egli et al 2001, Margarida et al 1996, Soji et al 2005) y se ha
demostrado que esta region tiene en algunos casos mayor variacion interespecies que los rRNA 18S
y 26S (Esteve-Zarzoso et al (c) 1999, Fernandez Espinar et al 2000) lo que la hace mas adecuada
para la identificacion, incluso existen reportes de polimorfismo inusualmente elevado en esta region
en algunas especies de levaduras (Lachance (b) 2003).
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Figura 10. Localizacion de la region comprendida por los dos espaciadores internos
transcritos del gen rRNA ITS, las flechas muestran la region amplificada por los primers ITS1 e ITS4.

Existen diferentes métodos de identificacion molecular. A continuacion se presenta una
breve descripcion de los mismos.

Electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante DGGE

Esta es una técnica que se basa en las diferencias que existen en el comportamiento de
fusion de dos fragmentos de DNA que difieren hasta en una sola base (Helms 1990) Asi un
fragmento de DNA se desnaturaliza (o pierde su estructura de doble hélice) a una determinada
temperatura o concentracion de un agente desnaturalizante dependiendo de su secuencia, lo que lo
hace migrar de manera diferente a los demas fragmentos con secuencias diferentes hasta que se
detiene, de este modo es como se puede distinguir entre fragmentos con la minima diferencia.

La técnica consiste en amplificar la region que se quiere analizar y hacer una electroforesis a
los amplicones sobre una matriz de poliacrilamida que contiene una concentracion creciente de un
agente desnaturalizante como urea o formamida. Los analisis por DGGE son reproducibles,
confiables, y relativamente rapidos. Ademas permiten obtener una visién semicuantitativa de la
dominancia de microorganismos dentro de un ecosistema dentro de sus desventajas y es muy (til en
la deteccidn de organismos viables no cultivables (Giraffa et al 2001). Entre las desventajas estan el
uso de agentes como la formamida o acrilamida, la necesidad de comprar el equipo que eleva los
costos del analisis y la necesidad de secuenciar para asegurar que se tiene la informacion correcta.

DNA polimorfico aleatoriamente amplificado (RAPD).

Est4 técnica es una de las méas utilizadas para identificacion (Scott 2000),consiste en
amplificar de manera aleatoria el DNA del organismo que se estudia. La amplificacion aleatoria se
consigue utilizando oligonucledtidos cortos (10pb) disefiados al azar y temperaturas de alineamiento
bajas lo que promueve una baja especificidad. De este modo se obtienen productos de amplificacion



diferentes para un solo individuo, estos fragmentos se separan en un gel de agarosa y se visualizan
con bromuro de etidio, el DNA de cada organismo tratado de este modo ofrece un patron
caracteristico con el que se puede identificar al mismo en una base de datos o mediante el uso de
cepas de coleccion. Esta técnica es una alternativa rapida de identificacion y se ha usado con éxito
en diferentes trabajos, por citar algunos (Lopandic et al 1999 , Xufre et al 2000, Andrighetto et al
2000, Stewart 1996), sin embargo su principal inconveniente es que los resultados obtenidos no son
facilmente reproducibles de una laboratorio a otro (Scott 2000, Giraffa et al 2001) ademas de que las
bajas condiciones de especificidad promueven la formacion de artefactos de PCR que pueden dar
lugar a malas interpretaciones.

Fluorescencia de Hibridacion in situ (FISH)

La teoria de las hibridaciones in situ es la misma que en el Southern Blot con la diferencia de
que en este caso la sonda se hibrida directamente sobre el cromosoma del organismo estudiado.
Esta técnica es (til para precisar la distribucion de microorganismos en un ecosistema, pues permite
estudiar las muestras con pocos disturbios en el ambiente (Giraffa et al 2001), ademas las sondas
que se utilizan se disefian de manera que sean especificas para cada individuo o grupo de
individuos (Inécio et al 2003), en resumen la técnica consiste en fijar las células con formaldehido,
tratar la membrana celular para hacerla permeable si es el caso, después inmovilizar las células en
portaobjetos, y por ultimo se debe incubar las células en la preparacion de oligonucledtidos
fluorescentes y observar al microscopio de fluorescencia. En cuanto a las desventajas de la técnica
es preciso contar con el equipo lo que la vuelve costosa, ademas en algunos casos la accesibilidad
de las sondas hacia la region con la que debe hibridizar no es la mejor y pueden no darse
hibridacion alguna. Fuera de esto la técnica es una excelente opcion para la identificacion y el
estudio de la distribucion microbiana.

Anélisis del polimorfismo de conformacion de una sola hebra (SSCP)

Esta técnica estd basada en la migracion diferencial que tienen fragmentos de DNA de una
sola hebra en un gel de poliacrilamida debido a la estructura secundaria que pueden formar al
autoalinearse, al igual que con el DGGE los cambios de una sola base pueden alterar la formacion
de la estructura secundaria y con ello la migracion electroforética. Asi los fragmentos de PCR se
marcan de manera radioactiva y se desnaturalizan quimicamente para ingresarlos en el gel de
poliacrilamida y llevar a cabo la electroforesis, los geles se visualizan por autoradiografia y el patron
obtenido para cada individuo es especifico del mismo.

Andlisis de los polimorfismo de longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP).

Se llama polimorfismo genético a la existencia de formas alternativas de un gen (alelos) en
un locus determinado. Asi dentro de un poblacion pueden existir individuos con versiones distintas
del mismo gen (alelos) para un locus determinado, cada alelo difiere de los demés en la secuencia
de DNA, de modo que estos cambios pueden o no alterar la funcion del producto génico y pueden o
no mostrar un cambio en el fenotipo. Un ejemplo de polimorfismo genético lo ofrecen los genes que
dan el tipo sanguineo en los humanos (Lewin 2000)



Si se somete a un tratamiento con enzimas de restriccion el DNA de un individuo dado se
obtiene (dependiendo de la enzima) una mezcla de fragmentos de DNA que al ser visualizados en
un gel ofrecen un mapa de restriccion del genoma del individuo.

Cuando se analiza el genoma de dos individuos pertenecientes a un mismo género, algunas
regiones de DNA pueden existir en los individuos como formas alternas con pequefias variaciones
en la secuencia, estas variaciones (resultado de mutaciones en los genomas de los individuos) crean
0 destruyen sitios de restriccion de manera que al analizar el mapa de restriccion las variaciones en
la secuencia se traducen en variaciones en la longitud de los fragmentos de DNA resultantes,
dejando a cada individuo con un mapa Unico que los caracteriza. Los mapas de restriccion de estos
individuos mostraran fragmentos en comun que los identificaran como miembros del mismo género,
pero también otros en los que podrian diferir y que los colocarian dentro de especies diferentes.

El andlisis de los mapas de restriccion del genoma completo de un organismo como las
levaduras puede ser complicado por la cantidad de fragmentos a analizar, el inconveniente queda
resuelto con el uso de la reaccién de PCR, de modo que es posible analizar solamente una parte del
genoma siempre que esa parte contenga la informacion que se busca.

En el caso de la identificacion de levaduras por PCR-RFLP se requiere contar con los
aislados de las levaduras a identificar para poder extraer el DNA de las mismas, después se
amplifica por PCR la region del gen a estudiar en este caso la region comprendida por los ITS; una
vez que se tiene el producto de PCR este se digiere con una 0 mas enzimas de restriccion tipo |l
(existen tres tipos de endonucleasas de restriccion, las de tipo | y tipo Il poseen actividad de
metilasa mientras que las de tipo dos no exhiben esta actividad Smith et al 1997), y la mezcla de
restriccion se resuelve en un gel de agarosa que contiene un marcador molecular adecuado, se tifie
y se registran los perfiles de restriccion para cada organismo. La identificacion puede hacerse
ingresando los perfiles de restriccion en una base de datos o comparéndolos con cepas de
referencia con ayuda de un programa como el Lane Manager. Las ventajas de la técnica son su alta
reproducibilidad, la rapidez con la que se identifica una muestra y la resolucion que tiene pues
dependiendo de la enzima de restriccion pueden hacer identificaciones hasta el nivel subespecie
(Arias et al 2002, Fernandez Espinar et al 2000, Guillamon et al 1998 Esteve-Zarzoso et al (e) 2001,
etc.). Entre las desventajas del método se encontraba principalmente la baja cantidad de informacion
al respecto y la falta de una base de datos confiable, desventaja que ha venido a menos con los
trabajos de Esteve-Zarzoso y su grupo de trabajo (1999-2001) que dieron inicio a la primera base
datos reportada para identificacion de levaduras por perfiles de restriccion de la region comprendida
por los ITS.
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Fig. 11. Fundamento tedrico de la técnica de RFLP. El mismo sitio de reconocimiento se encuentra
en una posicion distinta dentro del producto de PCR, lo que da como resultado en el caso del
individuo A dos fragmentos de tamafio muy diferentes y con el organismo B dos muy similares, estos
fragmentos visualizados sen un gel de agarosa rinden patrones de restriccion distintos



Anélisis del polimorfismo de longitud de los fragmentos terminales de restriccion (T-RFLP)

En esta técnica, muy similar al RFLP se utilizan primers que contienen una etiqueta
fluorescente en el extremo 5” asi los fragmentos producto de la reaccion de PCR que se digieren se
encuentran marcados, después se analizan los fragmentos por electroforesis utilizando un
dispositivo para detectar los fragmentos fluorescentes, asi Unicamente los fragmentos de restriccion
terminales de cada producto de PCR son detectados

Las identificaciones realizan analizando los fragmentos terminales que suelen ser
caracteristicos de cada organismo analizado. Esta técnica es una herramienta cominmente utilizada
para el estudio de la dinamica de poblaciones en suelos, bioreactores, y lodos de tratamiento de
aguas (Terence et al 2000, Jirafa et al 2000)

Anadlisis de polimorfismos de longitud de fragmentos amplificados (AFLP)

Esta técnica combina elementos de RFLP y PCR y se basa en la amplificacion
selectiva por PCR de fragmentos de restriccion (Vos et al 1995), la técnica consiste en cortar el DNA
analizado con dos enzimas de restriccion con diferentes frecuencias de corte una claramente mayor
que la otra, esto produce un juego de fragmentos de restriccion a los que se ligan en los extremos
pegajosos (generados por las enzimas de restriccion) oligonucledtidos de 18-20pb llamados
adaptadores , después se realiza una amplificacion utilizando primers complementarios a los
adaptadores y a uno o dos nucleétidos mas lo que introduce un factor de selectividad y reduce el
numero de amplicones, si es necesario se realiza otra reaccion de PCR aumentando un nucleétido
méas en los primers, para interpretar los resultados los fragmentos se separan en geles de
poliacrilamida de tipo desnaturalizante y se obtienen patrones de bandas caracteristicos para cada
individuo, la técnica es muy Util en muchos sentidos pues ofrece informacion sin ser obligatorio el
conocimiento de la secuencia que se estudia y es una técnica reproducible, por otra parte entre sus
desventajas encontramos la complejidad de los patrones de bandas que muchas veces requieren un
andlisis por computadora que eleva los costos en tiempo y dinero.

Anélisis de Restriccion de DNA ribosomal Amplificado (ARDRA).

Esta técnica es muy similar al RFLP con el unico cambio de que en el ARDRA el analisis de
restriccion se hace Unicamente sobre genes ribosomales. Una version automatizada de esta técnica
técnica incluye el uso de primers marcados en el extremo 5' con alguna sustancia fluorescente;
después de la amplificacion el producto de amplificacion se digiere con diferentes enzimas de
restriccion y los fragmentos combinados se cargan en un solo carril de un gel para secuenciar, 10s
fragmentos se separan y los datos generados se comparan con otros utilizando una base de datos.
(Giraffa 2000)



HIPOTESIS.

“Si S. cerevisiae se mantiene durante la fermentacion de mostos para producir mezcal, y
se constituye como la poblacion dominante, entonces esta levadura debe ser la principal
contribuyente a las caracteristicas organolépticas del destilado”



OBJETIVOS.

Identificar a las levaduras presentes en los mostos de Agave angustifolia haw
durante la elaboracion de mezcal utilizando métodos metabdlicos tradicionales y el
andlisis de bandas del patron PCR-RFLP de la region 5.8s RNAr-ITS.

Establecer los cambios que ocurren en las poblaciones de levaduras, utilizando

cuenta total en placa, a medida que se desarrolla la fermentacion.

Establecer la contribucion de las levaduras mas abundantes, inoculadas de manera
individual en una fermentacion controlada, en términos de produccion de etanol,

acetato de etilo, acetaldehido, y alcohol amilico e isoamilico.
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Muestreo de los mostos de A. angustifolia haw.

Las muestras se recolectaron en diciembre en la regién de Sola de Vega Oaxaca. Se
tomaron en total seis muestras en intervalos de 24 horas a lo largo del periodo de fermentacion. La
primera muestra se tomo antes de la adicion de agua (muestra sdlida) y se designé como “tiempo
cero” (To), posteriormente se tomaron muestras liquidas y se designaron como Ty, T»... etc. Hasta el
final de la fermentacion Ts.

El muestreo se realizé con ayuda de jeringas estériles de 50cc, a 10cm por debajo de la
superficie del liquido en la tina de fermentacion, para obtener una muestra representativa (Allssop
1995). La superficie de la tina se dividio en cuatro cuadrantes y después se tomaron con la jeringa
10ml de cada cuadrante en un punto aleatorio del mismo y se mezclaron en un tubo de 50 mL, al
final para obtener una muestra de 40ml (100g en el caso de la fibra). Todas las muestras se tomaron
por duplicado en cada tiempo. La muestras se etiquetaron dependiendo del dia en que fueron
tomadas y se almacenaron en nitrégeno liquido(~196°C) previa proteccion de las células con  10%
de glicerol. También se tomaron muestras de 200ml de cada tiempo sin glicerol para el analisis
quimico del mosto y tres muestras de 100ml del destilado.

Aislamiento e identificacion de levaduras encontradas en los mostos de A. angustifolia haw

Conteo total de mesdfilos aerobios y levaduras en las muestras de A. angustifolia haw.

La cuenta total de mesdfilos aerobios se llevo a cabo por el método de dispersion en placa
de acuerdo a lo propuesto por Milisevic (1992) de la siguiente manera.

Para cada una de las muestras liquidas se prepararon en tubos de ensaye estériles diez
diluciones decimales sucesivas de 1ml de muestra en 9ml de agua 0.1% peptonada (Bioxon) estéril.
En el caso de las muestras solidas también se prepararon diez diluciones sucesivas de la siguiente
manera se coloc6 1g de muestra en una bolsa de plastico estéril y se afiadieron 9ml de agua
peptonada al 0.1% para posteriormente someter las muestras a 30seg. de agitacion en un
Stomacher 400 (Seward 400). Las nueve diluciones restantes se prepararon como se indica en el
parrafo anterior.

Con 0.1ml de cada dilucién se inocularon cajas de petri con medio ACP(Bioxon) para realizar
la cuenta total de mesdfilos aerobios. Para llevar a cabo el conteo de levaduras y comparar la
poblacion de estas con la cuenta total se duplicaron las cajas petri con medio ACP (Bioxon) de la
cuenta total sobre cajas de los medios agar extracto de levadura extracto de malta AYM (Bioxon) y
Agar papa-dextrosa o “PDA” (Bioxon), suplementados con una solucion de acido tartarico (Sigma)
hasta un pH de 4.0.

Las cajas se incubaron durante 72h a una temperatura de 24-28°C, y se procedi6 al conteo
de las colonias. Las cajas en donde el crecimiento fue menor o igual a 300 UFC fueron las que se
contabilizaron. Todas las cajas se sembraron por duplicado y los resultados reportados, en todos los
casos, son el promedio de los conteos.



Aislamiento y obtencion de cepas puras de levadura de las muestras de mostos de A.
angustifolia haw.

Una vez realizada la cuenta en los tres medios, se identificaron las diferentes morfologias
presentes y se contd el nimero de colonias de cada una de ellas para realizar posteriormente una
estimacion de la proporcion en la que cada levadura se encuentra durante cada etapa de la
fermentacion.

De cada morfologia distinta se tomaron aleatoriamente una a una diez colonias que fueron
resembradas de manera individual por estria en cajas de medio PDA (Bioxon) acidulado (pH 4.0)
para descartar la presencia de bacterias.

Posteriormente las diez colonias de cada morfologia se resembraron en una caja de medio
WL para diferenciarlas cuando fue posible a través las mismas caracteristicas de aprovechamiento
del colorante

Después se llevd a cabo el examen microscopico para el cual todos los aislados se
resembraron en medio YM (Bioxon) y se incubaron durante 24 horas, transcurridas éstas se
realiz un examen en fresco bajo los objetivos 10 y 40x de todas las morfologias resembradas para
determinar la morfologia celular y el modo de reproduccion vegetativa.

Una vez que se registré la morfologia celular de cada uno, se resembraron nuevamente en
medios diferenciales de lisina y cristal violeta para separar a las del género Saccharomyces de las
que no lo eran.

Todas las levaduras aisladas se mantuvieron a 4°C en tubos inclinados de medio PDA
acidulado para su conservacion.

Identificacion con la prueba APl 20CAUX de los aislados obtenidos en las muestras de
mostos de Agave angustifolia haw.

En esta etapa tres de las diez levaduras resembradas de cada morfologia aislada se
sometieron a la prueba APl 20CAUX (Biomerieux) como primer criterio de identificacion. El
procedimiento fue el propuesto por el fabricante; se tomo una asada de un cultivo nocturno (24h) con
el que se inocula el medio C proporcionado en el Kit hasta una turbidez de 2 en la escala de Mc
Farland, con esta suspension se inoculan las tiras y se colocan en la bandeja de incubacion durante
72h a una temperatura de 25-29°C, los resultados se registraron cada 24 h, y se dié como positivo
los pozos que presentaban turbidez mayor que la del control negativo. Concluido el tiempo de
incubacion y con la hoja de resultados, estos se ingresan a la base de datos con el programa API-
Lab (Biomerieux) para obtener los porcentajes de identificacion de cada una de las cepas. La prueba
se realiz6 por duplicado para cada cepa estudiada.

Extraccion de DNA de las levaduras aisladas de la muestra sélida To.

La metodologia utilizada para extraer el DNA de los aislados de la muestra To fue la siguiente.

Se prepar6 un cultivo nocturno del aislado en cuestion en 20mL de caldo YM sometidos a un
periodo de agitacion de 48h a (180rpm) a temperatura ambiente, las células se cosecharon por
centrifugacion (20 min. 13 0000 rpm) y se lavaron, centrifugando en las condiciones antes
mencionadas para posteriormente resuspenderse en 2ml de agua destilada estéril, posteriormente
se colocd 1mL de esta suspension en un tubo de centrifuga de 1.5mL, el cual se centrifugd a 15 000
rpm durante 5min. Las células se rompieron por disrupcion mecanica de la siguiente manera; se



colocd un mililitro de suspension celular de cada aislado en un tubo de centrifuga de 1.5mL y se
llevé a una microcentrifuga durante 5min. para formar una pastilla. EI sobrenadante se descarto y se
adicion¢ a cada tubo una cantidad de perlas de vidrio de 0.5mm & equivalente a un volumen de
200mL, después las células se rompieron con ayuda de una punta para micropipeta y se llevaron al
vortex en dos intervalos de 10minutos con un minuto de descanso entre intervalos. Después de la
disrupcion se adicionaron 1000uL de buffer de extraccion a cada tubo y se mezclaron con la punta
de una pipeta. Posteriormente se llevaron nuevamente al vortex en dos intervalos de un minuto con
un minuto de descanso en hielo terminada la agitacion, los tubos se llevaron a la centrifuga y se
dejaron ahi durante 10min a maxima velocidad. Los sobrenadantes se transfirieron a tubos nuevos
en donde se les adicionaron 490uL de emulsién fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (Sigma) y
mezclaron suavemente en un vortex, se llevan a centrifugar 10min a maxima velocidad y este paso
se repitid una vez méas. Posteriormente, se removieron 600uL de sobrenadante hacia un nuevo tubo
y se adicionaron 500uL de cloroformo, se agitaron los tubos en el vortex ligeramente y se
centrifugaron durante 5min a maxima velocidad. Después el ADN se precipitd transfiriendo 400uL de
sobrenadante hacia tubos nuevos y adicionando lentamente 325ulL de isopropanol por las paredes
del tubo, se mezcld por inversion un par de veces y después se llevo el tubo a la centrifuga para
formar una pastilla de ADN durante 3min a maxima velocidad, en los casos en los que no se observd
precipitado los tubos se incubaron a —7°C por dos horas y transcurridas estas se adicionaron 4uL de
acetato de amonio 3M, se centrifugo como antes y se decanté el sobrenadante con cuidado. La
pastilla formada se lavé cuidadosamente con 1mL de etanol al 70%, se deshecho el etanol y
mientras la pastilla aun se encontraba himeda se agregaron 100uL de agua deionizada estéril

Después de la extraccion el DNA se incuba a 55°C durante 5min y se procede a la
cuantificacion por espectroscopia de UV.

Extraccion de DNA de las levaduras aisladas de las muestras liquidas T1, T3y Ts
Disrupcion enzimatica.

Este método fue propuesto por Lopez (2001) y es una modificacion del método original de
Querol (1992).

Se prepar6 un cultivo nocturno de cada uno de los aislados (20mL de caldo YM en agitacion
durante 48h a 180rpm y a temperatura ambiente), las células se cosecharon por centrifugacion (20
min. 13 0000 rpm), se lavaron, se centrifugaron en las condiciones antes mencionadas y se
resuspendieron en 2mL de agua destilada estéril, posteriormente se colocé 1mL de esta suspension
en un tubo de centrifuga de 1.5mL, se centrifugd a 15 000rpm durante 5min Una vez cosechadas
las células se formo una pastilla con ellas centrifugando a maxima velocidad durante tres minutos,
después se resuspendio la pastilla en 95ul de buffer sorbitol(1M)-EDTA (0.1M) y se adicionaron 5uL
de una solucion Zymoliasa (Sigma) [2.5mg/mL]. Después, los tubos se llevaron a incubar en bafio de
agua a 37°C durante 20min para formar los esferoplastos. Estos se recolectaron centrifugando los
tubos durante 5min a maxima velocidad y descartando después el sobrenadante. La pastilla
obtenida se resuspendio en 100ul de buffer Tris-EDTA pH 4.7, se le adicionaron 10uL de SDS 10% y
se llevd a mezclar al vortex ligeramente y después a incubar nuevamente a 65°C. Inmediatamente
después de que termino la incubacion se adicionaron 40uL de acetato de potasio 5M (Sigma) y se
colocaron los tubos en hielo durante 5 minutos. Transcurridos éstos se llevo a centrifugar 15min a
méxima velocidad y se transfirio el sobrenadante a un nuevo tubo al que se adiciond con cuidado un



volumen igual de isopropanol, la mezcla se agitd suavemente y se incub6 a temperatura ambiente
durante 10min después de los cuales se recolectd el precipitado por centrifugacion a 14,000 g
durante 10min. Finalmente se lavo la pastilla con etanol al 70% se centrifugé como antes y se
descarto el etanol, se secd a vacio la pastilla y una vez seca pero no cristalizada se adicionaron 50ul
de agua hidestilada o buffer TE 1x estéril.

= Cuantificacion de DNA por UV.

Debido a su estructura quimica la molécula de ADN presenta una absorbancia maxima a una
longitud de onda de 260nm. Esta Unica medicion realizada por triplicado seria suficiente para
determinar la concentracion de ADN con el factor 1 DO = 50ug/uL. Si el ADN se encontrara puro en
la muestra sin embargo casi siempre se encuentra en presencia de algunas proteinas por lo que se
determina la cantidad de estas midiendo absorbancia a 280nm. Con los valores obtenidos de ambas
mediciones se determina la pureza de la muestra a través de la relacion Aaon)/ Aproteinas) Si €sta es
igual o mayor a 1.7 la muestra tiene una buena pureza y puede ser utilizada sin ningiin proceso
previo de purificacion.

Para cuantificar el DNA se utilizd un espectrofotometro de UV/VIS Genesis 5 (Spectronic) con
celdas de cuarzo de 1cm de trayecto Optico. Todas las determinaciones se hicieron por triplicado.

= Amplificacion por PCR de la region comprendida por los dos ITS del gen rRNA.

El método propuesto es una modificacion al de Esteve-Zarzoso et al [(c)1999] y Raspor et al
(2001). La amplificacion de la regién comprendida por los ITSs fue llevada a cabo en un
Termociclador Gene Termal Cycler (Perkin Elmer). Los primers utilizados fueron el ITS1 0.5uM [5-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3]y el ITS4 0.5uM [5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'] descritos por
White (1990). Los componentes restantes se enlistan a continuacion; templado de ADN [~50ng/ul],
dNTPs (Invitrogen) 10uM, MgCI2 [1.5mM], Taq Platinum (Invitrogen) [1.5U/ul], el volumen final se
ajustd en todos los casos a 50ul.

Se utilizé el siguiente programa de temperaturas, una desnaturalizacion inicial de 5min a
95°C y despues 35 ciclos de 1min. de desnaturalizacion a 95°C, 2min de alineamiento a 52°C y 2
min. de extension a 72°C, seguidas por una extension final de 10min a 72°C.

Los pesos del producto de amplificacion se estimaron con el marcador de peso molecular
DNA X (0.7-12.2Kb, Boehringer Mannheim)

= Restriccion del producto de PCR-ITS e Identificacion por RFLP.

La digestion de los productos de PCR se llevo a cabo de acuerdo con lo propuesto por Esteve-
Zarzoso0(1999), con las enzimas de restriccion Cfo |, Hae Il y Hinf I (Roche) de la siguiente manera:



Se toman 10ul (0.5-1.0) de producto de PCR y se transfieren a un tubo eppendorf nuevo, se
adiciona 1ul de suspension de enzima (1U/ul) y 2.5ul de buffer de lisis (Shure-cut Roche) y se lleva
a un volumen total de 25ul. Esta mezcla se incuba a 37°C durante 4horas.

Para visualizar el producto de digestion se colocaron 2uL de la mezcla en un gel de agarosa al
3%, la electroforesis se llevo a 400mA y 80V durante 1h, se utilizd un marcador de peso molecular
de 100pb (100bp ladder-Gibco). El gel obtenido se tifie con una solucién bromuro de etidio (0.5ug/ul)
durante 20minutos, se observa en el transiluminador de luz UV para comprobar la restriccion y se
fotografia con un tiempo de exposicion de 30s.

La identificacion se realizd comparando los perfiles obtenidos contra los publicados por
Esteve —Zarzoso et al (Ibid.). Para los casos en los cuales los perfiles de restriccion no permitieron
una identificacion se utilizd como tercer criterio de identificacion la secuenciacion de los dominios
D1/D2 del gen rDNA 26S.

Es importante mencionar que cada cepa ensayada se identifico por triplicado por este
método, es decir una vez aislada una cepa e identificada por API se tomaron tres colonias distintas
de la misma caja y se utilizé el DNA de cada una para usarlo en el PCR y posteriormente someterlo
a RFLP.

= Amplificacion de los dominios D1/D2 del gen rRNA 26S.

La amplificacion de la region mencionada arriba se llevé a cabo con el método propuesto por
Kurtzman et al [(d)1998]; a continuacion se describen los reactivos y el programa de temperaturas.
Los primers utilizados fueron el NL1 0.2mM [5-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG] y el NL4
0.2mM [5-GGTCCGTGTTTCAAGACGG], también se utilizaron MgCl,, dNTPs (Invitrogen) 10uM,
Taq platinum (Invitrogen) 1.5U/uL y un templado de DNA a una concentracion aproximada de
50ng/ul en el tubo de reaccion.

El programa de temperaturas constaba de 5min iniciales de desnaturalizacion a 95°C y después
35 ciclos de 1min a 95°C de desnaturalizacion, 1.5min a 57°C de alineamiento y 2min de extension a
72°C, ademas una extension final de 7min a 72°C.

Los pesos de los productos de PCR se determinaron como en el caso anterior.

La amplificacion de los dominios D1/D2 se llevo a cabo solo en los casos en los que el patron
de restriccion no permitio identificar a una determinada levadura, o cuando existieron incongruencias
severas entre la identificacion microbioldgica-fisiologica con la identificacion molecular. En esos
casos especificos después de la amplificacion el producto de PCR se envid a secuenciar (Instituto
de Fisiologia Celular, UNAM) y la identificacion se realiz6 a través de un andlisis comparativo de
secuencias con ayuda de la herramienta béasica de alineacion local (BLAST). Esta identificacion fue
tomada como definitiva cuando los porcentajes de identidad para las levaduras analizadas fueron
mayores 0 iguales a 97%.



Andlisis Quimico de las muestras.

= Determinacion del pH en las muestras To-Ts de mosto de A. angustifolia haw.

La determinacion del pH en las muestras se llevo a cabo en el lugar de recoleccion con
papel pH (Color pHast EM-Reagents) y en el laboratorio con un potenciometro Jenway 3020 de la
siguiente manera:

Se toman 30ml de muestra y se colocan con ayuda de una pipeta en un vaso de
precipitados de 50ml que contenia un agitador magnético de 1cm y se homogenizo la muestra
durante 1 min., después se introdujo el electrodo del potencidmetro (que ha sido previamente
calibrado con soluciones de pH conocido) en la muestra y se le permitié estabilizarse durante uno o
dos minutos después de los cuales se tomd la lectura. Todas las lecturas se tomaron por triplicado a
temperatura ambiente

» Determinacién de Glucosa y Fructosa en las muestras To-Ts (HPLC)

El procedimiento utilizado para la determinacion de los azucares reductores se describe a

continuacion:

Se toman 10ml de muestra de cada tiempo de la fermentacion, estas muestras se filtraron a
través de una papel Whatman de poro fino y se centrifugaron a 13,000rpm durante 20min.
Posteriormente se filtraron a través de membranas de 0.45um de didmetro (Millipore) y se llevan a
sonicar durante 10min para eliminar el gas.

El volumen de inyeccion fueron 10ul, se utilizé un cromatografo Waters 525 equipado con un
detector de indice de refraccion LC-30RI (Perkin Elmer) y una columna Shodex RS pak KC-811, la
temperatura del horno fue de 50°C.

La fase movil utilizada fue H3sPOs: H20 0.1%, a un flujo de 1.0ml/min., se utilizd la columna
Shodex mencionada arriba. La concentracion de los azucares se determino por el método de estandar
externo, a partir de curvas de calibracion.

Ensayos de Fermentacién controlada.

Hidrdlisis de los carbohidratos presentes en las pifias de Agave angustifolia haw:

Los corazones de agave se cortaron en trozos pequefios y se colocaron en vasos de
precipitados de 2L, se pesaron y se prepararon para la hidrolisis adicionando 10ml de H2SO4 (0.1%)
por cada kilogramo de agave, una vez preparados de esta forma los vasos se cubrieron con papel
aluminio y se dejaron en la autoclave durante 6 horas a 90°C.

Molienda de las pifias:

En este paso se extrajo el jugo de los trozos de pifia con ayuda de un extractor de jugos
modelo T1 (TURMIX), las fibras se desecharon y el jugo se pasteuriz6 a 90°C durante 50min.



Determinacion de sélidos solubles en el jugo extraido de las pifias de Agave
angustifolia haw.

Los solidos solubles se determinaron en todas las muestras utilizando un refractdmetro
(Atago HNR-32 0-32 Brix). De la siguiente manera; el refractometro se calibra a 0 con agua
deionizada y posteriormente se coloca un mililitro de solucién en la zona de muestra y se toma la
lectura. Se enjuaga con agua y se procede del mismo modo con la siguiente muestra. Todas las
determinaciones se realizaron por triplicado para cada muestra.

Preparacion del mosto.
Al jugo obtenido de la moliendo se adiciona con sulfato de amonio y extracto de levadura
como fuente de nitrdgeno adicional hasta una concentracion de 1g/L respectivamente. Se ajustd el

contenido de sélidos solubles a 17°Brix.

No se adicioné SO, a ninguno de los ensayos de fermentacion.

Preparacion del Indculo.

El in6culo se prepard por separado para cada una de las levaduras, se tomaron 50 ml de
mosto y se ajustaron a 6°Brix, se inoculan con la levadura seleccionada (de acuerdo con la tabla 1)
y se dejo en agitacion (150rpm) durante 18 horas al cabo de las cuales se obtuvo un crecimiento de
107 cfu/mL.

En el caso especial de S. cerevisiae, €l indculo se cultivd como antes y después se ajusto a

10, 12 y finalmente 17 °Brix para evitar problemas de la fermentacion relacionados con el choque
osmatico al que se somete a las levaduras.

Los ensayos de fermentacion se llevaran a cabo por triplicado de acuerdo con la tabla 1 para
cada una de las levaduras estudiadas de la siguiente manera:

Tabla 1. Ensayos de Fermentacion controlada.

Levadura Ensayol Ensayo2 Ensayo3 Ensayo4 Ensayo5
R. mucilaginosa v x x v v
S. cerevisiae x 4 x x v
Z. bisporus x x v v v

Todos los ensayos se llevaran a cabo por triplicado, el tiempo de fermentacion
predeterminado serd de 120hrs (en concordancia con la fermentacion natural), se conceden dos



intervalos de agitacion de 1min a las 36 y 72h de fermentacion. La temperatura para todos los
experimentos sera de 28°C.

Se tomaron muestras de 2ml por triplicado en intervalos de 24h, tomando como inicio(to) de
fermentacion la muestras tomadas un momento antes de la inoculacion y como final (ts) de la misma
la muestra tomadas después de cumplirse 120h. Se determinaron solidos solubles y pH a cada una
de ellas por los métodos antes mencionados.

Obtencidn del destilado de Agave:
Obtencidn del destilado de Agave:

Una vez concluida la fermentacion se decantaron 500ml del jugo y se colocan en un aparato
de destilacion. La destilacion se llevé a cabo en dos etapas: primero hasta obtener un volumen de
50mL lo que en teoria eleva la concentracion de etanol hasta 20-30%, posteriormente se rectifico el
destilado con ayuda de una columna Vigreaux hasta obtener una concentracion de alcohol de por lo
menos 40%. Terminada la destilacion se inyecté la muestra directamente en el cromatdgrafo para
determinar los congenéricos antes mencionados.

Determinacién de congenéricos en los destilados comercial y de laboratorio por
cromatografia de gases.

La determinacion del etanol, acetato de etilo, acetaldehido y alcoholes amilico e isoamilico
se llevé a cabo con una modificacion de los protocolos propuesto por Kuhn et al (2003), Ortega et al
(2001) y Wang (2003) et al.

Las muestras se centrifugaron a 13 000rpm durante 5 min. , y se inyectaron sin un
tratamiento previo de extraccion o concentracion el interés del andlisis se encontraba en la
cuantificacion de los congenéricos méas importantes en cuanto a cantidad en el producto sin
perturbar por lo que el andlisis directo de la muestra, es mas representativo (Manjarrez & Llama
1968) y evita la introduccion de un segundo estandar interno para evaluar el porcentaje de
recuperacion de las extracciones que por cierto es muy bajo para algunos de los analitos
mencionados (Ortega 2001).

Se utilizé un cromatdgrafo Agilent 6590 equipado con un detector de lonizacion de llama
(FID) 260 y una columna Innowax de la misma marca, el equipo se utilizo en modo splitless a una
temperatura de inyector de 250°C con un volumen de inyeccion de 1ul, el programa de temperaturas
fue el siguiente, una temperatura inicial de 40°C durante 5min y después un aumento de 5°C por
minuto hasta alcanzar 200°C, el gas acarreador fue H2 a un flujo de 3ml/min.

La identificacion y cuantificacion de los compuestos se llevé a cabo comparando los tiempos
de retencién para compuestos de referencia que fueron inyectados en la construccion de las curvas
de calibracion, la cuantificacion de los mismos se llevd a cabo utilizando el procesador incluido en el
programa Chemstation (Agilent) suministrado con el cromatdgrafo.



RESULTADOS.

Conteo de mesdfilos aerobios y levaduras durante la fermentacion de mostos de A.
anqustifolia haw durante la elaboracion del mezcal..

Los conteos de microorganismos se llevaron a cabo con el método de dispersion en placa,
en los medios ACP para la cuenta total de mesofilos aerobios y PDA para levaduras, los resultados
del conteo se muestra en la Grafica 1.
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Grafica 1. Cuenta total de mesdfilos aerobios vs. Cuenta total de Levaduras. La grafica muestra la
dinamica de la poblacidn total de mesdfilos aerobios (azul) y la de levaduras (rosa) a lo largo de la
fermentacion.

Aislamiento e Identificacion de Levaduras de mostos de A. angustifolia haw.

Se identificaron en total 9 morfologias distintas en las diferentes muestras estudiadas desde
el inicio (To) hasta el final de la fermentacion, 8 de ellas fueron identificadas como levaduras y una
como un moho.

Las levaduras fueron sometidas a identificacion rapida mediante la prueba APl 20CAUX, y
después a una identificacion molecular mediante la restriccion del producto de PCR de la region
comprendida por los dos ITS como se describié en los metodos. Los resultados de ambos método
de identificacion se muestran en la tabla 2 y en las figuras del anexo parte I.

Los porcentajes de identidad obtenidos en los ensayos API fueron en los casos
correspondientes a las cepas de S. cerevisiae y S. spp que obtuvieron identificacion con 99% de
identidad y las de R. mucilaginosa que obtuvieron una identificacion con un 99% de identidad.

En lo que respecta a las cepas identificadas por ITS como Zygosaccharomyces se dio una
baja discriminacion entre K. krusei, y G. capitatum con un porcentaje no mayor al 32% para cada



una de ellas. La identificacion para C. magnoliae se obtuvo un 65% de identidad y la identificacion
para C. colliculosa un 86% de identidad.

Tabla 2.Especies aisladas en cada tiempo de la fermentacion caracterizadas por prueba API
y por RFLP, se muestra el tamafio de los fragmentos para cada cepa.

ESPECIES IDENTIFICACION POR PERFILES DE RESTRICCION IDENTIFICACION
AISLADAS EN ITS1-ITS4. POR PRUEBA
CADA TIEMPO API.

DELA Tamaiio del Tamario del fragmento de restriccion (pb).
FERMENTACION  producto PCR Hae Il Clo Hint |
IDENTIFICADAS (pb)
To
Candida intermedia 450 410 225+ 190 230 + 200 Candida
magnoliae
Candida apicola 750 720 340+300 390+ 190 + C. colliculosa
+110 160
R. mucilaginosa 650 430 + 220 320+ 250+ 340+220+ R.mucilaginosa
100 80
Z. baili/bisporus 800 780 320 + 300 + (390) C. Krusei
100 355+230+160  G. capitatum
T1
S. cerevisiae ! 880 310+230+150+120 380 + 360 360 + 150 S. cerevisiae
S. cerevisiae 880 310+230+150+120 380 + 360 360 + 150 S. cerevisiae
S. spp 880 310+230+150+120 380+ 360+  (750) (460) S.cerevisiae
140 360+150
Z. bisporus 800 750 320+ 300+ 390+ 225+ C. krusei
100 150 G, capitatum
Ts
S. cerevisiae 880 310+230+150+120 380 + 360 360 + 150 S. cerevisiae
S. spp 880 310+230+150+120 380 +360+  (750) (460) S.cerevisiae
140 360+150
Z. bisporus 800 750 320+ 300+ 390+ 180+ C. Krusei
100 150
Ts
S. cerevisiae 880 310+230+150+120 380 + 360 360 + 150 S. cerevisiae
S. spp. 880 310+230+150+120 380 +360+  (750) (460) S.cerevisiae
140 360+150

1 Las repeticiones de S, cerevisiae corresponden a cepas diferentes aisladas sobre la base de diferencia en la morfologia
colonial que fueron identificadas como ya se menciond.



Aquellas cepas que no pudieron ser satisfactoriamente identificadas a través de los respectivos
perfiles de restriccion i.e. Z. Bailii, Z. Bisporus, S. sppy las cepas de S. cerevisiae, se sometieron al
tercer criterio de identificacion que consistié en la secuenciacion de la region comprendida por los
dominios D1/D2 del gen rRNA 26S y su posterior comparacion utilizando la herramienta BLAST. Los
resultados se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Identificacion por comparacion de secuencias de la region comprendida por los dominios
D1/D2 del gen rRNA 26S. La cepa de Saccharomyces cerevisiae previamente identificada como S.
spp se denomina S. cerevisiae (Il) y las de Zygosaccharomyces como Z. bailii.

Cepa caracterizad por RFLP-ITS Caracterizacion por secuenciacion rDNA 26S
To
Z. bailii / bisporus Z. bailii 98% identidad
T1
S. cerevisiae) S. cerevisiae 100% identidad
Saccharomyces spp. S. cerevisiae 98% identidad (I1)
Zygosaccharomyces bailli /bisporus Z. bailii 98% identidad
T3
Z. bailii / bisporus Z. bailii 99% de identidad

Andlisis de las poblaciones de levaduras durante la fermentacién de mostos de A.
anqustifolia haw.

Con los resultados de la identificacion y el conteo se calcularon las incidencias de cada
especie en relacion con el total de colonias contadas, los promedios de los datos para cada tiempo
se muestran en las gréficas 2 a 5. Las cepas de Saccharomyces cerevisiae con el mismo perfil de
restriccion se consideran como una misma y la que difiere se denota como S. cerevisiae (I11).
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Grafica 2. Incidencia de las especies de levadura aisladas en la muestra To (onrs) de la fermentacion
espontanea expresada como porcentaje del total.
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Grafica 3. Incidencia de las especies de levadura aisladas en la muestra Ty 4n) de la fermentacion
espontanea expresada como porcentaje del total.
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Grafica 4. Incidencia de las especies de levadura aisladas en la muestra Ts (72n) de la fermentacion
espontanea expresada como porcentaje del total.
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Gréfica 5. Incidencia de las especies de levadura aisladas en la muestra Ts (120n) de la fermentacion
espontanea expresada como porcentaje del total.



Andlisis quimico de la fermentacién espontanea de mostos de A. angustifolia haw durante la
elaboracion de mezcal.

Se determinaron los parametros de la fermentacion como se describe en la seccion de
métodos con el fin de relacionar estos datos con los de la dindmica de poblaciones. Los datos se
muestran en la grafica 6.
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Grafica 6. Determinacion del contenido de azucares reductores, etanol y pH a traves de la
fermentacion espontanea de mostos de A. angustifolia haw.

Ensayos de Fermentaciones Inoculadas para determinar el aporte de las levaduras aisladas
al destilado.

El desarrollo de los ensayos de fermentacion en el laboratorio se llevo a cabo midiendo los
cambios en los solidos solubles (°Brix), el crecimiento del inoculo y la concentracion de etanol, los
resultados que se muestran son los promedios obtenidos de las tres repeticiones realizadas con
cada especie.

En las graficas correspondientes se muestran los resultados obtenidos en todos los
experimentos excepto los de las fermentaciones efectuadas con el inoculo puro de R. mucilaginosa
en las cuales no se observd crecimiento, cambios en la concentracion de sélidos solubles o
desprendimiento de CO2, por lo que no se considerd necesario elaborar una grafica.
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18 4
XJ7
16 X164

3
d
an
do

36 | ¢

(log CFU/ml), (Brix)
Etanol (% v/v)

+ 0.5

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132

Tiempo deFermentacion (h)

—e— Z. baili —#— R. mucilaginosa —X — Brix —e— Etanol

Grafica 8. Dinamica de la fermentacion controlada de mostos de A. angustifolia haw utilizando un
inoculo mixto de Z. bailii/ R.mucilaginosa.
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Grafica 9. . Dinamica de la fermentacion controlada de mostos de A. angustifolia haw utilizando un
inoculo puro de S. cerevisiae.
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Grafica 10. Dinamica de la fermentacion controlada de mostos de A. angustifolia haw utilizando un
inoculo mixto de Z. bailii/ R.mucilaginosa / S. cerevisiae.



Perfil de congenéricos de los destilados.

Se analizaron por cromatografia de gases los destilados obtenidos en los ensayos de
fermentacion realizados en el laboratorio asi como el producto terminado de la fermentacion original
en sola de vega, para obtener los perfiles de cada destilado en relacion con los compuestos
congenéricos antes mencionados.

Los resultados se muestran en las graficas siguientes.
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Grafica 11. Perfiles de congenéricos de los destilados obtenidos de los ensayos de fermentacion y
de la fermentacion espontanea (aqui denominada Natural). Las siglas corresponden a los siguientes
compuestos ACTH — Acetaldehido, ACOET- Acetato de Etilo, MeOH- Metanol, AIA-Alcohol
isoamilico, AA-alcohol amilico.
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Grafica 12. Contenido de alcohol en los destilados obtenidos en el laboratorio y en la fermentacion
espontanea.



Comparacién entre los parametros de rendimiento y productividad de las fermentaciones de

laboratorio y natural.

Tabla 4. Rendimiento y productividad de los ensayos de fermentacion de laboratorio y de la
fermentacion natural.

PARAMETRO CALCULADO FERMENTACION.
Espontdnea  Z.baili  Z. bailii / R. S. S. cerervisiae /R
mucilaginosa  cerevisiae m“C"%%'ifl‘i‘i’sa/Z
Productividad (P)
g Etanol, L1 h- 0.39 0.28 0.24 0.48 0.42
Rendimiento (Y x/s)
Crecimiento —sustrato 1.4x108 1x107 2.4x10° 9.6x107 1x108
Ufc / g Azucares
Rendimiento (Y p/s)
Producto-sustrato 0.54 0.45 0.36 0.62 0.54

g etanol/ g azucares

Tabla 5. Contenido de congenéricos en el destilado de la fermentacion natural y en los destilados de

S. cerevsiae Z. bailii Z.bailii/ R. Mixta 3 Espontanea
mucilaginosa
Etanol 47 25.9 24.3 39.71 44
Acetato de etilo 0.13 0.093 0.11 0.167 0.08
Acetaldehido 0.008 0.002 0.002 0.01 0.012
Alcohol amilico 0 0 0 0 0
Alcohol isoamilico 0.15 0.034 0.021 0.097 0.13
Metanol 0.04 0.03 0.021 0.04 0.31

laboratorio.



ANALISIS DE RESULTADOS

Conteo, aislamiento y caracterizacion.

Los resultados obtenidos del conteo de mesofilos aerobios y de levaduras a lo largo de todo
el proceso de fermentacion de mostos de A. angustifolia haw (Grafica 1) ofrecen una vision
semicuantitativa de la proporcion entre las poblaciones de estos microorganismos en cada etapa de
la misma. El hecho de que los valores de la cuenta de mesdfilos totales y la de levaduras sean tan
cercanos entre si sugieren que al menos en numero las levaduras pudieran colocarse como la
poblacién mas importante del proceso de fermentacion desde las etapas tempranas de la misma, lo
cual coincide con las afirmaciones de diversos autores en el sentido de que las levaduras
constituyen la poblacion dominante de microorganismos en las fermentaciones alcoholicas debido a
que se encuentran mejor adaptadas a las condiciones fisicoquimicas del medio (Beltran et al 2002,
Egli et al 1998, Fleet (a) 1990, Fleet 1999), sin embargo se requiere investigacion adicional al
respecto para confirmar esta teoria.

Los datos obtenidos de unidades formadoras de colonia de levadura por mililitro son mas
bajos que los que reportados por Cedefio (1999) o Wang et al (2003) para fermentaciones de mosto
de Agave Tequilana 0 mostos de uva, lo que puede atribuirse a que en la elaboracion de mezcal no
se utilizan indculos comerciales o especialmente preparados, con esto en mente los datos coinciden
con lo reportado por Egli et al (1998) para mostos no inoculados en fermentaciones vinicas.

La posible dominancia de las poblaciones de levaduras sobre las de bacterias podria
explicarse sobre la base del proceso de elaboracion del mezcal y de las caracteristicas de la
materia prima y el mosto que seleccionan a las levaduras de manera natural (Mills et al 2002). En
principio los instrumentos de molienda y las tinas de fermentacion no se limpian a conciencia entre
lotes de produccion lo que deja remanentes de azlcares cuasi cristalizados en donde se mantienen
poblaciones de levaduras y algunos hongos en condiciones osmoticas adversas para el crecimiento
de bacterias de modo que se cuenta con un inoculo inicial preferentemente de levaduras. Por otro
lado el pH (aprox. 4.5) y el contenido de azucares en el agave cocido reportado en Agave Tequilana
superior al 13% (Cedefio 1995), seleccionan a las levaduras de manera natural.

Aislamiento e Identificacion por APl 20 C AUX

Es importante  mencionar que el método que se siguid para el aislamiento es de acuerdo
con Beltran et al (2002) aleatorio y semicuantitativo, principalmente solo se seleccionan 10 colonias
de cada morfologia para obtener cultivos puros, y solo tres de esos 10 cultivos puros son sometidos
a identificacion de modo que esto debe tomarse en cuenta cuando se discuten los resultados de
dominancia poblacional pero sobre todo de diversidad.

Por otro lado el medio selectivo de lisina utilizado para el crecimiento de las especies No
Saccharomyces resultd de poca utilidad pues algunos ensayos realizados con cajas inoculadas con
S. cerevisiae mostraron crecimiento lo que llevo a interpretaciones incorrectas hasta que se realiz6
la identificacion molecular, estos resultados pueden deberse segun Moore & Johnson (1998) a que



las levaduras de fermentaciones naturales en donde no se utilizan indculos pueden poseer un
genotipo silvestre (wild type) y con ello la capacidad de utilizar lisina o nitrato como Unica fuente de
nitrégeno.

La identificacion con la prueba APl 20CAUX se realizd con dos objetivos en mente, el
primero obtener una identificacion rapida de las levaduras aisladas y posteriormente comparar 10s
resultados de la identificacion con los obtenidos por RFLP-ITS para comprobar la utilidad de la
prueba comercial en la identificacion de levaduras de mostos de mezcal.

No existen referencias en el uso de esta prueba de identificacion en levaduras aisladas de
mostos de Agave, sin embargo con la excepcion de las cepas de S. cerevisiae y R mucilaginosa que
fueron identificadas correctamente con un muy buen porcentaje de identidad y repetibilidad todas las
demas identificaciones resultaron con valores de identidad inferiores al 90% y no siempre arrojaron
resultados reproducibles, estos resultados coinciden con lo establecido por Deak & Beuchat [(c)
1993], y Esteve-Zarzoso et al (1998) en el sentido de que el uso kits comerciales se encuentra
restringido a la identificacion en clinica y que los resultados pueden ser poco reproducibles (Orbera
et al 2004) y poco exactos (Arias et al 2002).

Identificacion por RFLP-ITS y secuenciacion del gen rDNA 26S

Se utilizaron los cebadores ITS1 e ITS4 para amplificar la region del rDNA que incluye el gen
del rDNA 5.8S y los dos espaciadores internos transcritos, los productos de PCR muestran gran
variacion entre especies desde los 450pb para C. intermedia hasta los 880pb para S. cerevisiae, los
productos de PCR para las diferentes cepas aisladas de S. cerevisiae son del mismo tamafio en
todos los casos.

= Aislados identificados como pertenecientes al género Candida.

El genero Candida es muy extenso pues incluye a las levaduras que no pueden ser
clasificadas en otros géneros cuando se reproducen asexualmente. Generalmente se considera
como un genero complicado en el que no existen métodos estandar de identificacion de sus
miembros con excepcion de aquellas levaduras de relevancia clinica (Esteve-Zarzoso et al (d) 2000).

En la fermentacion de mostos de A. angustifolia encontramos dos especies de Candida, C.
apicola y C. intermedia, con perfiles de restriccion tnicos y facilmente identificables especialmente
en el caso de C. apicola. Esta especie ha sido aislada de una variedad de substratos de entre los
que destacan los relacionados con las abejas como son colmenas, frutas y las abejas mismas
(Hajsig & Meyer 1978), no es extrafio encontrar a esta especie en el mosto en las etapas iniciales de
la fermentacion si se recuerda que estas son totalmente abiertas y no existe control sobre los
insectos que son atraidos por el azlcar hacia los corazones de agave cocidos, el equipo de
molienda y los recipientes de fermentacion de modo que pueden actuar como vectores, lo cual
coincide con reportes de fermentaciones vinicas (Mortimer 1999) y de Tequila (Lachance (a) 1995).

El perfil de restriccion de C. intermedia muestra en los carriles correspondientes a las
enzimas Hae Ill y Hinf | (Anexo Fig. 13) la banda de 450pb que corresponde al producto de PCR
(sefialada con una flecha), la aparicion de esta se debe a una digestion incompleta del producto de
PCR, esta digestion incompleta se observo con otras levaduras (Fig. 28 y 33) con la enzima Hinf | 'y
puede deberse a que en estas reacciones en particular la concentracion del producto de PCR muy



elevada para ser digerida en el tiempo establecido (pues se han encontrado reportes con tiempos de
digestion de hasta 10h —Ferndndez et al 2000-) y se requeria de un tiempo de incubacién mayor.
También existe la posibilidad aunque muy remota de que un remanente de alcohol etilico
proveniente de la extraccion de DNA inhibiera a las enzimas ya que son muy sensibles incluso a
concentraciones muy bajas de este compuesto.

La presencia de Candida intermedia en el mosto de Agave coincide con los reportes de
aislamiento en otros alimentos las uvas (Salo & Wirtanen 2005), melazas de cafia de azlcar
(Aragdo et al 1998), Agave cocido (Lachance (a) 1995) y tepache (Moreno-Terrazas et al 2001).

= Aislados identificados como R. mucilaginosa.

Rhodotorula mucilaginosa es una levadura no fermentativa que se ha aislado de hojas de
plantas (Fell 1997) jugos de frutas (Arias et al 2002), y en raices de Agave tequilana y suelos donde
este se cultiva (Lachance 1995), sin embargo llama la atencién su presencia en un sustrato como las
fibras de Agave angustifolia haw en donde la concentracion solidos solubles es de por lo menos
20°Brix puesto que no se encontraron reportes de osmotolerancia en R. mucilaginosa.

El perfil de restriccion de la Fig. 15 del anexo para R. mucilaginosa esta de acuerdo con lo
reportado en el trabajo de Esteve-Zarzoso et al [(€)1999], sin embargo no concuerda con el perfil
propuesto por Guillamon et al (1998) en el que la banda 100pb no existe; . Esta discordancia tiene al
menos dos explicaciones posibles, la primera que las cepas de R.mucilaginosa analizadas sean
distintas y la analizada por Guillamon tenga un sitio extra de restriccion que reduzca el fragmento de
100pb a dos fragmentos mas pequefios que no sean tomados en cuenta, la segunda es que las
condiciones de visualizacion de los fragmentos no permitan en el caso del trabajo de Guillamon et al
(1998) observar el fragmento de 100pb que aparece en el trabajo de Ezteve —Zarzoso et al (idem) y
en el presente, con una menor intensidad que las dos bandas mayores.

= Aislados identificados como pertenecientes al género Zygosaccharomyces.

Con respecto al aislado identificado como perteneciente al genero Zygosaccharomyces es
importante mencionar que con base en el perfil mostrado en la Fig. 19 del anexo, correspondiente al
To no fue posible hacer la identificacion hasta el nivel de especies debido a la presencia de una
banda de entre 380 y 390pb que aparece en el carril correspondiente a la enzima Hinf I, si esta
banda no se toma en cuenta el perfil resultante coincide con el de Z. bailii, sin embargo si se
descarta la banda de 360pb en el mismo gel, entonces el perfil coincide con el de Z. bisporus. Por
otro lado los aislados de los tiempos T1y Tz poseen perfiles que coinciden casi por completo con los
reportados para Z. bisporus sin embargo es posible que se requiera de una cuarta enzima de
restriccion como Alu | o Dde | (siguiendo la metodologia de Esteve-Zarzoso et al [(€)1999] para
hacer una identificacion mas clara, pues al menos entre estas dos especies las diferencias en los
perfiles de restriccion son pequefias, en ocasiones de solo 10pb entre uno y otro cuando se utilizan
las enzimas Hae Il y Cfo I, y aunque con la enzima Hinf | los perfiles reportados son distintos, el
fragmento que los diferencia es menor a 80pb por lo que es dificil visualizarlo, estas razones hicieron
evidente utilizar el tercer criterio de identificacion propuesto en la seccion de métodos.

Con ello en mente se realiz6 la amplificacion de los dominios de expansion D1/D2 del gen
del rDNA 26S para estas cepas Yy se obtuvo en todos los casos un porcentaje de identidad superior
al 97% para Z. bailii, con este resultado es posible pensar en que las diferencias observadas en los
perfiles de restriccion para la enzima Hinf | sean provocadas por una cepa de Z. baili que sea
polimdrfica para esta enzima en especial, la existencia mas de un perfil de restriccion para cepas de



la misma especie ha sido reportado para levaduras de este mismo genero (Esteve-Zarzoso et al (c)
1999) y para Pichia fermentans (Arias et al 2002).

La presencia de levaduras pertenecientes al género Zygosaccharomyces en fermentaciones
se encuentra ampliamente documentada en fermentaciones vinicas (Moore & Johnson 1998,
Romano & Rosella (b) 1998, Esteve-Zarzoso et al (c) 1999, Esteve-Zazoso et al (e) 2001) aunque
también han sudo encontradas en mostos de Agave tequilana weber (Lachance (a) 1995).

= Aislados identificados como miembros del género Saccharomyces.

Con respecto a los aislados de S. cerevisiae es importante mencionar que las distintas
cepas asiladas durante el tiempo T fueron seleccionadas por diferencias en la morfologia colonial, y
no se observaron en los tiempos subsecuentes Tz y Ts. Los perfiles de restriccion para todas ellas
fueron idénticos y todo ellos concordaron con lo reportado por Esteve-Zarzoso et al [(c) 1999] para
esta especie. La presencia de varias cepas de S. cerevisiae ya ha sido ampliamente reportada en
vinos (De Barros et al 1996, Fernandez-Espinar et al 2000) y mostos de cerveza (Jespersen et al
2000).

Aunque todos los perfiles de restriccion fueron facilmente identificables uno de los aislados
se sometio a secuenciacion con el fin de contar con un doble criterio de identificacién molecular para
la levadura que predomina durante la fermentacion y el resultado de la comparacion de secuencias
mostré un 100% identidad con S. cerevisiae.

Por ultimo los perfiles de restriccion de Saccharomyces spp. (Fig. 23, 28 y 33 del anexo)
ofrecieron un problema similar a lo acontecido con la cepa de Z. bailii del tiempo To. Los perfiles
mencionados muestran en las enzimas Hae Il y Cfo I, fragmentos que coinciden con lo reportado
por Esteve-Zarzoso et al[(c)1999] para S. cerevisiae, sin embargo este aislado resulté ser polimorfico
para la enzima Hinf | en donde se observan dos fragmentos de 780 y 490pb respectivamente por lo
que no fue posible asignar la especie con exactitud y se decidié someter a estas cepas a la
identificacion por comparacion de secuencias del gen rDNA 26S.

La identificacion por comparacion de secuencias arrojo un porcentaje de identidad del 98%
con S. cerevisiae por lo que puede considerarse a este aislado como una cepa polimoérfica para Hinf
| de S. cerevisiae de las cuales también existen diferentes reportes en la literatura (Jespersen et al
2000, Esteve-Zarzoso et al (e) 2001, Van der Ad et al 2001, Romano et al (c) 2003, Baleiras Couto
et al 1996 etc), con ello en mente se denomino a la cepa de S. spp como S. cerevisae (I).

En sintesis la aplicacion del RFLP permitié una identificacion répida y relativamente sencilla
de todas las levaduras aisladas de mostos de mezcal hasta el nivel de género. La asignacion en el
nivel de especies también fue muy aceptable con solo una identificacion incorrecta en el caso de Z.
bisporus por Z. bailli sin embargo hay que recordar que estas especies estan muy relacionadas y la
dificultad en la identificacion tiene que ver mas con la dificultad de asignar los pesos moleculares
correctos a los fragmentos que con la resolucion de la técnica. Por otro lado el RFLP-ITS demostr6
ser (til en la diferenciacion de cepas de S. cerevisiae y en los casos en los que los patrones de
restriccion fueron los mismos para cepas morfolégicamente distintas puede mejorarse la resolucion
con el uso de una enzima extra.

Estos resultados coinciden con diferentes trabajos realizados en mostos de vino que sefialan
al RFLP-ITS como una técnica confiable para identificar levaduras e identificar cepas diferentes



(Arias et al 2002, Baleiras Couto et al 1996, Guillamon et al 1998, Esteve-Zarzoso et al (¢) 1999 y (d)
2000, Espinosa et al 2002).
Andlisis de las poblaciones de levaduras durante la fermentacion.

Los datos obtenidos del conteo de las levaduras en los medios PDA y WL ofrecen una
vision semicuantitativa de la dinamica de poblaciones en la fermentacion.

En términos de diversidad el tiempo To (gréfica 2) es donde se observa la mayor diversidad
de especies de toda la fermentacion, la poblacion dominante en este caso esta constituida por las
levaduras C. intermedia y Z.bailii, seguida por pequefias poblaciones de C. apicola y R.
mucilaginosa, la dominancia de especies no Saccharomyces coincide con los reportes para
fermentaciones vinicas en donde es ampliamente aceptado que las etapas tempranas de la
fermentacion son dominadas por levaduras de poder fermentativo bajo y medio Fleet [(d) 1993],
Pretorious et al (2000).

En cuanto a la dominancia particular de las especies C. intermedia y Z. bailii en esta etapa
de la fermentacion puede deberse a la capacidad de estas levaduras para adaptarse al ambiente
solido con baja actividad de agua, una elevada concentracion de azlcares y una baja concentracion
de alcohol.

El hecho de que ningun aislado de S. cerevisiae fuera recuperado en esta muestra, no
quiere decir que esta levadura no este presente sino que bajo estas condiciones es ampliamente
superada en numero por las demas levaduras y aun cuando pudiera crecer en la caja de conteo en
detectables (102) el método utilizado de seleccién aleatoria puede haberla dejado fuera del analisis,
por otro lado dada la complejidad del sustrato la formacion de microambientes es muy probable y es
posible que las cepas de Saccharomyces se desarrollen en un estrato distinto de la tina,
preferentemente cerca de las paredes o el fondo de esta que es donde se piensa se mantiene el
inoculo natural de esta especie.

Veinticuatro horas después de la adicion de agua es decir en el tiempo T, las levaduras de
inicio han desaparecido con excepcion de Z. bailii. Estos cambios en la diversidad se relacionan con
los cambios fisicoquimicos en el medio ambiente como el cambio de una matriz sélida a liquida, la
disminucion del pH y de la concentracion de azlcares reductores, y la elevacion de la concentracion
de etanol, que seleccionan a S. cerevisiae y a Z. bailii.

En este mismo tiempo fueron aisladas también las diferentes cepas de S. cerevisiae, que se
constituyen como la poblacién dominante sobre Z. bailii.

Cuando la fermentacion alcanza las 72h es decir en el tiempo Ts la diversidad es
practicamente la misma que la del tiempo T1 aunque se observa una tendencia negativa en el
crecimiento de Z. bailii y la cepa de S. cerevisiae (Il). La dominancia de cepas distintas de S.
cerevisiae en diferentes tiempos de la fermentacion ha sido reportada para fermentaciones de mosto
de uva (Fleet (b) 1997, Torija et al 2001. Baleiras Couto et al 1996) y se sabe que existen aportes
diferentes a las caracteristicas organolépticas del vino de acuerdo con la cepa dominante, la
dominancia de una cepa sobre otra se debe a la mejor adaptacion de la misma y en ocasiones a la
susceptibilidad de una cepa en particular hacia la actividad de proteinas toxicas denominadas factor
killer (Querol et al 1999, Versavaud et al 1995).

Es posible explicar la declinacion de las poblaciones de Z. baili sobre la base de la
concentracion de alcohol del mosto en este tiempo que se acerca a la media de los valores
maximos de tolerancia reportados para este género.



En el final de la fermentacion Ts la poblacién esta constituida Unicamente por cepas S.
cerevisiae, la poblacién de la cepa S. cerevisiae (Il) ha disminuido pero no llega a desaparecer. ES
posible que las levaduras no Saccharomyces perduren a lo largo de la fermentacion en poblaciones
pequefias que no sean facilmente recuperables de entre una mayorias de S. cerevisae, incluso
existen reportes de un estado similar al viable no cultivable de bacterias observado en Candida (Mills
et al 2002).

Los datos de la dinamica de poblaciones sugieren una dominancia de S. cerevisiae en el
proceso fermentativo.

Andlisis Quimico de la Fermentacién Espontanea.

La grafica 6 muestra que el principal azucar de la fermentacion es la fructosa en
concordancia con lo reportado por Cedefio (1995) para mostos de Agave tequilana, la fructosa
proviene en su mayoria de la hidrélisis de los polimeros de inulina presentes en el Agave. Los
contenidos de azlcares reductores en general son mas bajos que los reportados para los mostos
antes mencionados sin embargo debe tomarse en consideracion que en las muestras recolectadas
la fermentacion en solido llevaba cuando menos 24 horas de haber iniciado y que en la fabricacion
de mezcal la concentracion de azlcares no se ajusta como ocurre en mostos de tequila. ES
importante mencionar que los azucares remanentes al final de la fermentacion coinciden con los
datos reportados por Arrizon (2002) y Cedefio (1995) para tequila.

En lo que toca a los valores de pH, estos coinciden con los reportados para fermentaciones
de Tequila (Cedefio 1999) en condiciones similares y para otras fermentaciones alcohdlicas (Collado
2001, Romano & Rosella (b) 1998) la disminucién del pH se debe principalmente a la aparicion de
acido acético producto del metabolismo de bacterias y en menor medida del de levaduras (Cedefio
idem), y también a la presencia de &cido lactico que se ha detectado acido lactico en el mosto (Luis
Ramos: comunicacion personal) proveniente del metabolismo de bacterias lacticas.

La concentracion final de etanol en el mosto (aprox. 60g/L) de la fermentacion natural se
encuentra dentro del intervalo de 50-80g/L reportado para tequila (Arrizon et al 2002, Cedefio 1995,
Pinal et al 1997) el hecho de que la fermentacion es abierta y esto ocasiona pérdidas por
evaporacion, espontanea puede disminuir el rendimiento de etanol, aun se desconocen la magnitud
de las pérdidas.

Ensayos de Fermentaciones inoculadas.

Los ensayos de fermentacion controlada se llevaron a cabo con el objetivo principal de
observar el aporte de las levaduras en el destilado en términos de la produccion de etanol,
acetaldehido, alcohol amilico, alcohol isoamilico y acetato de etilo. A continuacién se discuten los
resultados mostrados en las Gréficas 7,8,9 y 10.

= Sodlidos solubles

El contenido total final de sélidos solubles en todas las fermentaciones (3-5°Brix) es superior
a los 20Brix que se reportan en promedio para fermentaciones de tequila (Cedefio 1995) y que se



determinaron en la fermentacion natural. Sin embargo, es importante mencionar que en promedio los
azucares reductores constituyen un 70% del total de solidos solubles finales?, de manera que aun
cuando el remanente verdadero de azlcares esta por enzima de lo reportado como ideal, los
valores no son tan elevados y comparados con datos provenientes de fermentaciones vinicas —6-
8°Brix (Egli 1998, Zhore 2002), son aceptables.

Existen diversas explicaciones para remanentes altos de azlcares, algunas sugieren
contaminacion bacteriana o presencia de &cidos organicos que afectan al metabolismo de las
levaduras (Lafon-Lafourcad 1984), sin embargo en estos casos en particular es probable que el
consumo incompleto de azucares se deba a que el elevado contenido de sélidos solubles al inicio
de la fermentacion disminuye la eficiencia de la misma a través de un estrés osmatico que a su vez
aumenta el tiempo necesario para que las levaduras se adapten al medio y con ello el tiempo de
fermentacion también se alarga, por otra parte hay reportes de que la eficiencia de la fermentacion
se ve afectada también por el estrés osmotico a través de una disminucion en el transporte de
azucares (Glucosa y Fructosa) hacia la célula (Biosca et al 2002, Bisson et al 1987).

De acuerdo con Arrizon et al (2002) y Bisson et al (1987) existe también la posibilidad de
que la cantidad de nitrégeno suplementada no sea la Optima para estas cepas de levaduras ya que
las necesidades de nitrégeno pueden variar de acuerdo con la especie y con la cepa y afectar
directamente al consumo de azlcares y a la fermentacion, esto puede ser particularmente cierto
para las levaduras no Saccharomyces, pues fue en los ensayos con estas especies en donde se
observa la mayor concentracion de sélidos al final de la fermentacion.

Con respecto al consumo de azUcares por Z. bailii (Grafica 7) no se encontraron reportes de
ensayos de fermentacion en mostos de uva o de Agave para esta especie con los cuales realizar
comparaciones, los valores del remanente de solidos para la fermentacion con inoculo puro de esta
especie son los mas altos de todos los obtenidos, sin embargo comparado con otras especies como
Candida milleri que poseen un poder fermentativo similar (Zhore & Erten 2002)

Por otro lado es importante mencionar que aun cuando las poblaciones de R. mucilaginosa
declinan rapidamente la influencia de estas en el remanente final de solidos solubles es notoria
sobre todo cuando se compara la fermentacion de inoculo puro de Z. bailii (Grafica 7), donde se
puede apreciar una concentracion de solidos solubles de 6.2°Brix contra los 5.6°Brix obtenidos en la
fermentacion con el inoculo mixto de inoculo mixto Z. bailii / R. mucilaginosa (Grafica 8). Esto puede
deberse al consumo de azucares por Rhodothorula mientras la concentracion de oxigeno disuelto lo
permite, y también a que una vez que las poblaciones de R. mucilaginosa comienzan morir y se lisan
aportan liberan compuestos nitrogenados en el medio los cuales podrian elevar la concentracion de
nitrogeno disponible que lo que se traduce en un mejor aprovechamiento de los azucares segun
Bisson et al (1987) y Arrizon et al (2002).

Con respecto a las fermentaciones con indculo puro de S. cerevisae (Grafica 9) el consumo
de azlcares es bastante aceptable si bien permanece ligeramente alto. Al final es el mayor de las
tres especies ensayadas incluyendo el ensayo en donde se incluyen las tres especies, el hecho de
que S. cerevisae presente el mejor consumo de azlcares reductores se debe a la tolerancia a etanol
y a la capacidad fermentativa de la misma que permite seguir metabolizando os azlcares aun
después de que la concentracion de etanol alcanza valores restrictivos para otras especies.

En la Grafica 10 se observa que el consumo de azlcares cuando las levaduras no
Saccharomyces estan presentes es menor al cultivo puro de S. cerevisae lo que coincide con los

2 E| porcentaje restante puede estar constituido por solidos solubles diversos como dimeros o trimeros de fructosa y
pectinas.



reportes de Biosca et al (2002), Fleet [(a) 1990 y (b) 1997] y Zhore & Erten (2002) fermentaciones
incompletas y “débiles” que tienen un contenido residual alto de azucares. Lo anterior puede
explicarse considerando que las levaduras no Saccharomyces pueden bajar la concentracion de
nitrégeno disponible y afectar asi el consumo de azucares.

= FEtanol

La produccion de etanol por Z. bailii en el ensayo de indculo puro (Gréfica 7) se encuentra
dentro del intervalo reportado para esta especie (Romano et al 2003) que esta clasificada por
Barnett (2000) como de mediano poder fermentativo. No hay datos publicados relacionados con
fermentaciones llevadas a cabo en mostos de Agave con esta especie en particular.

Se sabe que R. mucilaginosa no participa en la produccion de alcohol ya que su
metabolismo es oxidativo sin embargo esta levadura puede afectar de manera indirecta a la
produccion de etanol, a través del consumo de carbohidratos y de la liberacion de subproductos que
alteran el ambiente fisicoquimico de la fermentacion. El efecto de R. mucilaginosa sobre la
produccion de etanol parece ser negativo en todos los casos en donde participa, particularmente en
la fermentacion mixta con Z. bailii (Gréfica 8) en donde el contenido de etanol al final es menor que
el obtenido con el cultivo puro de Z. bailii.

La produccion de etanol por S. cerevisae en el ensayo con inéculo puro (Grafica 9) fue
mayor a la observada en la fermentacion espontanea y a la reportada por Cedefio (1995) y Pinal
(1997) para mostos de Agave tequilana, esto puede atribuirse al suplemento de nitrdgeno
adicionado, pero también a que no existe competencia por los azlcares disponibles, a que las
condiciones de fermentacion son menos variables y a que las perdidas por evaporacion son
menores en los ensayos de laboratorio.

Con respecto al ensayo en donde él indculo inicial contiene las tres especies (Gréfica 10), el
contenido de etanol es bastante aceptable aunque menor al obtenido con la cepa pura de S.
cerevisiae y al observado en la fermentacion espontanea y no se observa un efecto sinérgico en la
produccion de etanol como se ha reportado con Pichia fermentans (Clemente Jiménez 2005) en
fermentaciones vinicas.

Es importante mencionar que la produccion de etanol como parametro aislado solo
determina la eficiencia de la fermentacion pero una eficiencia alta no es necesariamente un sinénimo
de calidad en el producto final.

= Crecimiento

El crecimiento de Z. bailii en el cultivo puro (Gréfica 7) alcanza un crecimiento maximo a las
24h de fermentacion después del cual la poblacion disminuye sin pasar por una fase estacionaria
aparente.

Con respecto al cultivo mixto de R. mucilaginosa/Z. bailii (Gréafica 8) el crecimiento de la
ultima especie parece estar ligeramente favorecido en las primeras 24h de fermentacion por la
presencia de R. mucilaginosa, esto puede deberse una vez mas al efecto que los compuestos
liberados en la lisis de las células de esta especie ejercen en el medio, 0 a una posible relacion de
comensalismo en la que la viabilidad de Rhodotorula se mantiene al asociarse con Z. bailii y esta
ultima especie logra un mayor crecimiento poblacional. Esto se encuentra en concordancia con los
datos de los azlcares residuales lo que también explica el menor contenido de sdlidos solubles al



final de la fermentacion. En este ensayo el decaimiento de la poblacion de Z. bailli es menos
pronunciado que en el cultivo puro y tiende a estabilizarse al final.

En las fermentaciones en las que participa R. mucilaginosa sus poblaciones decrecen
rapidamente después de la inoculacion en el mosto y perduran en un numero detectable hasta las
24horas, esta caida en la poblacion puede explicarse si se tiene en cuenta el efecto que ejercen
sobre la viabilidad la baja concentracion de oxigeno disuelto en el mosto, el estrés osmético
impuesto por el mismo y principalmente la concentracion de etanol a la que esta especie parece ser
particularmente susceptible después de que alcanza el 1% en la fermentacion.

El crecimiento Optimo para S. cerevisiae se observa en la fermentacion de cepa pura
(Gréfica 10) la poblacion en este ensayo alcanza un crecimiento méximo a las 24h y después entra
en una fase muy estable casi estacionaria. Los valores coinciden con lo reportado para
fermentaciones de tequila (Cedefio 1995) y son mas elevados que los observados en la
fermentacion natural. La explicacion a este crecimiento se encuentra en el indculo utilizado
108cfu/ml, la disponibilidad de nutrimentos que tienen las células y las condiciones controladas de
la fermentacion. Hay que recordar que la fermentacion espontanea es abierta, inicia con un inoculo
natral y esta sometida a cambios de temperatura.

Los datos de crecimiento (una poblacion robusta) y remanente de sélidos solubles (con
valores relativamente altos) obtenidos de los experimentos en los que participa S. cerevisiae
sugieren que el tiempo de fermentacion asignado fue menor al necesario para completar la misma y
obtener muy posiblemente una concentracion final de etanol mas elevada.

En cuanto a la fermentacion con el indculo triple (Gréfica 9) llama la atencion el bajo
crecimiento de las células de Z. bailii comparado con las demés fermentaciones en donde se utiliza
esta especie, esto sugiere que S. cerevisiae de algin modo ejerce un efecto negativo sobre Z. bailii
desde el inicio de la fermentacion. Inclusive cuando la concentracion de alcohol no es un factor
determinante para la implantacion de S. cerevisiae como poblacion dominante. Una posible
explicacion reside en que la cepa utilizada de S. cerevisae tenga el fenotipo killer y la cepa de Z.
bailii sea sensitiva a la toxina, sin embargo aunque existen reportes de cepas de S. cerevisiae con
este fenotipo (Lachance (a) 1995, Pretorious 2000, Fleet et al (a) 1990) no se encontrd ninguno en
referencia a la sensibilidad de Z. bailii. Los patrones de crecimiento de esta cepa coinciden con los
mostrados en reportes para otras levaduras de inicio de fermentacién como Candida, Pichia y
Kloeckera (Fleet (d) 1993, Zhore et al 2002, Jiménez et al 2005) crecidas en cultivo mixto con S.
cerevisiae.

Andlisis de los destilados obtenidos en los ensayos de fermentacién controlada.

A continuacion se describen los resultados mostrados en las Gréficas 11 y 12 en donde se
compara la concentracion de los congenéricos mencionados, en los destilados obtenidos de las
fermentaciones realizadas en el laboratorio y en la fermentacion espontanea.

= Contenido de Acetaldehido
El contenido de acetaldehido en general en todas las fermentaciones de mostos de Agave

angustifolia estudiadas aqui se encuentra muy por debajo del valor limite (0.05%) reportado para
este compuesto en destilados de alto contenido alcohdlico. Existen diferentes razones para esta baja



concentracion; las caracteristicas metabdlicas de las especies y cepas que participan en el proceso,
un bajo contenido de sulfito en el mosto asi como la temperatura de fermentacion (Liu et al 2000), y
la naturaleza misma del compuesto pues casi todo el acetaldehido que se produce dentro de la
célula es utilizado como intermediario en alguna otra reaccion casi siempre para mantener los
niveles de cofactores (Millan & Ortega 1998). El acetaldehido otorga a las bebidas en las que se
encuentra un sabor que recuerda la cidra y un olor a manzanas verdes que enriquecen el mismo
cuando se encuentran en una la proporcion adecuada. La sobre produccién de acetaldehido ha sido
relacionada con una interrupcion subita de la fermentacion, o un proceso de floculacion prematuro
en la misma y es altamente indeseable en la mayor parte de las fermentaciones alcohdlicas.

De acuerdo con la Gréfica 11 el menor contenido de acetaldehido de las fermentaciones
analizadas se encuentra en los ensayos llevados a cabo con Z. bailii como cepa pura y en cultivo
mixto con R. mucilaginosa estos datos de baja produccion de acetaldehido estan en concordancia
con los reportes de Romano et al [(a) 1994, (c) 2003] para levaduras de este mismo genero y se
atribuyen a las diferentes capacidades metabdlicas de cada especie (Plata et al 2005). En contraste
las concentraciones mas elevadas de este compuesto se observan en la fermentacion espontanea
(0.012%), la fermentacion con el indculo triple (0.01%) y luego en el ensayo con indculo puro de S.
cerevisiae (0.008%), estos resultados sugieren un aporte especialmente significativo por esta
especie al contenido final de acetaldehido, superior al realizado por las levaduras de inicio de
fermentacion, estos datos se encuentran en concordancia con los reportes de Romano et al [(c)
2003] para ensayos de fermentacion en mostos de vinos. También es importante mencionar que
parece existir un efecto sinérgico en la produccion de acetaldehido en cultivos mixtos, esto se ha
reportado con anterioridad para otros compuestos en fermentaciones mixtas con levaduras del
género Pichia (Clemente-Jiménez et al 2005).

No se encontraron datos con relacion a la produccion de este compuesto por levaduras del
género Rhodothorula, aunque al ser una levadura oxidativa debe producirse solamente como
subproducto en reacciones de degradacion como la de la treonina o de cimenos.

= Contenido de Acetato de etilo.

El acetato de etilo es el éster mas abundante en destilados provenientes de fermentaciones
alcohdlicas de tequila y mezcal (Cedefio 1995, Manjarrez & Llama 1969) y junto con el acetato de
isoamilo uno de los méas importantes compuestos de sabor y aroma en las fermentaciones
alcoholicas en general (Verstrepen et al 2003, Plata et al 2005), el sabor y aroma que imparte es
dificil de describir y en ocasiones solo se denota como olor y sabor a disolvente. Se forma en las
levaduras en una variedad de reacciones que incluyen la fermentacion de azucares y purinas.

Las concentraciones para todos los destilados se encuentran dentro del intervalo establecido
como deseable en la norma oficial mexicana para mezcal (NOM-070-SCFI-1994).

La concentracion mas elevada de este compuesto se encontré en el destilado de la
fermentacion de laboratorio de indculo triple, que es incluso mas alta que la obtenida en la
fermentacion natural, la explicacion a esta concentracion inusualmente elevada puede estar en la
competencia que existe en la fermentacion natural por los azdcares, que constituyen uno de los
factores que afectan a la sintesis del acetato, pero también en el mantenimiento de una temperatura
relativamente alta y constante de fermentacion (20-30°C) que se relaciona con una tasa elevada de
produccion de esteres (Verstrepen et al 2003).



Aunque no hay reportes que correlacionen la concentracion de nitrogeno asimilable con la
produccion de acetato de etilo en tequila 0 mezcal existen datos de mostos de cerveza que sugieren
una relacion (Sablayrolles & Ball 1995) y pueden servir para explicar la mayor produccion de este
compuesto en los ensayos de laboratorio teniendo en cuenta el suplemento de nitrégeno adicional.

Los valores de concentracion en los ensayos de laboratorio no estan tan separados e incluso
se observa un posible aporte a la produccion de R. mucilaginosa, una vez mas puede ser un aporte
directo a través de la produccion del compuesto o bien ejercido de manera indirecta por los
compuestos liberados después de la lisis celular. El aporte de Z. bailii es evidente y se observa en
este caso al igual que con el acetaldehido aunque mucho mas pronunciado, un posible efecto
sinérgico en la produccion del compuesto por S. cerevisiae y Z, bailii. Sin embargo basados en la
produccion individual de cada especie es logico sugerir que el aporte principal en términos de
produccion esta dado por S. cerevisiae.

No se encontraron datos reportados en la bibliografia en referencia a la produccion de
acetato de etilo.

= Contenido de Metanol

El contenido de metanol en una bebida alcohdlica es una variable importante no tanto por el
sabor y aroma a maderas que otorga sino méas bien por su toxicidad.

En los destilados de laboratorio analizados (Grafica 11) la presencia de metanol es una
constante. Aunque se han encontrado reportes de su biosintesis en levaduras y en el banco de
datos MycoBank solo una proteina se relaciona con su produccion, como subproducto de la
demetilacion de una fosfoproteina fosfatasa mitocondrial.

En mostos de tequila existe la teoria (Cedefio 1995) de que el metanol encontrado es
producido por la accion de estearasas sobre pectinas metiladas presentes de manera natural en el
Agave, el hecho de que el Agave angustifolia posee también un contenido de pectinas considerable
(Granados 1993) y de que se han realizado estudios sobre de la produccion de estearasas
extracelulares por S. cerevisiae (Esteve-Zarzoso et al (a) 1998) permiten suponer la posibilidad de
que el contenido de etanol en las fermentaciones de laboratorio pudiera deberse a este tipo de
reacciones.

Todos los destilados de los ensayos de laboratorio se encuentran dentro de la norma de
contenido maximo de metanol para mezcal que es de 0.3%, sin embargo, el destilado natural tiene
una concentracion que se encuentra bordeando el limite, esta concentracion elevada puede
atribuirse a que las pifias utilizadas en la fermentacion natural no habian madurado adecuadamente
y por lo tanto pudieran tener un alto contenido de pectinas metiladas y en menor medida es posible
que el contenido elevado se deba a la accion de algunas bacterias capaces de sintetizar este
compuesto a partir de CO> (Xin et al 2004). Sin embargo es necesaria investigacion adicional sobre
este particular.

= Contenido de Alcohol isoamilico
El alcohol isoamilico es junto con el acetato de etilo uno de los compuestos mas importantes

en el tequila, no solo en cuanto a cantidad sino también en el aporte a las caracteristicas
organolépticas (Cedefio 1995, Pinal et al 1997) .



Este compuesto otorga a los destilados de mostos de uva un olor frutal parecido al del
platano y un sabor que en proporciones adecuadas recuerda al brandy (Patel et al 2003)

El valor maximo recomendable en mezcal es del 0.3% de modo que todos los destilados
analizados se encuentran dentro de la norma, la produccién de las levaduras no Saccharomyces es
en este caso baja y el efecto del cultivo mixto es mas bien negativo. El aporte mas importante a la
fermentacion en términos de este compuesto es el de S. cerevisiae, y puede apreciarse en el perfil
del destilado con cepas puras, estos datos coinciden con los reportados por Romano et al [(c) 2003]
Patel (2003), Clemente Jiménez et al (2005) en vinos y Pinal et al (1997) en tequila y confirma a S.
cerevisiae como la principal productora de alcohol isoamilico de la fermentacion.

La elevada produccion de alcohol isoamilico en el caso del ensayo con inoculo puro es
atribuible a la especie misma que se caracteriza por una elevada produccion del producto (Romano
et al 2003) y a la combinacion del alto contenido de azlcares y el suplemento de nitrégeno que
disminuyen la magnitud de la relacién C/N lo que se traduce segun Pinal et al (1997), Biosca et al
(2002) y Wang et al (2003) en que las células de levadura incrementan la tasa de reacciones de
desaminacion de aminoacidos en este caso leucina, que da lugar a al a.-cetoisocaproato, precursor
del alcohol isoamilico.

También es importante mencionar la influencia de la temperatura en la produccion de este
alcohol, en mostos de tequila (Cedefio 1995, Pinal et al 1997) se relaciona una temperatura de
fermentacion de 30°C o mas con una produccién elevada del compuesto, de manera que resulta
ldgico pensar que el ensayo de laboratorio que no se somete a cambios drasticos en la temperatura
como ocurre en la fermentacion natural® presente un mayor contenido del compuesto.

= Contenido de Alcohol amilico

El alcohol amilico se forma también por reacciones de desaminacion de aminoacidos en este
caso la isoleucina, en los articulos consultados que hacen referencia a este compuesto en vinos y
tequilas, se menciona su coelucion con el alcohol isoamilico y se cuantifican juntos, lo mismo ocurre
con sus propiedades organolépticas que se reportan idénticas.

Hasta la fecha solo los estudios de Almanza (comunicacion personal) en mostos de Agave
tequilana siguieren una presencia importante de este alcohol en el tequila; en la fermentacion
espontanea de mostos de mezcal se detectd el compuesto pero en una proporcion muy pequefia,
menos del 0.01% (punto mas bajo de la calibracion) y por debajo del umbral de sabor (0.02%)
reportado para este compuesto. En los ensayos de laboratorio no hubo respuesta alguna del
detector para este compuesto en ningln caso.

Se sabe (Wang et al 2003) que en vinos el alcohol isoamilico siempre supera en proporcion
al amilico sin embargo no se conoce la explicacion a este fendmeno. Es posible que la explicacion
se encuentre en el bajo contenido de isoleucina en los mostos, o por el contrario en la elevada
concentracion de leucina que llevan a la célula a utilizarla primero. También ser que se deba a las
caracteristicas metabolicas de S. cerevisiae que prefieran utilizar la leucina sobre la isoleucina
cuando requieren satisfacer sus necesidades de nitrégeno aunque no hay evidencia de ello.

3 Es importante recordar que la fermentacion es abierta y la temperatura por las noches puede bajar hasta los 9°C.



= Contenido de Etanol.

A menudo el etanol no se considera un congenérico sin embargo aporta un aroma
caracteristico y su sabor se define en vinos y cervezas simplemente como alcohdlico registrado en la
parte media de la lengua.

El contenido de etanol en los destilados (Gréfica 12) es un reflejo de lo que ocurrié en cada
una de las fermentaciones y las razones del contenido de alcohol etilico en cada una de ellas fueron
discutidas previamente.

Todas las fermentaciones se encuentran dentro de la norma que para mezcal impone un
valor méximo recomendado de 55%. Sin embargo las llevadas a cabo con los indculos de no
Saccharomyces se encuentran por debajo de valor minimo permitido (36%).

Se destaca el elevado contenido alcoholico de la fermentacion de inoculo puro de S.
cerevisiae, que resultd ser mayor que la del producto obtenido en la fermentacion natural. Una razon
ademas de las expuestas con anterioridad para el elevado contenido alcoholico es el proceso de
destilacion que al realizarse con equipo adecuado permite un mejor control de la temperatura y una
mejor recuperacion del producto.

Comparacidn entre los sistemas de fermentacion.

El contenido de congenéricos de Tabla 5 y los parametros de rendimiento de
producto/sustrato (p/s), crecimiento/sustrato (x/s) y productividad (P) calculados en la Tabla 4 se
muestran para facilitar una comparacion entre las fermentaciones de laboratorio y natural.

En coincidencia con la discusion anterior mejor sistema en términos de produccion de etanol
es el realizado con el inoculo puro de S. cerevisiae, mientras que el sistema mas similar a la
fermentacion natural fue el cultivo mixto en el que se incluyeron las tres especies de levaduras
ensayadas pues tienen el rendimiento producto sustrato y su productividad difiere en 0.03g etanol /
L-h

Con respecto al andlisis de congenéricos, se observa que el destilado obtenido de la
fermentacion con S. cerevisiae es el mas parecido en términos de concentracion de etanol, acetato
de etilo y alcohol isoamilico, mientras que el destilado preveniente del ensayo de inoculo triple es
que presenta la mayor concentracion de acetaldehido. Debe mencionarse también que la
fermentacion natural mostré un contenido de metanol mayor al de todas los ensayos de laboratorio
lo que puede deberse como se explico antes al grado de madurez de las plantas utilizadas.

Es necesario aclarar que estos resultados no pueden analizarse en términos cuantitativos
sin pesar en aporte a las caracteristicas organolépticas del producto terminado pues como se
menciond antes el sabor y aroma de una bebida esta determinado por una mezcla de multiples
compuestos y el hecho un mezcal tenga un contenido alcohdlico muy alto no le otorga
necesariamente caracteristicas agradables al gusto por lo que aun cuando S. cerevisiae resultara la
principal productora de etanol y los compuestos mencionados de sabor y aroma (acetaldehido,
acetato de etilo, alcohol isoamilico) es necesario determinar el aporte de todas las levaduras
presentes en la fermentacion en términos de estos mismo compuestos y de otros que aungue se
encuentren en menor concentracion afectan al sabor y aroma del producto terminado.



CONCLUSIONES.

Se identificaron como Candida apicola, Candida intermedia, Rhodotorula mucilaginosa,
Saccharomyces cerevisiae y Z. bailii a las levaduras cultivables procedentes de un mosto
de Agave angustifolia haw empleado en la produccion de mezcal en la region de Sola de
Vega Oaxaca.

Se determinaron las poblaciones predominantes en cada etapa de la fermentacion y los
cambios en ellas a través del tiempo.

Se identifico a Candida intermedia como la levadura dominante en la etapa inicial de la
fermentacion

Se identifico a Saccharomyces cerevisiae como la poblacién dominante las etapas medias y
finales de la fermentacion.

Se observd que las levaduras de la especie Z. baili forman la segunda poblacion mas
importante en nimero a lo largo de la fermentacion.

Se determiné el aporte de las especies dominantes y de R. mucilaginosa a la fermentacion a
en términos de la produccion de acetato de etilo, etanol, alcohol isoamilico, alcohol amilico,
acetaldehido (Tabla 5)

Se definio a S, cerevisiae como la principal productora de etanol, acetato de etilo alcohol
isoamilico y acetaldehido durante la fermentacion y por lo tanto como la especie que mas
aporta a las caracteristicas organolépticas del producto terminado.



PERSPECTIVAS.

El estudio de la microbiota existente en los mostos de Agave en la produccion de mezcal y
su repercusion en las caracteristicas organolépticas del producto terminado tienen enormes
perspectivas de crecimiento pues no fue posible encontrar trabajos en referencia a este destilado
fuera del trabajo de (Manjarrez 1969) sobre la determinacion de congenéricos por cromatografia

Entre las posibilidades a estudiar se encuentran:

La caracterizacion exhaustiva de la microbiota en el mosto incluyendo también a bacterias y
hongos que pudieran estar presentes y que seguramente tienen un impacto en el sabor del producto
terminado. Dentro de este apartado se sugiere la aplicacion de técnicas como la electroforesis en gel
de gradiente desnaturalizante DGGE para obtener una imagen real de la microbiota presente tanto
de levaduras como de bacterias y evitando los problemas relacionados como la recuperacion de los
microorganismos en medios de cultivo.

La caracterizacion de las cepas de S. cerevisiae y estudio de la dominancia poblacional y
dindmica de poblaciones para, después poder estudiar el impacto de las diferentes cepas en el
destilado y seleccionar asi una o varias cepas que posean la mayor cantidad de caracteristicas
deseables para el proceso como tolerancia a etanol, a estrés osmotico y térmico, baja produccion de
H.S, elevada produccion de congenéricos, factor killer, etc.

Determinar la influencia de la concentracion de nitrégeno, temperatura y oxigeno disuelto
sobre la produccidon de etanol y congenéricos por la cepa de S. cerevisiae seleccionada.

Posterior modificacion genética de la cepa seleccionada para crear una super cepa de
manera similar a los intentos reportados en vinos (Pretorious 2000)

El estudio del aporte organoléptico de las especies de Candida identificadas en este trabajo
asi como de Pichia fermentans que ha sido reportada como una excelente opcion para
fermentaciones mixtas con S. cerevisiae por Clemente Jiménez (2005), con el objetivo de encontrar
microflora secundaria que enriquezca el perfil de aroma y sabor del producto terminado.

Una vez que se han seleccionado las cepas correspondientes el siguiente paso seria
componer un inoculo mixto y estudiar su desarrollo en una fermentacion tradicional en el estado de
Oaxaca para determinar la implantacion sobre las levaduras nativas y la contribucion real en
destilado con el fin de ofrecer un producto mas homogéneo y de caracteristicas reproducibles.

Estudiar el efecto de la adicion de sulfito sobre el sabor y aroma de la fermentacion para
proponerlo como solucién al problema recurrente que se presenta en mostos de mezcal de
fermentaciones lentas o detenidas prematuramente

El estudio del aporte de las levaduras estudiadas en compuestos secundarios de sabor y
aroma como acetato de amilo, acetato de isoamilico entre otros.
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Fig. 15. Perfil de restriccion para R.
mucilaginosa, 1.MM, 2. Hae IlI, 3. Cfo I, 4.
Hinf I.
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Fig. 18 Tamafio del producto de amplificacion Fig. 19. Perfil de restriccion para Z. bailii,
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Fig. 20 Tamafio del producto de amplificacion Fig. 21. Perfil de restriccion para S.
por PCR; 1. MM, 2. S, cerevisiae (lll), 2. S. cerervisiae, 1.MM, 2. -, 3. Haelll, 4. Cfol, 5.
cerevisiae, S. cerevisiae (1), S.cerevisiae (1l). Hinfl, 6. -, 7. MM.

Fig. 22. Perfil de restriccion para S. cerervisiae izquierda y S. cerivisiae (I) en la derecha; carriles: 1.
MM, 2. Hae Ill, 3. Cfo I, 4. Hinf. |, 5. -, 6. MM, 7. Haelll, 8. Cfo I, 9. Hinf I, 10. -, 11. MM.
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Fig. 24 Tamafio del producto de amplificacion Fig. 25. Perfil de restriccion para Z. bisporus,
por PCR; 1. MM, 2. Z. bisporus 1.MM, 2. -, 3. Haelll, 4. Cfol, 5. Hinfl, 6. - , 7.

MM.
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Fig. 28. Perfil de restriccion para S. spp, 1. MM, 2. Hae lll, 3. Cfo I, 4. Hinf I, 5. MM.
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Cromatograma de la determinacion de azucares reductores por HPLC en el mosto de Agave
angustifolia haw durante la elaboracion de mezcal.
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Comparacion de la produccion de congenéricos en las fermentaciones de laboratorio con inoculo
triple (Z. bailii. R. mucilaginosa y S. cerevisiae) en rojo y mixta (Z. bailii/ R. mucilaginosa) en azul.
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