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RESUMEN

El Maguey Jabali es un Agave usado en la produccién de mezcal, cuyo proceso,
algunos clasificarian de complicado. Esto se debe a que, el jabali suele esponjarse y
expandirse, en razén de la gran cantidad de compuestos quimicos que produce
naturalmente, entre ellos las saponinas, las cuales muchas veces impiden que se logre
la fermentacion debido a la gran cantidad de espuma. Por lo tanto, es necesario
conocer el efecto que causan las saponinas que estan presentes en esta especie de
agave empleada como materia prima para la produccién de las bebidas de agave y su
interaccidn con los microrganismos presentes en los procesos de fermentacion, con el
fin de implementar mejoras en los procesos de produccion de dichas bebidas. Es por
ello que los objetivos del presente trabajo fueron aislar, purificar e identificar las
levaduras de la fermentacion de mezcal; asi como también realizar un experimento
para determinar la concentracion minima inhibitoria de los extractos crudos sobre las
levaduras y de la diosgenina sobre las levaduras. En la primera parte de este trabajo,
se realiz6 un muestreo de Agave convallis el cual se procedié a inocular por extension
de placa, después para obtener cultivos puros de las cepas se utilizo la técnica de
siembra por estria cruzada en placa, posteriormente se aislo en cultivo puro cada una
de las colonias y, por ultimo, se conservaron las cepas de levaduras. En la segunda
parte se determiné la concentracién minima inhibitoria mediante el método de Kirby —
Bauer con pequefias modificaciones; este procedimiento se realizé con una repeticion
para cada experimento (con extractos crudos y con diosgenina) y posteriormente se
realizé un analisis de varianza con los resultados obtenidos. Finalmente se aislaron 13
cepas de la muestra y por métodos convencionales se identificaron un total de siete
cepas del género Candida, tres Kluyveromyces y tres Saccharomyces. En el caso de
la concentracion minima inhibitoria para ambas sustancias se obtuvieron valores de F
mayores que el valor critico F obtenido en tablas, por lo tanto, los extractos crudos y
la diosgenina si tienen un efecto significativo sobre las levaduras. Se compararon los
resultados y los valores mas altos de inhibicion lo presentaron los extractos crudos,
esto debido a que esta sustancia presenta diferentes componentes no solo saponinas

como en el caso de la diosgenina que era una sustancia pura.
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ABSTRACT

The Maguey Jabali is an Agave used in the production of mezcal, whose process, some
would classify as complicated. This is because the wild boar tends to fluff up and
expand, due to the large number of chemical compounds it naturally produces,
including saponins, which often prevent fermentation from being achieved due to the
large amount of foam. Therefore, it is necessary to know the effect caused by the
saponins that are present in this species of agave used as raw material for the
production of agave beverages and their interaction with the microorganisms present
in the fermentation processes, in order to implement improvements in the production
processes of said beverages. That is why the objectives of this work were to isolate,
purify and identify the yeasts from the mezcal fermentation; as well as carrying out an
experiment to determine the minimum inhibitory concentration of the crude extracts on
the yeasts and of the diosgenin on the yeasts. In the first part of this work, a sample of
Agave convallis was carried out, which was inoculated by plate extension, then to
obtain pure cultures of the strains, the technique of sowing by cross-streaking in a plate
was used, later it was isolated in pure culture each of the colonies and, finally, the yeast
strains were preserved. In the second part, the minimum inhibitory concentration was
determined using the Kirby-Bauer method with minor modifications; this procedure was
carried out with a repetition for each experiment (with crude extracts and with
diosgenin) and later an analysis of variance was carried out with the results obtained.
Finally, 13 strains from the sample were isolated and a total of seven strains of the
genus Candida, three Kluyveromyces and three Saccharomyces, were identified by
conventional methods. In the case of the minimum inhibitory concentration for both
substances, F values higher than the critical F value obtained in the tables were
obtained, therefore, the crude extracts and diosgenin do have a significant effect on
yeasts. The results were compared and the highest inhibition values were presented
by the crude extracts, this is because this substance presents different components,

not only saponins as in the case of diosgenin, which was a pure substance.
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INTRODUCCION

El agave es una planta perenne conocida comunmente como maguey, posee hojas
dispuestas en espiral y arregladas en rosetas en el apice de un tallo, el cual puede ser
corto y apenas sobrepasar unos centimetros del suelo, o bien, ser largo y erecto; en este

caso llega a medir hasta tres metros de altura.

Agave convallis denominado “Maguey jabali” o “Maguey de cuche” es una especie
utilizada con poca frecuencia para la produccion de mezcal; debido a que es considerado
en el rubro de los agaves toxicos por su alta concentracion de esteroides, sin embargo,
quiz& se deba a esta misma rareza que sea una de las especies mas apreciadas y del

cual se obtiene un mezcal exético con un sabor especial (Nogales, 2018).

La palabra mezcal proviene del ndhuatl mexcalli "maguey horneado”, es una bebida
alcohdlica obtenida del mosto fermentado de agave, el cual es extraido de la molienda
de las pifias previamente cocidas y sometidas a destilacion. Es un producto de origen
mexicano que histéricamente ha jugado un papel importante en la economia de la
poblacion rural de muchas comunidades del pais y que, a poco tiempo de haber
incursionado en el mercado mundial de las bebidas alcohdlicas, ha comenzado a ganar
terreno, en base a sus caracteristicas de calidad y exquisitez logradas a través de un

proceso rustico-artesanal (Gallardo Valdez, 2020).

En el mezcal el aroma y sabor es producido por diferentes compuestos de naturaleza
guimica: acetales, acidos organicos, alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres, fenoles y
terpenos, siendo los grupos mas abundantes en componentes y concentraciones, los
alcoholes, ésteres y acidos organicos; compuesto volatiles aromaticos: metanol y
alcoholes superiores (toxicos) regulados por la NOM; compuestos volatiles de

concentracion baja: ésteres, aldehidos, cetonas, acidos organicos, terpenos y furanos.

Los compuestos volatiles deben su origen a dos fuentes: la primera al tipo de especie de
Agave y el segundo al proceso de fermentacién, condiciones y duracién del proceso, asi

como las cepas que intervienen (Pérez et al., 2013).
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El disefio de un bioproceso implica el conocimiento previo del sistema biol6gico de
estudio, determinando y estandarizando factores (medio de cultivo, temperatura, pH,
esfuerzo de corte, suplementacién de oxigeno, eliminacion de CO2, entre otras) que

permitan predecir y controlar la eficiencia del proceso (Navarrete-Bolafios et al., 2007).

La pertinencia de los estudios presentes y futuros, permitird valorar y reconocer muchas
de las acciones y reacciones que son vitales en la manufactura del mezcal, asi mismo, el
avance cientifico en esta actividad productiva que ayuda a la sobrevivencia de un gran
namero de familias en la entidad, fortalecera la productividad y el ingreso econémico de
entidades federativas como Oaxaca, lo que ademas contribuiria a que los productores,
sigan conservando y manteniendo a tan generosa actividad que han venido desarrollando

por varias generaciones en sus familias.

El Maguey Jabali es un Agave que necesita al menos 12 afios de maduracion para poder
ser usado en la produccion de mezcal, cuyo proceso, algunos clasificarian de complicado.
Esto se debe a que, el jabali suele esponjarse y expandirse, en razon de la gran cantidad
de compuestos quimicos que produce naturalmente, entre ellos las saponinas, que son
las sustancias que tienen los jabones, las cuales muchas veces impiden que se logre la
fermentaciéon debido a la gran cantidad de espuma o a que se desborda de las tinas
donde se lleva a cabo la fermentacion asi mismo en el momento de la destilacion puede

producir tanta espuma que no se logré condensar el vapor (Nogales, 2018).

Por lo tanto, es necesario conocer el efecto que causan las saponinas que estan
presentes en esta especie de agave empleada como materia prima para la produccion
de las bebidas de agave y su interacciébn con los microrganismos presentes en los
procesos de fermentacion, con el fin de implementar mejoras en los procesos de

produccion de dichas bebidas.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de las saponinas de Agave convallis sobre las levaduras del mezcal

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Aislar, purificar e identificar levaduras de la fermentacion de mezcal

Establecer un experimento para determinar la concentracion minima inhibitoria de los

extractos crudos sobre las levaduras

Realizar un experimento para determinar la concentracibn minima inhibitoria de la

diosgenina sobre las levaduras.
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CAPITULO 1. MARCO TEORICO

1.1 MEZCAL

La palabra Mezcal es el nombre aplicado a la bebida alcohdlica destilada producida en
muchas areas rurales de México, tiene su origen en vocablos de la lengua nahuatl, deriva
de mexcalli que significa Agave horneado, dicha bebida es obtenida por procesos

artesanales en su mayoria, asi como también por procesos tecnificados.

De acuerdo con la NOM-070-SCFI-2016, Bebidas alcoholicas-Mezcal-Especificaciones,
el mezcal es una bebida alcohdlica destilada mexicana, 100 % de maguey o agave,
obtenida por destilacion de jugos fermentados con microorganismos espontaneos o
cultivados, extraidos de cabezas maduras de magueyes o agaves cocidos, cosechados

en el territorio.

Es un liquido de olor y sabor original, incoloro en su estado original, aunque puede tomar
coloracion si se hace en barricas de madera, por procesos de afiejamiento o por adicién

de otros productos naturales, saborizantes o colorantes.

Es un producto con una amplia variaciéon, ya sea por su sabor o su aroma, estas
caracteristicas estan dadas por el tipo de fermentacion ya sea espontanea o no, el tipo
de Agave, la region donde se produce, etc. Por lo tanto, el proceso de fermentacion varia
de un estado a otro, debido a que existen diferentes especies de levaduras que se
encuentran presentes en el proceso de fermentacion, afectando de forma significativa la
conversion de azucares a etanol, ademas de la variabilidad de los compuestos volatiles

presentes (Molina-Guerrero et al., 2007).

El mezcal se ha elaborado desde la época prehispanica, sin embargo, los escritos mas
antiguos sobre el mezcal son del siglo XVI, siglo en el cual da inicio la industria del mezcal

en México, pero no fue hasta la Revolucion Mexicana que tuvo su primer impulso.

No obstante, su evolucion fue muy lenta, siendo hasta 1994 publicada la produccion de
mezcal artesanal legal, por lo que todo se elaboraba de manera clandestina antes de esa

fecha.
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Al contrario, actualmente se ha impulsado fuertemente dicha industria, con la creacién de
la Norma Oficial Mexicana, La Denominacién de Origen, La creacién del Consejo
Regulador del Mezcal, asi como la Camara Nacional de la Industria del Mezcal son

algunos ejemplos de la importancia que se ha dado a este producto (NFR, 2011).

1.2 AGAVE

El Agave también denominado “maguey” es una planta monocotileddnea, sus hojas se
muestran en forma de penca y dependiendo de la especie, el borde puede ser lineal,
espatulada, lanceolada, deltoide, oblonga u ovada, generalmente son rigidas y en su
mayoria con espinas laterales. Su tallo puede ser acaulescente o caulescente. Sus flores
son de color amarillo verdoso. Su fruto es capsular lefioso alargado dehiscente y cada
capsula contiene numerosas semillas aplanadas y de testa negra (Esparza-lbarra et al.,
2015; Figura 1).
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Figura 1. Morfologia, composicion y estructura de una planta de Agave (Gallardo Valdez, 2020)
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El Agave es de gran importancia economica y cultural en México, desde hace siglos los

pueblos indigenas y mestizos los han aprovechado como fuente de alimento, bebida,

medicina, combustible, cobijo, ornato, fibras duras, textiles, abono, construccion,

implementos agricolas y principalmente en la produccién de diferentes tipos de bebidas

alcoholicas como el mezcal y el tequila.

Perteneciente a la familia de las Agavaceae el género Agave es endémica del continente

americano con un total de 200 especies, de las cuales en México se encuentran el 75%

es decir 150 especies; sin embargo, solo 116 son endémicas de nuestro territorio y

alrededor de 15 son considerados como “Agaves mezcaleros” (Tabla 1), los cuales se

distribuyen en 24 estados de la Republica Mexicana (Nava-Cruz et al., 2015).

Tabla 1. Algunas especies de Agave “mezcaleros” su manejo y distribucion (Aguirre et al., 2005)

Nombre cientifico

Manejo

Distribucioén

Agave angustifolia

Se cultiva de manera intensiva en
Oaxaca. En sonora, es la materia prima
para la bacanora, se basa en

poblaciones silvestres y cultivos

Crece en muy variados tipos de
vegetacion, de sonora hasta
Yucatan. Es el maguey de mas

amplia distribucion en México

Agave durangensis

Silvestre

Planicies aridas y sierra madre
occidental, en durango y

zacatecas

Agave salmiana
Ssp. crassispina

Silvestre, con manejo; se recuperan y
plantan los hijuelos en sus areas de

distribucion natural

Matorrales y pastizales de la
Meseta Central, en el altiplano
Potosino-Zacatecano

Agave tequilana

Exclusivamente cultivado, con base en
hijuelos y cultivo in vitro. No existe en

condiciones silvestres

En las areas productoras de
tequila: Jalisco, Michoacéan,

Guanajuato y Tamaulipas

Agave americana

var. oaxacensis

Domesticado. La variedad oaxacensis
de la especie A. americana se conoce

solo asociada al hombre

Oaxaca
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Los seres humanos que lo han poblado han sabido aprovechar al maximo los beneficios
que producen estas especies; es por ello que los Agaves no solo tienen su maxima
expresion de diversidad morfologica, filogenética y evolutiva, sino también cultural
(Garcia Mendoza, 2007).

1.2.1 Agave convallis

Denominado “Maguey jabali” el cual muchas personas tienen la creencia de que su
nombre se debe a lo puntiagudo de sus hojas, las cuales recuerdan a los colmillos de un
jabali, pero la realidad es completamente diferente. EI nombre de Jabali se debe a que
dicho maguey se ocupaba en algunas comunidades del estado de Oaxaca para la
extraccion de ixtle contenidas en las pecas de este agave para la elaboracion de cuerdas,

a las cuales se les llama comUnmente como jabalinas.

El maguey Jabali es endémico del estado de Oaxaca, principalmente de los distritos de
Miahuatlan y Cuicatlan (Figura 2); entre otras regiones con clima seco, donde los suelos
son delgados y calizos, con una elevaciéon de entre 975 y 1,600 metros sobre el nivel del
mar, 300 a 700 milimetros anuales de precipitaciones promedio y con temperaturas
mayores a los 18 °C, ya que este espécimen es sensible al frio y no soporta las heladas
(Palma et al., 2016).

Figura 2. Ubicacidon del maguey Jabali en los distritos de a) Miahuatldn y b) Cuicatldn en el estado de Oaxaca
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Este agave pertenece al subgrupo littea, contiene una alta cantidad de saponinas, tanta
que algunos bidlogos decian que era imposible hacer mezcal, pero los maestros
mezcaleros han logrado elaborar un mezcal de aromas y sabores complejos que se esta

convirtiendo en los favoritos de los consumidores (Nogales, 2018).

1.3 PRODUCCION DE MEZCAL

La elaboracién del mezcal en el estado de Oaxaca se realiza de manera ancestral debido
a que en el procedimiento intervienen una serie de procesos artesanales, en los cuales

se utilizan insumos e implementos elaborados de manera rustica (Figura 3).

La etapa mas importante del proceso de elaboracién del mezcal artesanal en Oaxaca es
la fermentacién, debido a que en ella se transforman los azucares del Agave, en etanol,
CO2y otros compuestos quimicos. Dicha transformacion se lleva a cabo por un consorcio
microbiano integrado sobre todo por levaduras y bacterias (L6pez-Sanchez et al., 2020).

SELECCION DEL AGAVE CORTE COCCION MOLIENDA

FERMENTACION DESTILACION

Figura 3. Proceso de produccion de Mezcal
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1.3.1 Etapas de produccion

La produccion de mezcal comprende cinco etapas fundamentales, iniciando por la
obtencion de la materia prima a través del corte o cosecha del Agave, seguido de la
coccion de las pifias, posteriormente su molienda, después la fermentacion de las fibras

junto con los jugos obtenidos y finalmente la destilacion.

e Corte o cosecha

El proceso de produccién del mezcal comienza con la cosecha del Agave maduro,
entre los 10 y 25 afios en especies grandes y entre 4 y 5 afios en las especies
pequefias, en esta etapa las plantas son cortadas de su base y la mayor parte de sus
hojas son retiradas por medio del jimado, obteniéndose las pifias de Agave, las cuales
son transportadas al proceso de coccion.

e Coccion

La coccién del maguey se puede realizar en hornos de subsuelo, hornos verticales de
mamposteria, hidrolizadores o en autoclaves. Antes de meter las pifias al horno estas
se pican con golpes de hacha para facilitar su coccién, mientras que, el horno debe
precalentarse. Para lograr la plena coccién, el horneado debe durar aproximadamente
tres dias, una vez terminada esta fase, el Agave cambia de color blanco a caramelo,

lo que indica que los almidones de la pifia se han transformado en azlcares.

e Molienda

La molienda se puede realizar de distintas formas como son: macerado a mano,
machacado en tahona (Pozo de cemento con un poste central y una rueda de piedra
gue gira por la traccion de una bestia de carga) o por una desgarradora apoyada de
una prensa. Una vez terminada la molienda se obtiene el mosto y el bagazo; dicho

mosto sera bombeado a las tinas de fermentacion.
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Fermentacién

La fermentacion se puede llevar a cabo en tinas de madera, pilas forradas de madera
o en tanques de acero inoxidable. En esta etapa se tienen dos elementos
fundamentales: el agua y la temperatura; de esta ultima depende el tiempo que se
tome en fermentar, que usualmente va de 3 a 5 dias. Tiempo en el cual se logra
convertir los azucares de los mostos en alcohol. Al jugo fermentado se le conoce como

mosto muerto cuya graduacion alcohdlica esta entre 6 y 7%.

Destilacion

Finalmente, para la destilacion se pueden utilizar ollas de barro, alambiques de cobre
o alambiques de acero inoxidable. En esta operacion se lleva a cabo la separacion
del alcohol, aprovechando sus diferentes puntos de ebullicion, para ello la mezcla se
calienta en el alambique, se evapora y condensa lentamente a través de un serpentin,
el cual deposita su contenido en un recipiente, al producto obtenido se le conoce como

mezcal de primera destilacion, blanco o joven (Pérez et al., 2016).

1.3.2 Tipos de mezcal

La NOM-070-SCFI-1994 considera dos tipos de mezcal, de acuerdo al porcentaje de

carbohidratos provenientes del agave utilizado en su elaboracién.

Tipo I. Mezcal 100% Agave

Producto obtenido de la destilacion de mostos preparados directa y originalmente con
los azucares de las cabezas maduras de los agaves, que fueron previamente cocidos
y sometidos a una fermentacion alcoholica con levaduras las cuales pueden ser
cultivadas o no. Este tipo de mezcal puede ser joven, reposado o afiejo y susceptible

de ser abocado.
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Tipo Il. Mezcal

Producto obtenido de la destilacion de mostos en cuya formulacion se adiciona hasta
un 20% de otros carbohidratos permitidos por las disposiciones legales

correspondientes.

1.3.3 Categorias del mezcal

De acuerdo con la NOM-070-SCFI-1994 las caracteristicas adquiridas en procesos

posteriores a la destilacion, el mezcal se clasifica en 3 categorias

Mezcal afiejo o afiejado

Producto capaz de ser abocado, sometido a un proceso de maduracién de por lo

menos 1 afo, en recipientes de madera de roble blanco o encino.

Mezcal joven

Producto obtenido de la destilacion de mostos preparados directa y originalmente con
los azucares de las cabezas maduras de los agaves, que fueron previamente cocidos
y sometidos a una fermentacioén alcohdlica con levaduras las cuales pueden ser

cultivadas o no.

Mezcal reposado
Producto capaz de ser abocado, que se deja por lo menos 2 meses en recipientes de

madera de roble blanco o encino para su estabilizacion.

1.3.4 Método artesanal

La tipologia de la produccion de Mezcal en el estado de Oaxaca es muy distinta y variada

(Palma et al., 2016); sin embargo, es importante centrarse en la produccion de tipo

artesanal en donde la fermentacion se realiza en tinas de madera con la ayuda de la

microflora presente en la pina de maguey cocido, el agua o el medio circundante.
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La fermentacion se presenta por accion espontanea, en ella participan una gran variedad
de microorganismos que poseen diferentes caracteristicas y capacidades para realizar la
fermentacion de los mostos de agave cocido.

Las bebidas destiladas mexicanas involucran un proceso de fermentacion muy complejo
en el que intervienen bacterias (&cido lacticas y acido acéticas) y levaduras
(Saccharomyces y no-Saccharomyces) (Lappe et al., 2008).

En el estado de Oaxaca coexisten diferentes especies de agave, sin embargo, el Agave
convallis

es una especie utilizada con poca frecuencia para la produccion de mezcal; cuyo proceso,
algunos clasificarian de complicado. Esto debido a que dicho maguey suele esponjarse
y expandirse, a causa de la cantidad de saponinas que produce, las cuales impiden
muchas veces que se logre la fermentacién debido a la gran cantidad de espuma o a que
se desborda de las tinas donde se lleva a cabo la fermentacion, del mismo modo en la
destilacién puede producir tanta espuma que no se logré condensar el vapor (Nogales,
2018).

1.4 PARAMETROS Y CONDICIONES EN LA FERMENTACION

En el proceso de elaboracion del mezcal, una etapa fundamental para obtener un
producto de calidad y estandarizado es la fermentacién. En esta etapa se realiza el
cambio bioquimico de los azlcares reductores provenientes del Agave en alcohol
(principalmente etanol) y compuestos volatiles. Como en todos los procesos de
produccién de bebidas alcohdlicas, existen variables del proceso que influyen en la
productividad y calidad de las bebidas.

En el caso de la fermentacion, la levadura, el contenido de azucares, el método utilizado
y otros componentes adicionados al mosto son variables que influyen en la productividad
y caracteristicas organolépticas finales de la bebida, ya que se produce etanol y otros
compuestos, que definen directamente las principales caracteristicas del mezcal (De
Leodn et al., 2008).
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1.4.1 Microorganismos

El uso de microorganismos para transformar los azlcares en etanol, es un proceso
factible de realizar. Tradicionalmente las levaduras son los principales microorganismos

usados en la produccion de alcohol y estan ampliamente distribuidos en la naturaleza.

Existen numerosos estudios basados en la identificacion de las dindmicas poblacionales
responsables de estas fermentaciones, las cuales se ha traducido en un menor
rendimiento y calidad sensorial, debido a las variaciones en el proceso de produccion
entre cada lote, ocasionado por la presencia de varias especies de microorganismos en
el mosto como las levaduras y los hongos, asi como de bacterias de diversos géneros,
las cuales compiten por el consumo de los azucares del medio, transformandolos en una
gran variedad de compuestos organicos que generan una disminucion en la produccion

de etanol ocasionando un destilado de baja calidad (Lappe et al.,2008).

1.4.2 Levaduras

Las levaduras han sido utilizadas, desde la antigliedad, en la elaboracion de cervezas,
pan y vino. Se conocen cepas diferentes y especificas para cada labor (panificacion,
destileria, produccion, extractos de levadura y uso en animales) (Suarez Machin et al.,
2016).

Las cepas de levaduras convencionales y no convencionales poseen la capacidad de
producir etanol bajo distintas condiciones operativas y nutricionales durante la

fermentacién, mostrando distintos rendimientos en la produccién de biomasa y etanol.

La fermentacion del mosto es un proceso bioquimico complejo, en el que intervienen e
interaccionan levaduras, bacterias y otros microorganismos. En el proceso de produccién
de mezcal se destacan las levaduras como las mayores responsables de la fermentacion
alcohdlica, la principal reaccion en la conversion de los azucares del mosto en alcohol
(Torija, 2002).
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Para lograr una alta eficiencia durante la fermentacion alcohdlica es necesario realizar
una previa seleccion de los microorganismos, quienes deben cumplir con los siguientes
requisitos: alto rendimiento de etanol relacionado con la unidad de sustrato, gran
capacidad de fermentacion, tolerancia a altas concentraciones de etanol, tolerancia para
bajos valores de pH, minimos requerimientos de oxigeno, alta estabilidad bajo diferentes
condiciones de fermentacion, la utilizacion de una amplia gama de sustratos

fermentables, entre otros (Téllez-Mora et al., 2012).

La actividad Killer, es la capacidad de liberar toxinas que matan a otros microorganismos
presente en el medio, es una caracteristica deseable para algunos autores, ya que da
una ventaja durante la produccién de etanol. Una forma de observar las levaduras a
simple vista es utilizando medios de cultivos para que las levaduras formen colonias que
se puedan observar a simple vista, en la figura 4 se muestra una imagen con varias
colonias de levaduras, las cuales presentan una forma y color distinto entre ellas. Es por
ello, que se aislan levaduras de diversas fuentes naturales, para evaluar su capacidad

fermentativa, tolerancia al alcohol y presion osmotica.

Saccharomyces cerevisiae es una levadura que constituye el grupo de microorganismos
mas intimamente asociado al progreso y bienestar de la humanidad. Es una levadura
heteroétrofa, que obtiene la energia a partir de la glucosa y tiene una elevada capacidad
fermentativa y puede aislarse con facilidad en plantas y tierra, asi como del tracto
gastrointestinal.

Figura 4. Levaduras que realizan la fermentacion en el proceso de produccion de mezcal. Izquierda: Medio de cultivo
para el crecimiento de aglomerados de levaduras llamados colonias. Derecha: Colonias de levaduras de diferentes
especies aisladas del proceso de produccion de mezcal (Kirchmayr et al., 2014).
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El uso mas extendido esta enmarcado en la panificacion y en las industrias de fabricacion

de cerveza, vinos y alcohol (Suarez Machin et al., 2016).

Puede fermentar a temperaturas comprendidas entre 5 y 40 °C, aunque el optimo se
encuentra entre 25 y 30 °C y el tiempo de duplicaciéon celular es alrededor de 120 min
(Muruaga et al., 2012). Estas caracteristicas hacen de esta levadura un microorganismo
muy atractivo para su uso industrial. El desarrollo de S. cerevisiae en condiciones de baja
presion de oxigeno genera, ademas de etanol, didéxido de carbono, glicerol y biomasa

como los subproductos mas importantes.

Durante la fermentacion de bebidas alcohdlicas intervienen principalmente levaduras del
género Saccharomyces. Sin embargo, existen otros géneros de levaduras que también
participan en los procesos fermentativos, y rara vez son tomados en cuenta, estas son

las levaduras denominadas no-Saccharomyces (Escalante et al., 2012).

Algunas de las caracteristicas de mayor relevancia en cualquier tipo de fermentacion son
el aroma y sabor, que estaran estrictamente relacionados con la materia prima a
fermentar, y las especies de levaduras que realizan la fermentacion. A los compuestos
guimicos relacionados con el sabor y aroma de la bebida se les denomina congenéricos
y tienen la peculiaridad de encontrarse en muy bajas concentraciones, comparados con

el etanol producido.

Por lo tanto, las levaduras no-Saccharomyces también son importantes en la
fermentacién ya que mediante la produccion de congenéricos, enzimas y proteinas
pueden enriquecer organoléptica y nutricionalmente las bebidas alcohdlicas (Casas
Acevedo et al., 2015).

De las especies Saccharomyces, Pérez y colaboradores en 2013 realizaron una
fermentacion alcohdlica utilizando jugo de Agave cupreata y levaduras; Kluyveromyces
marxianus presentd la mayor produccion de etanol (12.46% v/v), obteniendo en el
producto destilado (mezcal) al etanol, metanol, alcohol isoamilico, alcohol isobutilico y
acido acético, mediante cromatografia de gases, cuantificando el metanol y etanol de

1.89y 46.75%, respectivamente.
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Aminahue y colaboradores en 2018 aislaron del lactosuero cepas de Kluyveromyces
marxianus tolerantes a factores de estrés del proceso de fermentacion para la obtencion
de etanol y obtener biomasa para la produccion del mismo. Analizaron 11 muestras de
lactosuero, las cuales fueron enriquecidas con cloranfenicol para inhibir el crecimiento

bacteriano, seleccionaron las levaduras fermentadoras de lactosa.

1.4.3 pH

El efecto de pH en una fermentacién es realmente importante no solo en relacion con el
desarrollo de la levadura si no con la tasa de fermentacion y con la formacion de

subproductos.

En estudios realizados con cepas aisladas de ponches azucarados, se encontrd que la
méaxima produccién de alcohol se obtiene a pH 4.25 y la menor a pH 3.7, probablemente
porque este Ultimo es demasiado bajo para lograr una activacion eficiente de las enzimas
necesarias para la fermentacién y el intercambio iénico al interior de la célula sufre un
descontrol tal, que esta, concentra su energia en regular su sistemay no en fermentar el

azucar presente en el sustrato (Pramanik, 2003).

1.4.4 Temperatura

La tolerancia a temperaturas altas es una caracteristica deseada en las levaduras
utilizadas en los paises tropicales, donde en algunas temporadas la temperatura supera

los valores Optimos de crecimiento de los microorganismos mesofilos.

El uso de levaduras termotolerantes u otros organismos terméfilos permite abaratar el
proceso, ya que se evita el uso de sistemas de enfriamiento costosos. Ademas, evita las
paradas debido al sobrecalentamiento, reduce la posibilidad de infeccion de los medios
y minimiza los volumenes de aguas residuales generados en las destilerias (Fernandez
et al., 2008).

CLAUDIA YESENIA GONZALEZ MARTINEZ 16



EL EFECTO DE LAS SAPONINAS DE AGAVE SOBRE LAS LEVADURAS DEL MEZCAL

Los organismos adaptados al frio pueden crecer incluso en temperaturas inferiores a los
0 °C y se clasifican como psicrofilos si su temperatura éptima maxima de crecimiento es
20 °C, y se denominan psicrotolerantes cuando los organismos tienen una temperatura
Optima de crecimiento entre 20 y 40 °C, pero son capaces de seguir creciendo en

temperaturas cercanas a 0 °C (Madigan et al., 2004).

1.5 SAPONINAS

Las saponinas son compuestos glucosidicos de alto peso molecular, que contienen un
esqueleto triterpénico o esteroidal, son utilizados por las plantas como mecanismo de
defensa contra el crecimiento de hongos, levaduras y bacterias. Su presencia ha sido

reportada en mas de 100 familias de plantas (Oleszek & Bialy, 2006).

Su estructura consta de una parte glucidica que pueden ser cadenas de arabinosa,
galactosa, glucosa, ramnosa y xilosa, y una parte no glucidica denominada sapogenina
o aglicona, la cual se puede clasificar entre saponinas triterpénicas o saponinas
esteroidales (Figura 5). Las saponinas esteroidales se encuentran principalmente en las
plantas monocotiledéneas, las cuales pertenecen a los géneros Agavaceae,

Dioscoreaceae y Liliaceae (Martinez Martinez, 2001).

En la antigliedad las saponinas se utilizaban como detergentes debido a su naturaleza
anfifilica con la presencia de una sapogenina liposoluble y cadenas de azlcares solubles
en agua. Sin embargo, las saponinas poseen un amplio rango de actividad bioactiva,
como lo es su actividad hemolitica, anticancer, antitumoral, antimicrobial, fungicida,
antiviral, antilevaduras, alelopatica, insecticida, y molusquicida. Por lo tanto, no solo limitd
su uso tradicional, sino que comenzo a buscar aplicaciones en la industria farmacéutica
(Francis et al., 2002).

La concentracion de saponinas se ve afectada por la especie de planta, el origen
genético, asi como también de los factores ambiental y agronémico (Guclu & Mazza,
2007).
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MONOSACARIDOS
Rha —Gilu
Rha

EMNLACE GLICOSIDICO

Figura 5. Estructura de una Saponina esteroidal (Flores, Huamadn, & Tomds, 2013)

Es por eso que el ginseng es la planta que mas ha sido estudiada en su caracterizacion
y aislamiento de saponinas, ya que presenta diversas actividades biologicas. Sin
embargo, las saponinas también se han encontrado en plantas como la alfalfa, la soya,
los espérragos, el tomate y en algunos cereales como la avena (Wu et al., 2001).

Su distribucion se ha encontrado en diferentes partes de las plantas; como son las raices
y/o las semillas; en el Agave la concentracion mas alta de saponinas se localiza en la
hoja (Cheok et al., 2014).

1.5.1 Saponinas de Agave

Las saponinas esteroidales se dividen segun su estructura en saponinas esteroidales de
tipo espirostano o furostano. La estructura de las saponinas esteroidales espirostano
consta de 27 carbonos, comprimidos por una estructura de seis anillos, mientras que las
saponinas esteroidales furostano presentan en la posicion 26 un enlace glicosilado y su

estructura permanece pentaciclica (Yang et al., 2006; Figura 6).
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Figura 6. Estructura de sapogeninas de Agave (a) espirostano y (b) furostano (Yang et al., 2006)

1.5.2 Diosgenina

La diosgenina es una saponina esteroidal que se encuentra de manera natural en una
gran variedad de plantas como son magueyes (genero Agave), izotes (genero yuca) y
palma samandoca (yucca carnerosana) (Tomlinson & Akerele, 2015).

La diosgenina es una saponina esteroidal derivada de un esqueleto hexaciclico de 27
carbonos, con una cadena lateral de espiroacetal unida a los carbonos 16 y 17 del
esteroide, con un doble enlace entre los carbonos 5y 6 y el grupo hidroxilo en la tercera
posicion. Las cadenas de espiroacetal constan de un anillo de cinco miembros (E) y un
anillo de seis miembros (F), ambos heterociclicos. Los compuestos con un anillo F abierto

se denominan como furostanos (Villagomez Gonzalez, 2018; Figura 7).

Figura 7. Estructura quimica de la diosgenina (Villagomez Gonzdlez, 2018)
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1.6 PRUEBAS DE VALORACION DE EXTRACTOS

Es fundamental saber las concentraciones a las que los metabolitos pueden ejercer
eficazmente su actividad biologica sin suponer un riesgo para la salud. Para ello se llevan
a cabo distintos estudios para determinar las dosis mas factibles y seguras para ser
usadas (Jie-Lun et al., 2012).

Existen diversas pruebas pero estas dependeran del tipo de ensayo que se vaya a
efectuar; las mas comunes son: Concentracion Minima Inhibitoria, Concentracion Minima
Bactericida, Prueba de Viabilidad Celular y Susceptibilidad Antimicrobiana (Saravana et
al., 2014).

1.6.1 Concentracion Minima Inhibitoria

La Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) es la concentracion mas baja (en :1—“‘2) de un

farmaco antimicrobiano que inhibe el crecimiento visible de un microorganismo tras una

incubacion de 18-24 horas.

Las MIC se pueden determinar a través de diferentes pruebas; las mas utilizadas son el
método de dilucion en caldo después de aislar un cultivo puro y el Antibiograma disco-
placa que consiste en discos de papel secante impregnados del farmaco antimicrobiano
y colocados sobre la superficie del medio en una placa de Petri previamente inoculada
con el microorganismo. Después de la incubacién los discos aparecen rodeados por una
zona de inhibicion con la cual se realiza la lectura de la CMI de forma indirecta mediante
la correlaciéon entre el diametro del halo de inhibicién y el valor de la CMI (Kirby et al.,
1966).
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CAPITULO 2. METODOLOGIA

2.1 MUESTREO

Se realiz6 un muestreo de Agave convallis, siguiendo las reglas taxonémicas de
identificacion y considerando que sean plantas con estado de Madurez Fisiolégico Pleno
(MFP). A. convallis fue colectado en la localidad de San Pedro Teozacoalco, Nochixtlan
Oaxaca, ubicado en las siguientes coordenadas, 17° 01" latitud norte y 97° 17" de longitud

oeste, a una altura de 1590 msnm (Figura 8).

Figura 8. Ubicacion de la localidad de San Pedro Teozacoalco, Nochixtldn Oaxaca

2.2 AISLAMIENTO

Se procedio a inocular las muestras por extension de placa, este procedimiento consistio

inicialmente en hacer diluciones con el jugo del mosto de la muestra.

Para las diluciones se utilizaron 6 tubos de vidrio, se le coloco a cada tubo estéril 9 mL
de agua peptonada al 1%, con una pipeta estéril se tom6 1 mL de muestra original y se
transfirié al primero de los tubos, se marc6 el tubo como 1x102. Luego se agito bien el
tubo con la primera dilucion y con una nueva pipeta estéril, se transfiri6 1 mL de esa
primera disoluciéon al segundo tubo, marcandolo como 1x10-?; y asi se repitié con los 4

tubos restantes (Sanz Cervera, 2011; Figura 9).
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Muestra

1 [
OSmL 9mL omL OmL omL omL
1x107! 1x1072 1x107% 1x10~* 1x10~° 1x10°®

Agua peptonada 1%

Figura 9. Diluciones seriadas de la muestra

Posteriormente se realizé la extension en placa utilizando el medio sélido Extracto de
Levadura-Peptona-Dextrosa (YPD), se transfiri6 con una pipeta estéril 50 pL de cada
dilucion a una serie de placas de Petri marcadas previamente con el factor de dilucion
correspondiente. Para esta operacion se empled solo una pipeta y se comenzé por la
placa de factor mas alto (la mas diluida). En seguida con un asa de Digralsky se procedio
a extender la dilucién 10 veces hacia la derecha y otras 10 hacia la izquierda (Figura 10).
Después se realiz6 la incubacion a una temperatura de 30 + 2 °C durante 48 horas en

posicion invertida (Sanz Cervera, 2011).

50 ulL

Figura 10. Extension en placa
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Finalmente, después del periodo de incubacion, se examinaron las placas y se realizo la
seleccién visual de colonias que presentaban caracteristicas distintas entre ellas como

su borde, color, consistencia, elevacion, opacidad y tamafio.

2.3 PURIFICACION

Para obtener cultivos puros de las cepas a caracterizar se utilizo la técnica de siembra
por estria cruzada en placa, como se muestra en la figura 11. Para ello se procedié con

los siguientes pasos:

Se esterilizo el asa en la flama del mechero

Se enfrié el asa en un extremo de la placa

Se tomo la muestra con el asa

Se estrio la superficie del medio, teniendo cuidado de no romper el agar

Se volvio a esterilizar el asa y se dejé enfriar

o 00k~ wDn R

Se estri6 el segundo sector, cruzando tres de las estrias con el primer sector para

arrastrar microorganismos

~N

Se estrio el tercer y cuarto sector de forma similar al segundo
8. Se realizé la incubacién a una temperatura de 30 = 2 °C durante 48 horas en

posicién invertida

Figura 11. Técnica de siembra por estria cruzada en placa
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2.4 CARACTERIZACION

Para obtener las caracteristicas de las levaduras, primero se aislo en cultivo puro cada

una de las colonias y se observO sus caracteristicas macroscopicas a simple vista;

mientras que para observar las caracteristicas microscopicas se realizé mediante

observacion al microscopio.

2.4.1 Observacion macroscopica

Para la observacion macroscoépica se utilizo la terminologia mencionada por Castafieda

Briones, 2009.

Tabla 2. Caracterizacion Macroscdpica de las colonias (Castafieda Briones, 2009)

CARACTERIZACION MACROSCOPICA

FORMA

Puntiforme, Circular, Irregular, Alargada, Filamentosa,

Rizoide, etc.
TAMANO Estimar el diametro en mm.
SUPERFICIE Lisa, Rugosa, Cerebrifonne, En Anillos Concéntricos, etc.
ELEVACION Aplanada, Elevada, Pulvinada, Convexa, Umbonada, etc.
Entero o Continuo, Ondulado, Lobulado, Festoneado,
BORDE

Filamentoso, etc.

ESTRUCTURA INTERNA

Amorfa o Granulosa.

Segun sea observado por la luz reflejada o por la luz

COLOR transmitida, puede ser de color blanco, amarillo, rojo
ladrillo, anaranjado, etc.
OPACIDAD Transparente, Mate, etc.

CONSISTENCIA

Seca, Viscosa, Membranosa, Gelatinosa, Cremosa, etc.
Usar el asa bacteriol6gica para determinar la

consistencia.
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2.4.2 Observacion microscopica

Para la observacién microscopica se utilizé la técnica de tincién simple, como se muestra

en la figura 12. Para ello se siguieron los siguientes pasos:

a bk~ w0

o

Se preparo un frotis de levaduras utilizando 1 gota de solucion salina sobre el
portaobjetos

Con un asa estéril se tomé un poco de la muestra y se mezclé con la solucién salina
Se extendi6 la muestra en forma uniforme

Se dejo secar al aire y posteriormente se fijo con calor

Se cubridé el frotis con abundante azul de metileno, esto se realizé encima del
fregadero. Se dejo actuar durante 1 minuto

Se lavo con abundante agua destilada para quitar el exceso de colorante

Se dejo secar el portaobjetos al aire para eliminar el exceso de agua

Una vez seco se le agrego 1 gota de aceite de inmersion y se centrd la preparacion

sobre la platina del microscopio, se ajusté la iluminacién y se enfocé con el objetivo

de 40X.
/ > 7 <> 7 T
1. Coloque 1 0 2 gotas de 2. Con ansa estéril tomar la 3. Extender |a muestra en
agua sobre e| portaobjetos muestra y mezclaria con el forma fina y uniforme
limpio y desengrasado agua
s Wi Ak WawiaE Wi
4, Dejar secar al aire 5. Fljar con calor 6. Adiclonar el (los) colorante(s)
A =
ﬁ i portaobjeto
/
7. Lavar con agua. Eliminar el exceso 8, Agregar una gota de aceite
de agua de Inmersiény observar

Figura 12. Técnica de tincion simple
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2.5 AISLAMIENTO DIRIGIDO

Para el aislamiento dirigido se utilizaron dos medios distintos:

Agar Rosa de Bengala + Cloranfenicol

Se aplico la técnica de siembra por estria cruzada en placa, utilizando el medio Agar
Rosa de Bengala + Cloranfenicol y se procedio a incubar a una temperatura de 30 +
2 °C durante 7 dias en posicion invertida.

El Agar Rosa de Bengala es un medio neutral selectivo recomendado para la
enumeracion de hongos y levaduras. Es un agente selectivo que inhibe el crecimiento
de bacterias y limita el tamafio y la altura de los hongos de crecimiento rapido, lo que
permite el crecimiento e identificacion de otras levaduras de crecimiento mas lento;
mientras que el cloranfenicol se utiliza como agente selectivo que inhibe el crecimiento
de bacterias (Condalab, 2019).

Medio Cromogénico

Se aplico la técnica de siembra por estria cruzada en placa, utilizando el medio
Cromogénico y se procedié a incubar a una temperatura de 32 + 2 °C durante 48
horas en posicion invertida.

El Agar Cromogénico para Candida es un medio Cromogénico diferencial y selectivo
para el aislamiento e identificacion de especies de Candida (MCD LAB, s.f.).

2.6 TECNICA DE FERMENTACION DE AZUCARES

Para la fermentacion se utilizaron los siguientes carbohidratos estériles al 1%: Xilosa,

Galactosa, Sacarosa, Manosa y Lactosa.

Primeramente, se coloco 4 ml de Caldo Base Rojo de Fenol con pH de 7.4 a 140 tubos

de ensaye con tapa de rosca y se le agrego una campana Durham boca-abajo a cada

uno, posteriormente se esterilizo cerrando en un 70% los tubos de ensaye.
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Para la preparacion de los azucares se pesO 2.8 gramos de la azucar a utilizar y se
disolvié en 280 mL de agua destilada previamente esterilizada para 28 tubos de ensaye
(COriginal y duplicado). Enseguida con una jeringa estéril se succiono el azucar preparado
y se coloco 1 ml en cada tubo de ensaye con Caldo Base Rojo de Fenol (Solo un

carbohidrato a la vez), pasando por los filtros millipore, los cuales fueron esterilizados.

Para inocular los tubos con el organismo de prueba se tomé con un asa de platino la
carga microbiana del cultivo fresco y se homogenizo con el Caldo Base Rojo de Fenol,

dejando un tubo de ensaye como testigo. Finalmente se incubo a 35 £ 2 °C por 48 horas.

Después de haber inoculado el caldo con la carga microbiana y haber incubado por 48h
se observaron los cambios de color (Figura 13) y se interpretaron los resultados en base

a lo siguiente:

e PRUEBA NEGATIVA PARA PRODUCCION DE ACIDOS

Si no hay fermentacion el caldo tiene una coloracion rojiza.

e PRUEBA POSITIVA PARA PRODUCCION DE ACIDOS

Si hay fermentacién del carbohidrato el caldo tornara de color amarillo.

e PRUEBA POSITIVA PARA PRODUCCION DE ACIDOS Y PRODUCCION DE GAS
Si hay fermentacion del carbohidrato el caldo tornara de color amarillo y si hay

produccion de gas se observara en forma de burbujas en la campana Durham.

e PRUEBA DEBIL PARA PRODUCCION DE ACIDOS

Si hay una fermentacion débil del carbohidrato el caldo tornara de color naranja.

Figura 13. Criterio de coloracion para fermentacion de carbohidratos: Rojo — Prueba Negativa, Amarillo — Prueba
Positiva, Amarillo y Gas — Prueba Positiva y Produccion de Gas, Naranja — Prueba Débil.
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2.7 CONSERVACION DE CEPAS

Para la conservacion de las cepas de levadura se emple6 el método de Ocares & Castro

2020, este método consistié en cuatro etapas detalladas a continuacion:

1. Primeramente, se verific6 que las placas Petri que contenian el cultivo microbiano
no estuvieran quebradas, después se reviso la carga microbiana y se observé bajo
la lupa estereoscépica para determinar que el organismo estuviera puro y
finalmente se asigné un numero correlativo de acuerdo al codigo del Laboratorio

de Control Ambiental del Instituto Tecnoldgico de Oaxaca de la siguiente manera:

1) Institucion (ITO)

2) Clasificacion (Y — Levaduras, L — Bacterias Acido Lécticas, A — Bacterias
Acido Acéticas)

3) Palenque de procedencia (I — San Dionisio Ocotepec, Il — San Pablo Etla,
[l - Rio Las Palmas, IV — San Pedro Teozacoalco, V — San Luis Amatlan
Miahuatlan, VI —Tapanala Yautepec)

4) Numeracién

2. Se realizo un subcultivo del microorganismo utilizando el medio sélido Extracto de
Levadura-Peptona-Dextrosa (YPD) y bajo condiciones de esterilidad. Con un asa
de 10 pL se extrajo una colonia aislada y se utilizo la técnica de siembra por estria
cruzada en placa. Luego de realizar la inoculacion, se incubo a una temperatura de

30 £ 2 °C durante 48 horas en posicion invertida.

3. El cultivo microbiano que se obtuvo fue utilizado para realizar las copias de
seguridad, se utilizaron 39 tubos eppendorf previamente esterilizados,
correspondientes a 13 copias de seguridad y sus 2 duplicados de cada cepa. Se
utilizé un asa de 10 uL para retirar la colonia aislada de la placa Petri y se depositd
en un tubo eppendorf de 2 mL de capacidad con 1 mL de glicerol estéril al 10% en

su interior.
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Cada tubo eppendorf se etiqueto con el numero correlativo que se le asigno en el

punto 1y posteriormente se almacenaron en un sistema de frio a -20°C.

4. Transcurridas 48 horas de la preservacion se retiré del sistema de frio una serie de
los duplicados y se utiliz6 como prueba de viabilidad, la cual sirvié para verificar si
el microorganismo representaba un cultivo puro y viable postratamiento de

preservacion.

2.8 CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA

Para determinar la concentracibn minima inhibitoria se emple6 el método de Kirby —

Bauer y colaboradores 1966 con pequefias modificaciones, este método consistié

¢ UFC

primeramente en determinar aquellos aislamientos equivalentes entre 1x10° y 5x10 —

A partir de esos cultivos en Agar YPD, se realiz6 la suspension de los microorganismos
en solucion salina al 0.85% y con turbidez de 0.5 McFarland, posteriormente se
prepararon 104 placas de Petri (52 placas para el experimento con extractos crudos y 52
para el experimento con diosgenina pura), con agar Miller-Hinton, suplementado con 2%

de glucosa y azul de metileno.

Para la preparacion de los discos de papel se utilizaron 4 concentraciones distintas, por
lo tanto, se peso el equivalente a 0 ug, 52 ug, 260 ug y 520 ug del antibiético a utilizar
(Extractos crudos o diosgenina pura); para el caso de la diosgenina pura se disolvié en
52 mL de agua destilada estéril cada uno. Cada disco de papel Whatman N° 1 estéril, de
7.25 mm de diametro, se cargd con 1 ml de la solucibn para las diferentes

concentraciones.

Después, se realizd una siembra de la suspensién de microorganismos con asa de
Digralsky en la placa de agar Miiller-Hinton y se dej6 secar durante 10 a 15 minutos. Una
vez que se inoculo el microorganismo con ayuda de unas pinzas metalicas esterilizadas
se depositaron suavemente 4 discos impregnados de antibiético en la placa como se

muestra en la figura 14, se dejé incubar a 36 + 2 °C por 24 horas.
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Figura 14. Distribucion de los discos de papel en la placa Petri

Finalmente, se observé o no, la inhibicién alrededor del disco impregnado de antibidtico
y posteriormente se midié con una regla el diametro de la zona de inhibicién, en mm. El
diametro del halo de inhibicion se utiliz6 como indicativo de la sensibilidad o la resistencia

a cada antibiotico.

Este paso del procedimiento se realizé con una repeticion para cada experimento (con
extractos crudos y con diosgenina pura) como estimador de la precisién experimental en

el andlisis.
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CAPITULO 3. RESULTADOS

3.1 DATOS DE LA MUESTRA

Tabla 3. Datos recabados de la muestra

MOSTO DE AGAVE CONVALLIS

LUGAR San Pedro Teozacoalco
DiAS DE FERMENTACION 4
pH 3.7
°BRIX 4.5
TEMPERATURA 23°C

3.2 AISLAMIENTO Y PURIFICACION

Se aislaron y purificaron en medio sélido Extracto de Levadura-Peptona-Dextrosa (YPD),
13 cepas de levaduras (Figura 15), por medio de una seleccion visual de colonias que
presentaban caracteristicas distintas entre ellas su borde, color, consistencia, elevacion,

opacidad y tamafio. Se incubaron a una temperatura de 30 + 2 °C durante 48 horas.

CEPA S CEPA 6 CEPA 7 CEPA 8
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CEPA 13

CEPA 11

Figura 15. Cepas aisladas de Levaduras en medio sdlido Extracto de Levadura-Peptona-Dextrosa (YPD)

3.3 CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS

Tabla 4. Caracteristicas macroscopicas de las cepas aisladas de Levadura en medio solido YPD

CEPA FORMA SUPERFICIE | ELEVACION | BORDE | COLOR | OPACIDAD | CONSISTENCIA

1 Puntiforme Lisa Plana Entero Crema Mate Seca

2 Circular Lisa Convexa Entero Blanco Mate Cremosa
3 Circular Lisa Convexa Entero Blanco Brillosa Cremosa
4 Irregular Rugosa Plana Ondulado | Crema Mate Seca

5 Circular Rugosa Elevada Entero Blanco Mate Cremosa
6 Circular Lisa Convexa Entero Crema Brillosa Cremosa
7 Irregular Rugosa Convexa Ondulado | Blanco Mate Cremosa
8 Puntiforme Lisa Plana Ondulado | Crema Mate Seca

9 Irregular Rugosa Elevada Ondulado | Blanco Mate Cremosa
10 Circular Lisa Elevada Entero Crema Mate Cremosa
11 Circular Lisa Convexa Entero Blanco Mate Seca

12 Circular Rugosa Convexa Entero Crema Mate Cremosa
13 Irregular Rugosa Elevada Ondulado | Crema Mate Cremosa
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CEPA 1 CEPA 2 CEPA 3 CEPA 4 CEPAS

OCO090O

CEPA 6 CEPA 7 CEPA 8 CEPA 9 CEPA 10

CEPA 11 CEPA 12 CEPA 13

Figura 16. Morfologia macroscdpica de las cepas aisladas de Levadura

3.4 CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS

CEPA 1 CEPA 2 CEPA 3 CEPA 4
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CEPA S5 CEPA 6 CEPA 7 CEPA 8

CEPA 9 CEPA 10 CEPA 11 CEPA 12

CEPA 13

Figura 17. Morfologia microscépica de las cepas aisladas de Levadura

3.5 DESARROLLO DE LAS CEPAS EN AISLAMIENTO DIRIGIDO

Se observo en la figura 15 que todas las cepas tuvieron un buen crecimiento en medio
sélido Extracto de Levadura-Peptona-Dextrosa (YPD), entre tanto en Agar Rosa de
Bengala (ARB) las cepas 2, 7 y 12 tuvieron un buen crecimiento, las demas presentaron
un crecimiento débil (Figura 18), al igual que en Agar Cromogénico para Candida (ACC)
las cepas 2, 7 y 12 tuvieron un buen crecimiento, las demas presentaron un crecimiento

débil excepto la cepa 9 que tuvo un crecimiento nulo (Figura 19).
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CEPA 1 CEPA 4

CEPA 7

CEPA 9 CEPA 10 CEPA 11 CEPA 12

CEPA 13

Figura 18. Cepas aisladas de Levaduras en Agar Rosa de Bengala (ARB)
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CEPA 1 CEPA 2 CEPA 3 CEPA 4

CEPA S5 CEPA 6 CEPA 7 CEPA 8

CEPA 9 CEPA 10 CEPA 11 CEPA 12

CEPA 13

Figura 19. Cepas aisladas de Levaduras en Agar Cromogénico para Candida (ACC)
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Tabla 5. Crecimiento en aislamiento dirigido

CEPAS
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13

YPD | ++ | ++ | ++ | ++ | ++ | ++ | ++ | | | A | A | |+

ARB | + ++ + + + + ++ + + + + ++ +

ACC | + ++ + + + + ++ + - + + ++ +

Crecimiento: Nulo (-), Débil (+), Bueno (++)

MEDIO

3.6 FERMENTACION DE CARBOHIDRATOS

Tabla 6. Resultados de la fermentacion de carbohidratos

CEPAS
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13
Xilosa + A o o A + + + o + + + +

Galactosa | ++ | ++ | + - + | + +++_ ++ | + | +

Sacarosa | ++ [+++ | + | 4+ | ++ | ++ [ +++ | + | + | + | ++ | ++ | +

Manosa ++ | +++ | ++ Ar ar ++ | +++ + ar + ++ ++ ++

CARBOHIDRATOS

Lactosa + + + + + + + + =+ | ++ | ++

Resultados: Prueba Negativa (-), Prueba Débil (+), Prueba Positiva (++), Prueba Positiva y
Produccion de Gas (+++)

De acuerdo a los resultados obtenidos en la fermentacién de carbohidratos se observo
gue para la Xilosa todas las cepas presentaron una coloracion naranja lo que indico que

eran pruebas débiles para produccion de &cidos.

Para la Galactosa las cepas 1, 2 y 11 presentaron coloracién amarilla lo que indico que
eran pruebas positivas, las cepas 3, 5, 6, 12 y 13 presentaron una coloracién naranja lo
que indico que eran pruebas débiles, las cepas 4, 8, 9 y 10 presentaron una coloracion
rojiza lo que indico que eran pruebas negativas, mientras que la cepa 7 presento una
coloracién amarilla y presencia de una burbuja en la campana Durham indicando una

prueba positiva y produccién de gas.

CLAUDIA YESENIA GONZALEZ MARTINEZ 37



EL EFECTO DE LAS SAPONINAS DE AGAVE SOBRE LAS LEVADURAS DEL MEZCAL

Para la Sacarosa las cepas 1, 4, 5, 6, 11 y 12 presentaron coloracion amarilla lo que
indico que eran pruebas positivas, las cepas 2 y 7 presentaron una coloracion amarilla 'y
presencia de una burbuja en la campana Durham indicando una prueba positiva y
produccion de gas, mientras que las cepas restantes 3, 8, 9, 10 y 13 presentaron una

coloracion naranja lo que indico que eran pruebas débiles.

Para la Manosa las cepas 1, 3, 6, 11, 12 y 13 presentaron coloracion amarilla 1o que
indico que eran pruebas positivas, las cepas 2 y 7 presentaron una coloracion amarilla 'y
presencia de una burbuja en la campana Durham indicando una prueba positiva y
produccion de gas, mientras que las cepas restantes 4, 5, 8, 9 y 10 presentaron una

coloracién naranja lo que indico que eran pruebas débiles.

Para la Lactosa las cepas 1, 2, 3, 4, 5, 8, 9 y 10 presentaron una coloracién naranja lo
gue indico que eran pruebas débiles, las cepas 6 y 7 presentaron una coloracion rojiza lo
qgue indico que eran pruebas negativas, mientras que las cepas restantes 11, 12 y 13

presentaron coloracion amarilla lo que indico que eran pruebas positivas.

3.7 IDENTIFICACION DE CEPAS

Tabla 7. Cepas identificadas hasta género y cddigo asignado de acuerdo a la estructura del
Laboratorio de Control Ambiental del Instituto Tecnoldgico de Oaxaca

Agave Convallis San Pedro Teozacoalco

CEPA CODIGO GENERO
1 ITOYIVO34 Candida
2 ITOYIVO35 Kluyveromyces
3 ITOYIVO36 Candida
4 ITOYIVO37 Candida
5 ITOYIVO38 Candida
6 ITOYIVO39 Candida
7 ITOYIVO40 Kluyveromyces
8 ITOYIVO41 Saccharomyces
9 ITOYIVO42 Saccharomyces
10 ITOYIVO43 Saccharomyces
11 ITOYIVO44 Candida
12 ITOYIVO45 Kluyveromyces
13 ITOYIVO46 Candida
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3.8 CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DE LOS EXTRACTOS CRUDOS
SOBRE LAS LEVADURAS

Tabla 8. Tamaiio del halo de inhibicion (en mm) de los extractos crudos sobre las levaduras

CEPA
CONCENTRACION | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13
g - _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
mL
LA 11 13 12 | 13 8 10 14 11 12 11 8 12 9
mlL
LA 14 18 14 | 15 14 13 18 17 17 16 13 17 14
mlL
10& 18 23 17 | 18 | 20 18 23 21 22 22 17 22 17
mlL
Halo: Nulo (-)
Tabla 9. Tamaiio del halo de inhibicion (en mm) de los extractos crudos sobre las levaduras
(Repeticion)
CEPA
CONCENTRACION | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13
g B B _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
mlL
LA 10 13 12 | 12 8 10 14 10 13 10 8 11 9
mlL
5& 15 18 14 | 14 14 13 18 16 16 15 13 16 14
mlL
10& 18 23 17 | 18 20 18 23 20 21 21 17 21 17
mlL
Halo: Nulo (-)
39
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Una vez obtenido el tamafio de los halos de inhibicion de las 13 cepas y sus repeticiones

correspondientes se procedi6 a realizar un analisis de varianza (Tabla 10).

Tabla 10. Andlisis de varianza de los halos de inhibicion (Extractos crudos sobre las levaduras)

ANALISIS DE VARIANZA
Origen de Grados Promedio Valor
Sumade . _
las de de los F Probabilidad | critico
- cuadrados |
variaciones Libertad | Cuadrados para F
Filas 5553.8462 3 1851.2820 | 1205.7448 | 2.40373E-63 | 2.7266
Columnas 174.8461 25 6.9938 4.5551 1.75444E-07 | 1.6532
Error 115.1538 75 1.5354
Total 5843.8461 103

Posteriormente se realiz6 una grafica de lineas para mostrar la tendencia que presentaba
cada una de las cepas, para ello se calcul6 la desviacidon estandar, la media, el limite
maximo y el limite minimo para cada una de las concentraciones utilizadas; excepto para

la concentracion de 0 i_gy ya que no hubo ninguna variacion entre las cepas.
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CONCENTRACION 1 pg/mL
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Grdfica 1. Control de desviacion estdndar para la concentracion de 1 % de los halos de inhibicion de los extractos

crudos sobre las levaduras
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Grdfica 2. Control de desviacion estdndar para la concentracion de 5 ;l—‘i de los halos de inhibicion de los extractos

crudos sobre las levaduras
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CONCENTRACION 10 pg/mL
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Grdfica 3. Control de desviacion estdndar para la concentracion de 10 :;—“QL de los halos de inhibicion de los extractos
crudos sobre las levaduras

a) b)

Figura 20. Crecimiento de la cepa 5 (ITOYIV038) a una concentracion de a) O ;l—‘i no presenta halo de inhibicion y b)

10 ::l—gL presenta un halo de inhibicion de 20 mm.
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a)

b)

Figura 21. Crecimiento de la cepa 7 (ITOYIV040) a una concentracion de a) O ;l—i no presenta halo de inhibicion y

b)1 ::l—"i presenta un halo de inhibicion de 14 mm.

3.9 CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DE LA DIOSGENINA SOBRE
LAS LEVADURAS

Tabla 11. Tamano del halo de inhibicion (en mm) de la diosgenina sobre las levaduras

CEPA

CONCENTRACION| 1 | 2 [ 3 [ 4] 5 [ 6| 7 | 8 | 9 |10 11 ] 12 | 13
ug

02

12 6| 5 | 8|77 |8|6 |6 | 7|6 |8]|5]7
mlL

- o | 8 |12|10| 9 |12] 9 |10 11| 9 | 11| 8 | 11

1018 11 | 11 |15 |14 | 14 | 16 | 13 | 12 | 14 | 12 | 15 | 10 | 15
Halo: Nulo (-)

43
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Tabla 12. Tamafio del halo de inhibicion (en mm) de la diosgenina sobre las levaduras

(Repeticion)
CEPA
CONCENTRACION | 1 2 3| 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13
]
Ot
149 7 5 8 7 6 8 7 6 7 6 8 5 6
mL
5 H9 10 8 12 9 10 12 10 9 11 9 11 8 10
mL
10& 12 11 15 | 14 | 13 16 13 12 14 13 15 10 15
mL
Halo: Nulo (-)

Una vez obtenido el tamafio de los halos de inhibicion de las 13 cepas y sus repeticiones

correspondientes se procedio a realizar un analisis de varianza (Tabla 13).

Tabla 13. Andlisis de varianza de los halos de inhibicion (Diosgenina sobre las levaduras)

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de Grados Promedio Valor
Suma de - _
las de de los Probabilidad | critico
- cuadrados |
variaciones Libertad | Cuadrados para F
Filas 2500.6442 3 833.5480 1211.4170 | 2.02311E-63 | 2.7266
Columnas 97.5096 25 3.9004 5.6685 2.46291E-09 | 1.6532
Error 51.6058 75 0.6881
Total 2649.7596 103
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Posteriormente se realiz6 una gréfica de lineas para cada concentracion excepto para la
concentracion de 0 £,

CONCENTRACION 1 pg/mL
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0
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Grdfica 4. Control de desviacion estandar para la concentracion de 1 ;—gL de los halos de inhibicion de la diosgenina
sobre las levaduras
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Grdfica 5. Control de desviacidon estdndar para la concentracion de 5 ;—i de los halos de inhibicion de la diosgenina
sobre las levaduras
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CONCENTRACION 10 pg/mL
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Grdfica 6. Grdfico de control de desviacion estandar para la concentracion de 10 ::l—gL de los halos de inhibicion de la
diosgenina sobre las levaduras

a) b)

Figura 22. Crecimiento de la cepa 10 (ITOYIV043) a una concentracion de a) 0
g

L ne presenta halo de inhibicion y b) 1 ;—i presenta un halo de inhibicion de 6 mm.
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Figura 23. Crecimiento de la cepa 7 (ITOYIV040) a una concentracion de 0 ::l—gL no presenta halo de inhibicion
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CAPITULO 4. CONCLUSIONES

Se aislaron 13 cepas de la muestra de San Pedro Teozacoalco y por métodos
convencionales se identificaron un total de siete cepas del género Candida, tres

Kluyveromyces y tres Saccharomyces.

Se determinoé por medio de un analisis de varianza los halos de inhibicion causados por
el extracto crudo sobre las levaduras: primeramente para la concentracion de 0 ;—gL de
extracto crudo todas las cepas de la 1 a la 13 no presentaron halo de inhibicion, para la

concentracion de 1 ;—‘i las cepas 5y 11 presentaron el menor halo (8 mm) mientras que

la cepa 7 presento el mayor halo (14 mm), para la concentracion de 5 ;—i las cepas 6 y
11 presentaron el menor halo de inhibicibn (13 mm) mientras que las cepas 2 y 7
presentaron el mayor halo (18 mm) y finalmente para la concentracion de 10 T‘;—i las cepas

3, 11 y 13 presentaron el menor halo de inhibicién (17 mm) mientras que las cepas 2y 7

presentaron el mayor halo (23 mm).

Esto se observd en los graficos de control de desviacién estandar (Grafica 1-3)
presentados para cada concentracion. Finalmente se obtuvo que el valor de F calculado
es mayor que el valor critico para F obtenido en tablas, por lo tanto, esto quiere decir que

los extractos crudos si tienen un efecto significativo sobre las levaduras.

Se establecid a través de un analisis de varianza los halos de inhibicion causados por la

diosgenina sobre las levaduras: primeramente para la concentracién de 0 :TgL de
diosgenina todas las cepas de la 1 a la 13 no presentaron halo de inhibicion, para la
concentracion de 1 ;—‘i las cepas 2 y 12 presentaron el menor halo (5 mm) mientras que
las cepas 3, 6 y 11 presentaron el mayor halo (8 mm), para la concentracion de 5 :TgL las

cepas 2y 12 presentaron el menor halo de inhibicidon (8 mm) mientras que las cepas 3y

6 presentaron el mayor halo (12 mm) y finalmente para la concentracién de 10 :TgL la cepa

12 presento el menor halo de inhibicion (10 mm) mientras que la cepa 6 presento el mayor
halo (16 mm).
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Esto se observo en los graficos de control de desviacion estandar (Grafica 4-6)
presentados para cada concentracion. Finalmente se obtuvo que el valor de F calculado
es mayor que el valor critico para F obtenido en tablas, por lo tanto, esto quiere decir que

la diosgenina si tiene un efecto significativo sobre las levaduras.

Se compararon los resultados obtenidos del andlisis de varianza entre los extractos
crudos y la diosgenina; los valores mas altos de inhibicion lo presentaron los extractos
crudos, esto debido a que esta sustancia presenta diferentes componentes no solo

saponinas como en el caso de la diosgenina que era una sustancia pura.
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ANEXOS

Preparacion de medio sélido Extracto de Levadura-Peptona-Dextrosa (YPD)

Para la preparacion de 520 ml de medio sélido YPD se pesaron 5.2 g de extracto de
levadura, 10.4 g de peptona, 10.4 g de dextrosay 13 g de Agar; los cuales se afiadieron
en un vaso de precipitado de 1000 ml, luego con una probeta se agregé un volumen
de 520 ml de agua destilada, después con una varilla agitadora se homogeniz6
perfectamente de manera que no se generardn grumos y posteriormente se verti6 el
medio en un matraz Erlenmeyer de 1000 ml, el cual se calenté con agitacion frecuente
y se hirvié durante 1 minuto para disolver completamente, después se esterilizd en
autoclave a 121 °C durante 15 minutos y se dejo enfriar. Finalmente se procedi6 al

vaciado en las 26 cajas de Petri estériles en un ambiente aséptico.

Preparacion de medio Agar Rosa de Bengala + Cloranfenicol

Para la preparacion de 520 ml de Agar Rosa de Bengala comercial; se pes6 16.64 g
del medio, el cual se afiadié en un vaso de precipitado de 1000 ml y con una probeta
se agregd6 un volumen de 520 ml de agua destilada, después con una varilla agitadora
se homogenizé perfectamente de manera que no Sse generaran grumos Yy
posteriormente se vertié el medio en un matraz Erlenmeyer de 1000 ml, el cual se
calentd con agitacion frecuente y se hirvio durante 1 minuto para disolver
completamente; después se esterilizd en autoclave a 121 °C durante 15 minutos y se
dej6 enfriar. Finalmente se procedi6 al vaciado en las 26 cajas de Petri estériles en un

ambiente aséptico.

Preparacién de medio Cromogénico

Para la preparacion de 520 ml de medio Cromogénico comercial; se pesaron 24.8 g
del medio, el cual se afiadié en un vaso de precipitado de 1000 ml y con una probeta

se agrego6 un volumen de 520 ml de agua destilada, después con una varilla agitadora
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se homogeniz6 perfectamente de manera que no Se generaran grumos Yy
posteriormente se vertido el medio en un matraz Erlenmeyer de 1000 ml, el cual se
calentd con agitacion frecuente y se hirvi6 durante 1 minuto para disolver
completamente (No sobrecalentar mas de 100°C), se dej6 enfriar y después se
procedié al vaciado en las 26 cajas de Petri estériles en un ambiente aséptico.

Finalmente se dej6 solidificar, se almaceno a 5 + 2 °C y se mantuvo en la oscuridad.

Preparacion de Caldo Base Rojo de Fenol

Para la preparacion de 560 ml de Caldo Base Rojo de Fenol comercial; se pes6 8.4 g
del medio, el cual se afiadié en un vaso de precipitado de 1000 ml y con una probeta
se agrego6 un volumen de 560 ml de agua destilada, después con una varilla agitadora
se homogenizé perfectamente de manera que no Se generaran grumos Yy
posteriormente se vertid el medio en un matraz Erlenmeyer de 1000 ml, el cual se
calentd con agitacion frecuente y se hirvio durante 1 minuto para disolver
completamente; una vez frio se vertié el caldo en los 140 tubos de ensaye colocando
4 ml en cada uno, se le agrego una campana Durham boca-abajo y se cerré en un
70% los tubos de ensaye. Finalmente se esterilizé en autoclave a 116 — 118 °C durante
15 minutos (No sobrecalentar) y se dejo enfriar.

Preparaciéon de Agar Mieller-Hinton + 2% de glucosa + Azul de metileno

Para la preparacion de 520 ml de Agar Mueller-Hinton comercial; se pesaron 19.76 g
del medio Mueller-Hinton, 10.4 g de glucosay 2.6x10* g de azul de metileno; los cuales
se afladieron en un vaso de precipitado de 1000 ml, luego con una probeta se agrego
un volumen de 520 ml de agua destilada, después con una varilla agitadora se
homogenizo6 perfectamente de manera que no se generaran grumos y posteriormente
se vertio el medio en un matraz Erlenmeyer de 1000 ml, el cual se calent6 con agitacion
frecuente y se hirvié durante 1 minuto para disolver completamente, después se
esterilizé en autoclave a 121 °C durante 15 minutos y se dejo enfriar. Finalmente se

procedi6 al vaciado en las 26 cajas de Petri estériles en un ambiente aséptico.
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