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RESUMEN

Los procesos para la produccion de alcohol pueden llevarse a cabo por sintesis quimica o
bioldgica; la produccién por via bioldgica ha sido utilizada y estudiada desde hace algunos
afios, por ello se sabe que entre los microorganismos productores de etanol mas utilizados
se encuentran las levaduras del género Saccharomyces y Kluyveromyces, que pueden ser
utilizadas como materia de base para procesos de sintesis quimica, o para la produccion de
bebidas alcohdlicas. La identificacion y el aislamiento de las levaduras presentes en el
proceso de produccion de mezcal artesanal en Oaxaca, con Agave angustifolia Haw, es
esencial para comprender mejor el proceso de fermentacién y para desarrollar técnicas para
controlar la calidad y la pureza del mezcal producido. Es por ello que los objetivos del
presente trabajo fueron aislar cepas de las muestras de dos mostos de fermentacién de tipo
artesanal de Agave angustifolia Haw, realizar un aislamiento dirigido de las cepas aisladas
para posteriormente identificar las cepas aisladas por métodos convencionales. Para
conseguirlo se realiz6 el muestreo de dos mostos de diferentes palenques, ambos de Agave
angustifolia Haw, posteriormente se purificaron colonias que cumplian con las
caracteristicas morfologicas de interés, se le realiz6 tincion simple con azul de metileno y
se sembraron en tres medios selectivos, para finalmente realizar pruebas bioquimicas que
consistié en la prueba de fermentacion de seis carbohidratos y asi identificar el género de
las cepas aisladas, de las cuales se obtuvieron tres géneros para ambas muestras Candida,

Kluyveromyces y Saccharomyces.
ABSTRACT

The processes for the production of alcohol can be carried out by chemical or biological
synthesis; biological production has been used and studied for some years, for this reason,
it is known that among the most widely used ethanol-producing microorganisms are yeasts
of the genus Saccharomyces and Kluyveromyces, that can be used as raw material for
chemical synthesis processes, or for the production of alcoholic beverages. The
identification and isolation of the yeasts present in the production process of artisan mezcal
in Oaxaca, with Agave angustifolia Haw, is essential to better usderstand the fermentation
process and to develop techniques to control the quality and purity of the mezcal produced.

That is wgy the objectives of this work were to isolate strains from the samples of two
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artisanal fermentation musts of Agave angustifolia Haw, carry out a directed isolation of the
isolated strains to later identify the isolated strains by conventional methods. To achieve
this, two musts from different palenques were sampled, both from KAgave angustifolia
Haw, subsequently colonies that met the morphological characteristics of interest were
purified, simple staining with methylene blue was performed and they were sown in three
selective media, to finally carry out biochemical tests thar consist of the six carbohydrate
fermentation test and thus identify the gender of the isolated strains, of which three genera
were obtained for both samples Candida, Kluyveromyces and Saccharomyces.
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1. INTRODUCCION

Los procesos para la produccion de alcohol pueden Ilevarse a cabo por sintesis quimica o
bioldgica; la produccién por via bioldgica ha sido utilizada y estudiada desde hace algunos
afios, por ello se sabe que entre los microorganismos productores de etanol mas utilizados
se encuentran las levaduras del género Saccharomyces y Kluyveromyces, que pueden ser
utilizadas como materia de base para procesos de sintesis quimica, o para la produccion de

bebidas alcohdlicas.

La fermentacion espontanea se produce de forma natural, sin necesidad de un inoculo,
existen multiples aspectos que influyen sobre la produccidon de alcohol relacionadas con la
fisiologia, las rutas metabdlicas implicadas, asi como el efecto de ciertos parametros
fisicoquimicos y el ambiente de produccion, esto hace que estas fermentaciones no sean
producto de la accién de una Unica especie o cepa de levadura, se sabe que en el mezcal la
fermentacion se lleva a cabo por consorcios de microorganismos que trabajan en la

formacion de los diferentes compuestos volatiles y no volatiles presentes este.

En 2021, se produjeron aproximadamente 8.1 millones de litros de la tradicional bebida en
México. En Oaxaca una de las actividades econémicas méas importantes es la produccion de
Mezcal, en su mayoria de tipo artesanal sin embargo existe una gran variedad de bebidas
alcohdlicas que se producen en comunidades rurales, en algunos casos estas bebidas se

remontan a cientos de afios volviéndose parte de la tradicion de comunidades y pueblos.
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1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El problema que se plantea en esta tesis es el desconocimiento sobre las cepas de levaduras
presentes en el proceso de produccion de mezcal artesanal en Oaxaca, especificamente en
relacién a las levaduras involucradas en la fermentacion del mosto de Agave angustifolia
Haw. A pesar de la importancia del mezcal artesanal en la cultura y economia local, existe
una falta de investigacion cientifica en este tema. El objetivo principal de esta tesis sera
aislar y purificar cepas de levaduras de dos mostos de fermentacion de mezcal artesanal de
Oaxaca con Agave angustifolia Haw. Ademas, se caracterizardn macroscopica y
microscopicamente las cepas aisladas y se identificaran mediante métodos convencionales
para tener un mejor entendimiento del proceso de fermentacidn y su impacto en la calidad y

pureza del mezcal producido.

Sin duda el mezcal en Oaxaca es de gran importancia, es por esto que el conocimiento
generado con este estudio puede ser utilizado para mejorar la calidad del mezcal producido

y, por lo tanto, el bienestar econdmico de las comunidades involucradas en la produccion.
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1.2. JUSTIFICACION

El mezcal es una bebida alcohdlica originaria de México, producida a partir del proceso de
fermentacion y destilacion del mosto de la planta de agave. En Oaxaca, el mezcal artesanal
es una importante parte de la cultura y economia local, y se caracteriza por su diversidad y
calidad. Sin embargo, el proceso de produccion de mezcal artesanal en Oaxaca es todavia
poco estudiado cientificamente, especialmente en cuanto a la microbiota presente en el

proceso de fermentacion.

El proceso de fermentacion es esencial en la produccion de mezcal, ya que es durante este
proceso donde se convierten los azlcares del mosto en alcohol. Ademas, el uso de
levaduras no tradicionales puede impactar a la caracteristica Unica y autenticidad del

mezcal artesanal de Oaxaca.

La identificacion y el aislamiento de las levaduras presentes en el proceso de produccion de
mezcal artesanal en Oaxaca, con Agave angustifolia Haw, es esencial para comprender
mejor el proceso de fermentacion y para desarrollar técnicas para controlar la calidad y la
pureza del mezcal producido. Esto puede ayudar a garantizar la autenticidad y la calidad del
mezcal artesanal de Oaxaca, y a proteger esta importante bebida que forma parte de la

cultura y la economia local.

Ademas, el estudio de las levaduras presentes en el proceso de produccion de mezcal
artesanal también puede proporcionar informacién valiosa sobre la biodiversidad
microbiana en la region de Oaxaca. Es posible que se descubran nuevas levaduras que
puedan ser utilizadas en la produccion de otros productos alimenticios y bebidas, lo que

podria tener un impacto econémico positivo en la region.

En resumen, el estudio del aislamiento e identificacion de las levaduras presentes en el
proceso de produccion de mezcal artesanal en Oaxaca, con Agave angustifolia Haw, es
esencial para comprender mejor el proceso de fermentacion y para garantizar la calidad y
autenticidad del mezcal producido. Ademas, puede proporcionar informacion valiosa sobre
la biodiversidad microbiana en la region y tener un impacto econémico positivo en la

industria local.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Aislar e identificar por métodos convencionales levaduras presentes durante el proceso de

produccién de mezcal artesanal en Oaxaca con Agave angustifolia Haw.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Aislar cepas de las muestras de dos mostos de fermentacion de tipo artesanal de

Agave angustifolia Haw.
e Realizar un aislamiento dirigido de las cepas aisladas.

o Identificar las cepas aisladas por métodos convencionales.
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3. FUNDAMENTO TEORICO

3.1. ANTECEDENTES

El mezcal es una bebida alcohodlica originaria de México elaborada a partir de diferentes
especies de Agave; en el estado de Oaxaca una de las especies mas utilizada en la
elaboracion de esta bebida es Agave angustifolia Haw, también conocida como maguey
espadin. (Palma Cruz, 1991)

La definicion etimoldgica del mezcal proviene del ndhuatl Melt e Ixcalli que significan
“agave cocido al horno” y es definida en la (NOM-070-SCFI-1994) como "bebida
alcoholica que se obtiene por la destilacion y rectificacion de los mostos (0 jugos)
preparados directamente con los azlcares extraidos de las cabezas maduras de los agaves,
mismas que son previamente cocidas y sometidas a fermentacién alcohoélica™; el aromay el
sabor del mezcal se dan por la mezcla de compuestos que se producen durante la
fermentacion ademas de los proporcionados por el tipo de agave se emplea. (Hernandez
Mota, 2009)

El mezcal es producido en diferentes estados de la republica mexicana y la mayor
produccion de este se da en el estado de Oaxaca a partir de las especies de mostos
destilados del Agave angustifolia haw y/o del agave silvestre A. potatorum zucc.
(Hernandez Mota, 2009)

Actualmente existen numerosas investigaciones que se basan en el estudio y caracterizacion
de las diferentes etapas de produccidn de bebidas alcohdlicas destiladas como el mezcal,
que van desde la coccion adecuada de la materia prima, asi como la identificacion de
compuestos quimicos producidos durante la coccion. En el caso de la fermentacion es de
vital importancia la identificacion de la cepa de levadura empleada y de otros

microorganismos presentes. (Pérez Hernandez, et al., 2016)
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3.2.AGAVE ANGUSTIFOLIA HAW

La planta agave (comUnmente ‘maguey’), ofrece més de 100 formas de uso ya que se
aprovechan sus hojas, tallo, flores y frutos para satisfacer varias necesidades como fuente
de alimento, bebida, medicina, ornato, fibra, combustible y fertilizante, ademas de
proporcionar empleo a las personas que le dan algun tipo de aprovechamiento. De estas,
podemos destacar la produccion de bebidas destiladas como el mezcal. (Barrietos Rivera, et
al., 2019)

El mezcal es fabricado a partir de la fermentacion y posterior destilacion de mostos
provenientes de diferentes especies del género Agave; una de las especies mas utilizadas
para su produccion es la variedad “Espadin” de la especie A. angustifolia, que es de gran
importancia para la industria mezcalera a nivel nacional y de un gran valor econémico para
Oaxaca, ya que los productores prefieren esta especie y variedad, debido a que le toma de
siete a nueve afios en llegar a la madurez y produce pifias de mayor tamafio; razon por la
que se cultiva en mayor extension con fines comerciales. Al llegar a la madurez (emision
del tallo floral, escapo o quiote), la planta acumula energia en forma de azlcar en su tallo
(corazdn o pifia), materia esencial para la obtencion del alcohol; éste es el momento de la

cosecha o corte, antes de florecer o formarse el quiote. (Rodriguez Garay, et al., 2017)

Las plantas de Agave angustifolia que crecen en viveros tienen un mayor crecimiento en
altura y didmetro de tallo, asi como mayor namero de hojas, area foliar y acumulacion de
materia seca, en comparacion con el crecimiento silvestre ya que algunos factores
ambientales que limitan el crecimiento y productividad de las plantas son la radiacion solar,
temperatura, disponibilidad de agua y el abastecimiento de nutrimentos, por ello cuando
estas plantas llegan a la etapa adulta desarrollan tallos mas grandes y con mayor contenido

de azucares. (Cruz Garcia, et al., 2013)

TESIS PROFESIONAL




AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE LEVADURAS PRESENTES EN EL PROCESO DE
PRODUCCION DE MEZCAL ARTESANAL EN OAXACA, CON Agave angustifolia Haw.

3.3.PRODUCCION DE MEZCAL

La fermentacion del mezcal artesanal en Oaxaca, es de las etapas méas importantes del
proceso, ya que en este punto se transforman los azlcares del Agave en etanol, CO> y otros
compuestos quimicos, esto debido al consorcio microbiano nativo integrado principalmente

por levaduras y bacterias. (LOpez Sanchez, et al., 2020)

3.3.1. ETAPAS DE PRODUCCION

La produccién de mezcal comprende cinco etapas: corte o cosecha del Agave, coccion,
molienda, fermentacion y destilacion. La fermentacion es espontanea y de la microbiota
que participa en esta etapa dependeran la rica gama de sabores y aromas del producto final.
(Lopez Sanchez, et al., 2020)

e Corte: Se cortan las pencas y raices hasta dejar el centro del maguey al descubierto,
a esta forma del maguey se le conoce como “pifia”

e Coccion: El horneado tiene una duracion aproximada de tres dias para lograr una
plena coccidn, el agave cambia de color blanco a caramelo como indicador de un
buen cocimiento.

e Molienda: Se desmenuza y tritura el agave cocido para obtener los mostos que se
utilizaran para la fermentacion.

e Fermentacion: Este proceso tiene dos elementos fundamentales el agua y la
temperatura; de esta Gltima depende el tiempo que se tome en fermentar, que
pueden ser de tres a cinco dias.

e Destilacion: Al finalizar el proceso de fermentacion, los mostos se llevan a
alambiques; la mezcla se calienta, se evapora y condensa lentamente a traves de un

serpentin. (Oaxaca Mio, 2020)
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3.3.2. CATEGORIAS DE MEZCAL

De acuerdo con la NORMA Oficial Mexicana NOM-070-SCFI-2016, Bebidas alcohdlicas-
Mezcal-Especificaciones existen tres categorias de mezcal y estas son: Mezcal, Mezcal

Artesanal y Mezcal Ancestral.

e Mezcal: Su elaboracion debe cumplir con al menos las siguientes cuatro etapas y
equipo:

o Coccibn: cocimiento de cabezas o jugos de maguey o agave en hornos de
pozo, mamposteria o autoclave.

o Molienda: tahona, molino chileno o egipcio, trapiche, desgarradora, tren de
molinos o difusor.

o Fermentacidn: recipientes de madera, piletas de mamposteria o tanques de
acero inoxidable.

o Destilacion: alambiques, destiladores continuos o columnas de cobre o acero
inoxidable.

e Mezcal Artesanal: Su elaboracion debe cumplir con al menos las siguientes cuatro
etapas y equipo:

o Coccidn: cocimiento de cabezas de maguey o agave en hornos de pozo o
elevados de mamposteria.

o Molienda: con mazo, tahona, molino chileno o egipcio, trapiche o
desgarradora.

o Fermentacion: oquedades en piedra, suelo o tronco, piletas de mamposteria,
recipientes de madera o barro, pieles de animal, cuyo proceso puede incluir
la fibra del maguey o agave (bagazo).

o Destilacién: con fuego directo en alambiques de caldera de cobre u olla de
barro y montera de barro, madera, cobre o acero inoxidable; cuyo proceso
puede incluir la fibra del maguey o agave (bagazo).

e Mezcal Ancestral: Su elaboracion debe cumplir con al menos las siguientes cuatro
etapas y equipo:

o Caoccion: cocimiento de cabezas de maguey o agave en hornos de pozo.

o Molienda: con mazo, tahona, molino chileno o egipcio.
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o Fermentacion: oquedades en piedra, suelo o tronco, piletas de mamposteria,
recipientes de madera o barro, pieles de animal, cuyo proceso puede incluir
la fibra del maguey o agave (bagazo).

o Destilacién: con fuego directo en olla de barro y montera de barro o madera;

cuyo proceso puede incluir la fibra del maguey o agave (bagazo).

3.4. LEVADURAS

La taxonomia de las levaduras transito por dos periodos, el primero caracterizado por
estudios de morfologia comparativa, fisiologia y genética convencional y el segundo
extendido hasta la actualidad, identificada por una ampliacién en los estudios de morfologia
a nivel ultramicroscopico, la aplicacion de criterios bioquimicos e introduccion de los
estudios de la biologia molecular. En el caso de la elaboracion de bebidas alcohdlicas,
provienen de dos habitats diferentes: las materias primas (principalmente vegetales) y las

fabricas donde éstas se procesan. (Ramirez Rodriguez, 2009)

Las levaduras contribuyen a la fermentacidn de una amplia gama de materia, donde
dependiendo de la especie es el conjunto de bacterias y hongos filamentosos con los que

puede trabajar. (Ramirez Rodriguez, 2009)

La membrana celular de las levaduras estd compuesta de fosfolipidos que le otorgan
flexibilidad a la membrana; y de esteroles que aumentan la rigidez de la membrana y
disminuyen su permeabilidad, mantienen por mas tiempo su actividad fermentativa, y al
final de la fermentacion se degrada una mayor cantidad de azucares. No obstante, durante el
proceso de fermentacion, la levadura produce etanol y al aumentar su concentracion en el
medio este genera la degradacion de los esteroles ocasionando una inhibicion por etanol.
Ademas, la interaccion levadura-levadura dentro del proceso de fermentacion que es
conocida como efecto killer, implica la secrecion por parte de ciertas cepas de levaduras de
una proteina tdxica de baja masa molecular, llamada toxina killer, mata a células
denominadas sensibles, las cuales pueden ser del mismo o diferentes géneros. (Vasquez
Ortiz, 2022)
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3.4.1. CARACTERISTICAS GENERALES

Una levadura se define como un hongo basidiomiceto o ascomiceto que se multiplica de
manera vegetativa, principalmente por gemacion o fision y que no presenta durante su fase
sexual cuerpos fructiferos internos o externos. No poseen capacidad de desplazamiento por
sus propios medios, por lo que dependen de vectores como el viento los animales o la

misma actividad humana. (Vasquez Ortiz, 2022)

Los dos principales géneros de levaduras de interés comercial son Candida y
Saccharomyces. Especialmente S. cerevisiae y especies cercanas han sido empleadas en la
produccion de alcohol y otras materias, dependiendo del conjunto de microorganismos con
los que se encuentre. (Ramirez Rodriguez, 2009)

3.4.2. FERMENTACION DE LEVADURAS

Las levaduras en la fermentacion alcohélica son fundamental, ya que este proceso es
realizado por un nimero cepas dominantes asociadas a un nimero variable de cepas
secundarias, donde va aconteciendo una sustitucion secuencial de cepas durante la
fermentacion. En este contexto, resulta necesario conocer las relaciones ecoldgicas que se
establecen en cada fase, tomando en consideracién que existe un gran niamero de especies
de levaduras que se diferencian por su aspecto, sus propiedades, sus modos de reproduccion

y por la forma en la que transforman el azlcar. (Ramirez Rodriguez, 2009)

Las cepas de levaduras convencionales y no convencionales poseen la capacidad de
producir etanol bajo distintas condiciones operativas y nutricionales durante la
fermentacidn, mostrando distintos rendimientos en la produccion de biomasa y etanol.
Entre todos los microorganismos presentes en el proceso, las levaduras son las responsables
de la fermentacion alcohdlica. Estudios realizados por Fleet y col. (1984) y por Heard y
Fleet (1986) han demostrado que algunas especies de levaduras no-Saccharomyces también
contribuyen durante la fermentacion, ya que sobreviven mas de lo que inicialmente se
suponia. Estos tipos de levaduras tienen rendimientos de entre 25 a 49 g/L de etanol y
pueden llegar a producir concentraciones de etanol incluso semejantes a las del género
Saccharomyces, siempre y cuando se les cultive en un medio apropiado que satisfaga sus

necesidades nutricionales. (Pérez, et al., 2013)
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Se Ilama fase de latencia a las primeras horas de la fermentacion, la poblacion de levaduras
no se incrementa, es necesario para las células adaptarse a las nuevas condiciones
ambientales, una vez adaptadas comienzan a crecer en la etapa denominada fase
exponencial y es altamente influenciada por la temperatura, la concentracion de nitrégeno
con grupos amonio, aminoacidos y otros nutrientes, ademas por la presencia de oxigeno.
Después de esta etapa, las levaduras detienen su crecimiento debido a que algunos
nutrientes comienzan a ser deficientes, esta nueva etapa se llama fase “cuasi-estacionaria” y
la poblacion de levaduras gradualmente decrece hasta casi desaparecer. (Alcazar Valle,
2011)

3.4.3. METODOS CONVENCIONALES PARA IDENTIFICACION DE
LEVADURAS

La identificacion de levaduras es necesaria por su aplicacion industrial, asi como por el
interés econdémico y cultural. Respecto a las bebidas alcoholicas, es de gran relevancia la
presencia de tantas especies en la fermentacion para su elaboracion, en el caso especifico
del mezcal lo cual deja entrever la complejidad del proceso, ya que cada levadura tiene
necesidades diferentes y sobre todo es susceptible de producir diversos compuestos.
algunos de ellos importantes en el aroma y sabor final de bebidas. (Ramirez Rodriguez,
2009)

Para la identificacion de microorganismos. las técnicas convencionales se fundamentan con
la descripcion morfoldgica y fisioldgica de especies y generos, que se basan en sus
caracteristicas. Las principales pruebas morfoldgicas y fisioldgicas utilizadas en la

identificacion son (Ramirez Rodriguez, 2009):

e Morfoldgicas: reproduccion vegetativa (gemacion o biparticién), reproduccion
sexual (cigoto, esporas), morfologia celular en medios sélido y liquido, aspecto de
la colonia, formacion de pseudomicelio, formacion de velo.

¢ Fisiologicos: fermentacion y asimilacion de azucares, desarrollo en presencia de
etanol, poder fermentativo, asimilacion de acidos organicos, escision de arbutina,

necesidades en vitaminas, crecimiento a diferentes temperaturas, fenotipo killer;
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asimilacion de compuestos nitrogenados. requerimientos vitaminicos, resistencia a

cicloheximida y termotolerancia.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1. MUESTREO

Se obtuvieron dos muestras de mosto de fermentacion de tipo artesanal a partir de Agave
angustifolia Haw, una del palenque ubicado en San Pedro Teozacoalco, Municipio de
Nochixtlan en Oaxaca (Muestra 1) y otra del palenque ubicado en San Isidro Tapanala en el
Municipio de San Carlos Yaltepec (Muestra 2); de ambas muestras se obtuvo el pH y los

solidos disueltos expresados en grados Brix.

4.2.AISLAMIENTO

Se utiliz6 el medio solido YPD (Yeast extract Peptone Dextrose), se procedio a inocular las
muestras por extension de placa; este procedimiento consiste en hacer diluciones con el
jugo del mosto de la muestra 1 y muestra 2, para posteriormente extender dichas diluciones

en cajas Petri con el medio preparado con un asa de Digralsky.

TmL 1mL

lustracion 1. Diluciones seriadas de la muestra
La incubacion se realiz6 a una temperatura de 28 = 2 °C durante 48 horas. Posteriormente
se realizo el conteo de colonias utilizando un cuenta colonias. Se tomaron en cuenta

unicamente aquellas cajas Petri con entre 30 y 300 colonias.

Se realizé la seleccion visual de colonias que presenten caracteristicas distintas entre ellas

como color, borde, tamafio, elevacion, opacidad y consistencia.
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Tabla 1. Nimero de colonias seleccionas en medio YPD de las muestras 1y 2.

NUMERO DE COLONIAS SELECCIONAS
Dilucion X102 X104 x10°5 X107 Total de
colonias
Muestra 1 4 colonias 3 colonias 1 colonia 0 colonias 8
Muestra 2 2 colonias 2 colonias 2 colonias 1 colonia 7

4.3. PURIFICACION DE LAS CEPAS

La técnica usada para obtener cultivos puros de las cepas a caracterizar en placas de agar es
por estria cruzada, como se muestra en la figura 2. Para ello se coloco la colonia y se realiza
un barrido con un asa de platino hasta lograr separar colonias individuales de la cepa de

interés.

e Se esterilizo el asa de platino en la flama del mechero.

e Seenfriod el asa en un extremo de la placa de agar.

e Setomd una pequefia parte de la muestra con el asa esterilizada.

e Se estri6 la superficie del medio con el cuidado de no romper el agar.

e Se volvio a esterilizar el asa y se dejé enfriar.

e Se estrid el segundo sector, cruzando tres de las estrias con el primer sector para

arrastrar microorganismos.

llustracion 2. Estriado en medio sélido
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4.4, OBSERVACION MACROSCOPICA

La terminologia mencionada a continuacion son caracteristicas para poder realizar la

observacion macroscopica: (Briones, 2009)

Tabla 2. Caracterizacion Macroscépica de las colonias

Caracterizacion Macroscoépica
Puntiforme, circular, ovalada, irregular, alargada, filamentosa,
FORMA o
rizoide, etc.
Segun sea observado por la luz reflejada o por la luz
COLOR transmitida, puede ser de. color blanco, amarillo, rojo ladrillo,
anaranjado, etc.
SUPERFICIE Lisa, rugosa, cerebriforme, en anillos concéntricos, etc.
ELEVACION Aplanada, elevada, pulvinada, convexa, umbonada, etc.
Entero o continuo, ondulado, lobulado, festoneado, filamentoso,
BORDE
etc.
OPACIDAD Transparente, opaca, etc.
Dura, viscosa, membranosa, gelatinosa, mucosa, etc. Usar el asa
CONSISTENCIA o _ o
bacterioldgica para determinar la consistencia.
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4.5.0BSERVACION MICROSCOPICA

Se examino al microscopio con objetivo de inmersion (100x) depositando una pequefia gota
de aceite de inmersion sobre la preparacion tefiida, para descartar bacterias y confirmar

morfologia correspondiente a levaduras.
Se utilizo tincion sencilla con azul de metileno:

e Se cubrio6 con azul de metileno por 1 min la muestra previamente fijada.

e Se enjuagd con agua destilada.

e Sesecd la preparacion al aire o colocandola entre 2 capas de papel absorbente.

e Se coloco una gota de aceite de inmersidn sobre la preparacion y se observo al

microscopio con objetivo de inmersion.

4.6. AISLAMIENTO DIRIGIDO

Se utilizaron tres medios para el aislamiento dirigido, los cuales son:

e Agar Rosa de Bengala agregando cloranfenicol (ARB+C), el rosa de bengala es un
agente selectivo que inhibe el crecimiento de bacterias y limita el tamafio y la altura
de los hongos con crecimiento rapido, lo que permite el desarrollo y la deteccién de
otras levaduras de crecimiento mas lento: los hongos aparecen de color rosado. El
cloranfenicol sirve como un agente selectivo, inhibiendo el crecimiento bacteriano
ya que es un antibidtico recomendado para medios neutros debido a su estabilidad
térmica y amplio espectro bacteriano. (CONDALAB, 2019)

e Medio Lisina, en este medio de cultivo, la lisina representa la unica fuente de
nitrégeno utilizable por lo que las levaduras de género Saccharomyces no pueden
crecer en este medio, ya que forman un inhibidor intermediario. Por el contrario, la
mayoria de las levaduras no-Saccharomyces si que pueden utilizar este aminoacido
como Unica fuente de nitrogeno, por lo que si se observa crecimiento en este medio
se trata de levaduras no-Saccharomyces, pero si no crecen puede tratarse de
levaduras del género Saccharomyces. (Martin de la Higuera, 2022)

e Medio Cromogénico para Candida, es un medio cromogenico diferencial y
selectivo para el aislamiento e identificacion de especies de Candida. (MCD LAB,
s.f.)
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4.7.FERMENTACION DE CARBOHIDRATOS

Carbohidratos que fueron utilizados:

Xilosa
Galactosa
Sacarosa
Manosa

Lactosa

© a k~ w N oE

Inulina

-
-

w

Débil

Positivo

73 r"l_
4

Positivoy  Negativo
produccion
de gas

lustracion 3. Criterio de coloracion para pruebas bioquimicas

Se utiliz6 Caldo Base Rojo de Fenol (CBRF), campana durham y azucares estériles al 1 %.

4.7.1 Preparacion de CBRF, azUcares e inoculacion

Se realizaron los célculos en base a la cantidad de medio, se dispenso en tubos de ensaye

con tapa de rosca (4ml por tubo), se agregd una campana Durham y se esterilizo.

Para la preparacion de los azlcares se esterilizé agua destilada y filtros millipore, se peso la

cantidad de azucar a preparar y se disolvio en el agua destilada previamente esterilizada.

Con una jeringa estéril se succiono el azucar preparado, se distribuy6 en los tubos con

Caldo Base Rojo de Fenol, pasando por los filtros millipore y con un asa de platino se tomé

carga microbiana de un cultivo fresco en medio ADS inoculando los tubos por

homogenizacion.
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5. RESULTADOS

5.1. GRADOS Brix, pH Y UFC.

Tabla 3. Datos de las muestras recabados en el laboratorio

MUESTRA 1 MUESTRA 2
LUGAR San Pedro, Teozacoalco San Isidro, Tapanala
NOMBRE DEL AGAVE Agave angustifolia Agave angustifolia
DIAS DE FERMENTACION 3 dias 3 dias
Ph 4.49* 4.33*
GRADOS Brix 12.7* 13 *

*Datos tomados a 25°C

Tabla 4. Conteo de colonias y UFC/ml de la muestra 1y 2, en medio YPD

UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS POR ML

> x10° x10* x10° x108
o)
)
3 Colonias | UFC/mI | Colonias | UFC/ml | Colonias | UFC/ml | Colonias | UFC/mI
a
1690 8 400
M1 271 271 000 169 000 84 000 0 0
1480 1900 18 000
M2 170 170 000 148 000 19 000 18 000
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5.2.AISLAMIENTO Y PURIFICACION

En la muestra 1, se aislaron y purificaron en medio ADS + cloranfenicol (Agar Dextrosa
Sabouraud) 8 colonias, mientras de la muestra 2, se aislaron y purificaron 7 colonias en el

mismo medio. Se incubaron a 28 + 2 °C durante 48 horas.

5.3.0BSERVACION MACROSCOPICA

Tabla 5. Morfologia macroscopica de las colonias aisladas en medio ADS

CEPA | FORMA | COLOR | SUPERFICIE | ELEVACION | BORDE | OPACIDAD | CONSISTENCIA
Y1 | Circular | Blanco Lisa Convexa Entero Brillosa Cremosa
Y2 | Ovalada | Blanco Lisa Convexa Entero Mate Cremosa
Y3 | Circular | Blanco Lisa Convexa Entero Brillosa Cremosa
Y4 | Circular | Crema Lisa Elevada Entero Mate Cremosa
Y5 | Circular | Blanco Lisa Convexa Entero Mate Seca
Y6 | Circular | Blanco Lisa Convexa Entero Mate Seca
Y7 | Circular | Blanco Lisa Convexa Entero Mate Seca
Y8 | Circular | Blanco Lisa Convexa Entero Mate Cremosa
Y9 | Circular | Blanca Lisa Convexa Entero Brillosa Crema
Y10 | Irregular | Crema Lisa Elevada | Ondulado | Brillosa Cremosa
Y11 | Irregular | Blanco Lisa Convexa | Ondulado | Brillosa Cremosa
y12 | Circular | Blanco Lisa Convexa Entero Brillosa Cremosa
Y13 | Ovalada | Blanco Lisa Elevada Entero Brillante Cremosa
Y14 | Irregular | Blanco Lisa Elevada | Ondulado Mate Seca
Y15 | Irregular | Blanco Lisa Elevada | Ondulado | Brillosa Cremosa

) SN
3 A
KN

llustracion 4. Colonia Y2 en medio ADS
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5.4.0BSERVACION MICROSCOPICA

Tabla 6. Forma celular de las cepas aisladas con tincion simple con azul de metileno

MUESTRA CEPAS FORMA DE LAS CELULAS

Y1 Basidomiceta
Y2 Basidomiceta
Y3 Subglobosas ovoides
Y4 Basidomiceta

. Y5 Basidomiceta
Y6 Subglobosas ovoide
Y7 Subglobosas ovoide
Y8 Subglobosas ovoide
Y9 Subglobosa ovoide
Y10 Basidomiceta
Y11 Subglobosa ovoide

‘ Y12 Subglobosa ovoide
Y13 Subglobosa ovoide
Y14 Basidomiceta
Y15 Subglobosa ovoide

A

llustracion 5.Morfologia macroscopica A. Basidomiceta B. Subglobosa
ovoide
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5.5. AISLAMIENTO DIRIGIDO

Tabla 7. Crecimiento en el aislamiento dirigido.

CEPAS
Y|IY|[Y|Y|Y|[Y|[Y|Y|[Y|[Y |[Y |]Y[Y |Y|Y
112 |3 (4|56 |7 (8 ]9 1011|1213 ] 14|15
+ |+ |+ |+ |+ |+ [+ ]|+ ]|+ [+ |+ |+ |+ |+ |+
ADS+c
+ |+ |+ [+ |+ |+ [+ ]|+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+
+ |+ |+ |+ |+ |+ [+ |+ + |+ |+ + |+
ARB+c + +
+ |+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ + [+ |+ + | +
2
°
[<B)
> + + |+ |+ | + + |+ + |+ |+
ML + + + +
+ + |+ |+ |+ + | + + [+ |+
+ + |+ [+ + + +
ACC + + |+ | + + + + +
+ + |+ [+ + + +

Crecimiento: - Nulo, +Débil, ++Bueno

En el aislamiento dirigido se puede observar que todas las cepas tuvieron buen crecimiento
en medio Agar Dextrosa Sabouraud con cloranfenicol (ADS+c), solamenteY9y Y13
tuvieron un crecimiento débil en Agar Rosa de Bengala con cloranfenicol (ARB+c), las
demas cepas presentaron buen crecimiento, las que tuvieron buen crecimiento en Medio
Lisina (ML) también presentaron buen crecimiento en Agar Cromogénico para Candida
(ACC) a excepcion de Y6, Y10y Y14 que en ACC presentaron un crecimiento debil; se
destaca que Y7 tuvo crecimiento débil en Agar Cromogénico para Candida (ACC), y nulo
en el Medio Lisina (ML), asi como un buen crecimiento en Agar Rosa de Bengala con
cloranfenicol (ARB+c), por lo que en este punto ya se esperaba que Y7 perteneciera al

género Saccharomyces.
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5.6.FERMENTACION DE CARBOHIDRATOS

Tabla 8. Resultados de la fermentacién de carbohidratos.

Carbohidratos

Resultados: - Negativo, + Débil, ++ Positivo, ++++ Positivo con presencia de gas
Carbohidratos: 1. Xilosa, 2. Galactosa, 3. Sacarosa, 4. Manosa, 5. Lactosa, 6. Inulina

En la fermentacion de carbohidratos se puede observar que para la Xilosa todas las cepas el

cambio en el indicador fue débil.
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En el caso de la Galactosa Y8 fue negativo, para Y1, Y6, Y9, Y14 y Y15 hubo un cambio
débil, para Y2, Y3, Y8, Y9, Y10, Y11y Y12 es evidente un resultado positivo, mientras en
Y4y Y5 el resultado fue positivo y hubo presencia de gas.

Para la Sacarosa todas tuvieron un resultado positivo, las cepas Y2, Y4, Y5, Y7, Y8, Y11,

Y12 y Y13 ademas tuvieron presencia de gas.

Para la Manosa Y5, Y10y Y11 fueron positivas, pero sin presencia de gas mientras las

restantes fueron positivas con presencia de gas.

En el caso de la Lactosa todas las cepas presentaron un cambio débil a excepcion de la Y9

que tuvo un claro resultado negativo.

Por Gltimo, para la Inulina solo Y12 fue positiva, mientras Y3, Y5, Y8, Y9, Y10, Y12y

Y14 presentaron un cambio débil, para las cepas restantes el resultado fue negativo.

5.7.CEPAS IDENTIFICADAS

Tabla 9. Cepas identificadas de cada muestra y cédigo en la coleccion del Laboratorio de Control Ambiental

M1: San Pedro, Teozacoalco M2: San Isidro, Tapanala
Cepa Cadigo Género Cepa Cadigo Género
Y1 ITOYIV21 Candida Y9 ITOYVIOL Candida

Y2 ITOYIV22 Kluyveromyces Y10 | ITOYVIO2 Kluyveromyces

Y3 ITOYIV23 Candida Y11l | ITOYVIO3 Saccaromyces
Y4 ITOYIV24 Candida Y12 | ITOYVIO4 Saccaromyces
Y5 ITOYIV25 Candida Y13 | ITOYVIO5 Candida
Y6 ITOYIV26 Candida Y14 | ITOYVIO6 Kluyveromyces
Y7 ITOYIV27 Saccharomyces Y15 | ITOYVIO7 Candida

Y8 ITOYIV28 Saccharomyces

Se obtuvieron un total de tres géneros en ambas muestras, Candida, Kluyveromyces y

Saccharomyces.
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6. CONCLUSIONES

Se aislaron 8 cepas de la muestra 1 de San Pedro, Teozacoalco y 7 cepas de la muestra 2 de

San Isidro, Tapanala.

Por métodos convencionales se identificaron un total de ocho cepas del género Candida,
tres Kluyveromyces y cuatro Saccharomyces; de las cuales cinco cepas del género Candida,
una Kluyveromyces y dos Saccharomyces provienen de la muestra de San Pedro
Teozacoalco y una cepa del género Candida, dos Kluyveromyces y dos Saccharomyces

provienen de la muestra de San Isidro Tapanala.
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