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Isolation and efficiency of native yeasts from fermentation vats for maguey
(Agave cupreata Trel. & Berger)
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ABSTRACT

Objective: Isolate and characterize the synergism of native microorganisms in maguey (Agave cupreata Trel. & Berger)
fermentation vats to distill mezcal.

Materials and methods: were scraped from the vat where the ground and formulated Agave is fermented to generate the
fermentation and obtain mezcal, they were processed in selective media and a sieve was carried out first and then the
sugar conversion efficiency.

Results: two yeasts were conveniently found, which showed promising indicators for the conversion of sugars to alcohol,
they were called ca strain one and the union of the two chosen, additionally they were subjected to the evaluation of
parameters such as cell dry weight, amount of ethanol produced (10.33+0.57 (c) and 12.57+0.57 (m) respectively and the
determination of total reducing sugars (starting from 500 mg )

Limitations of the study/implications: it was subjected to an in vitro work, pending the efficiency in agave sugars and the
concentration gradient.

Conclusions: the consortium in comparison of an isolated strain produced a greater quantity of alcohol regarding its

growth in the medium after 32 h of fermentation at a constant temperature of 37 °C and 160 rpm.

Keywords: fermentation, microorganisms, mezcal.

RESUMEN

Objetivo: aislar y caracterizar el sinergismo de microorganismos nativos de tinas de fermentacion de maguey (Agave
cupreata Trel. & Berger) para destilar mezcal.

Materiales y métodos: se recolectaron raspados de tina donde se fermenta el Agave molido y formulado para generar
la fermentacion y obtener mezcal, se procesaron en medios selectivos y se realizd primero un tamiz y posteriormente la

eficiencia de conversion de azucares.
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Resultados: se encontraron conveniente-
mente dos levaduras, que mostraron indica-
dores prometedores para la conversion de
azucares a alcohol se les denomino ¢ a la
cepa uno y m a la union de las dos elegidas,
adicionalmente se sometieron a la evalua-
cion de parametros como peso seco celular,
cantidad de etanol producido (10.33+0.57 (c)
y 12.57+0.57 (m) respectivamente y la deter-
minacion de azucares reductores totales (se
partio de 500 mg LY.

Limitaciones del estudio/implicaciones:
se sometid a un trabajo in vitro quedando
pendiente la eficiencia en azucares de agave y
el gradiente de concentracion.
Conclusiones: el consorcio en comparacion
de una cepa aislada produjo mayor cantidad
de alcohol respecto su crecimiento en
el medio a 32 h de fermentacion a una

temperatura constante de 37 °C y 160 rpm.

Palabras clave: fermentacion, microorganis-

mos, mezcal.

INTRODUCCION
lAgave cupreata Trel. & Berger (agave o maguey)
es una especie endémica del estado de Guerre-
ro, México, y ha sido usada desde la antiguedad
para producir bebidas fermentadas mediante el
conocimiento empirico. Las pifias o cabezas de los ma-
gueyes son ricas en inulinas (polisacaridos compuestos
por moléculas de fructosa unidos con un azucar ter-
minal), que al cocerse da lugar a la hidrolisis que rompe
los enlaces que unen a los polisacaridos proporcionan-
do fructosas libres, que al metabolizarse en condicio-
nes anaerobias se convierten a etanol liberando CO»
en este proceso participan diversos microorganismaos,
gue desarrollan interacciones bioticas entre dos o mas
especies de acuerdo a las necesidades de sus miem-
bros, involucrados en estrategias competitivas de inter-
cambio de metabolitos entre especies; donde aseguran
su nutricion y supervivencia en un medio con recursos
limitados (Hibbing et al., 2010; Ponomarova y Raosa-
heb, 2015; Pérez et al., 2016; Feichtmayer et al., 2017;
Ponomarova et al., 2017; Martino et al., 2018; Martinez
etal, 2018).

Al conjunto de microorganismos que se relacionan y
coexisten en un mismo tiempo y espacio establecien-
do relaciones antagonicas o sinérgicas se le ha deno-
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minado consorcios microbianos. Sus interacciones son
reguladas por el intercambio y equilibrio de moléculas
sefializadoras, que poseen alta productividad, resisten-
Cia a la invasion, y capacidad de procesar los sustratos
a su alcance. El grado de competencia de una cepa
depende de factores bidticos y abidticos que determi-
nan su capacidad para superar a otra, e interacciones
negativas podrian disminuir la concentracion de etanol
producido y generar compuestos secundarios no de-
seados que influyen en la calidad sensorial del produc-
to. (Hoffner y Barton, 2014; Ciani et al,, 2016; Ming et
al., 2016). Los procesos de produccion de bebidas al-
cohdlicas son impulsados por consorcios microbianos,
que interactlan con el medio a fermentar definiendo
la seguridad de las fermentaciones y caracteristicas del
producto; por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae es
uno de los microorganismos mas utilizados en la indus-
tria para la produccion de etanol, debido a su prevalen-
cia en la fermentacion espontanea por su capacidad de
fermentar etanol a partir de azucares hidrolizados. Otro
de los de microorganismos reportados en la literatura
es Saccharomyces paradoux, nativo del aguamiel de
agave, que sintetiza endoinulasas para desdoblar fruc-
tooligasacaridos, para la produccion de mezcal (lvey,
Massel y Phister, 2013; Smid y Lacroix, 2013; Albuquer-
que et al., 2013; Branco et al,, 2015; Sandoval-Gonza-
lez et al., 2018). con base en lo anterior, el objetivo del
presente estudio, fue aislar y caracterizar el sinergismo
de microorganismos nativos de tinas de fermentacion
de maguey (Agave cupreata Trel. & Berger) para destilar
mezcal.

MATERIALES Y METODOS

La recoleccion se llevd a cabo en la comunidad de
Amojileca, municipio de Chilpancingo Guerrero, Méxi-
co, la toma y manejo de la muestra de raspado de tinas
de fermentacion se realizd conforme a la NOM-109-
SSA1-1994. Para la preparacion de las muestras e ino-
culacion de las cajas, se homogenizaron 7.6 g de ras-
pado con 65 mL de solucion salina de la cual se tomo
100 ul para su inoculacion en los medios Sabouraud,
Agar infusion cerebro corazon, Gelosa sangre BHI
(GQC). Se incubd a una temperatura de 352 °C durante
24 h. La identificacion bioguimica se realizo tras aislar las
colonias obtenidas y se inoculd en los medios sal y ma-
nitol y Mac conkey para evaluar algunas caracteristicas
bioguimicas. Se midio la actividad de la enzima ornitina
decarboxilasa, la capacidad de movilidad y fermenta-
cion de carbohidratos en condiciones variables de nu-
trientes, con vitaminas (caldo tioglicolato) y sin vitaminas
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(caldo soya (Glycine max L)), a su vez se realizd tincion
de Gram que permitio la identificacion de las cepas y su
morfologia. Para los ensayos de competencia, se deter-
mino usar de las cepas identificadas a la cepa 1, y cepa
3 para construir el consorcio. Se colocaron ambas ce-
pas en el medio, formando dos lineas de cruce entre
ellas para determinar si existia una relacion antagonica
a traves de la inhibicion de alguna de ellas. Para el peso
seco celular, se inocularon ambas cepas en medio caldo
soya tripticaseina, se incubo a 37 °C con una agitacion
constante de 160 rpm, y se determino la absorbancia de
las muestras por espectrofotometria a 600 nm, cada 3
h. Por ultimo, se calculd peso seco celular mediante la
siguiente formula:

abs=0.37 g peso seco celular Lt

Método de DNS

Se cuantificaron los niveles de azucares reductores,
los resultados fueron comparados con estandares de
concentraciones conocidas de glucosa a partir de una
solucion stock de 1 g L~! a una absorbancia de 540 nm
en un espectrofotometro UV-Vis. Para la cuantificacion
de etanol, se determind el porcentaje de etanol me-
diante el alcoholimetro de ambas cepas a las 32 h de
fermentacion.

RESULTADOS Y DISCUSION

En este estudio, se aislo un total de siete cepas por me-
dio del raspado de tinas en las que se lleva a cabo la
fermentacion del mosto de agave. Se logro aislar dife-

Cuadro 1. Perfil bioquimico de las cepas aisladas de mosto de agave.

rentes cepas de levaduras en distintos medios, de las
cuales se eligieron dos para formar parte del consor-
cio microbiano asociado a la fermentacion del jugo de
agave (Cuadro 1).

Con base en los ensayos anteriores se seleccionaron las
cepas 1y 3 para el ensayo de competencia (Figura 1), las
cuales presentaron una relacion de sinergismo.

En relacion a la cinética de crecimiento, los resultados
de la Figura 2 muestran que la cepa ¢ tuvo mayor consu-
mo de azUcares reductores con 0.05%+0.03; sin embar-
go, se observo una concentracion menor de etanol con
10.37£0.57 en comparacion con la cepa m con menor
consumo de azucares con 0.06x0.01 y mayor conteni-
do de etanol con 12.57+0.57. Para medir la concentra-
cion de etanol a 32 h de fermentacion, se utilizo un alco-
holimetro. La Figura 3 muestra que la cepa ¢ tuvo menor
porcentaje (10.37+0.57) de etanol en comparacion con
la cepa m que presentd mayor porcentaje (12.57+0.57)
de etanol.

Con respecto a la cuantificacion de etanol de las cepas
a las 32 h de fermentacion, se obtuvo diferencias sig-
nificativas. En la cepa ¢ tuvo una concentracion menor
de etanol con 10.33+0.57 en comparacion con la cepa
m gue tuvo una mayor concentracion de etanol con
12.57=0.57.

En el Cuadro 2 se muestran los resultados de la de-
terminacion de azucares reductores y del peso seco

Perfil bioquimico

epa epa epa epa 4 epa epa O epa
Catalasas - + - - - - -
Tincion de Gram +/—= + +/= +/= +/= +/= +/=
Movilidad + N.D + + + + +
Ornitina descarboxilasa - N.D - - - - -
Fermentacion en caldo de soya
Dextrosa + N.D + - + - -
Xilosa - N.D - - - + -
Trehalosa - N.D + - - - -
Fermentacion en medio tioglicolato
Dextrosa + N.D - - +
Xilosa + N.D + + -
Trehalosa + N.D + + - + +
+=Positivo. —=Negativo. N.D=No determinado. +/—=Misma morfologia para Gram positivo 0 negativo.
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Figura 1l Ensayo de competencia. a) Se puede apreciar el sinergismo existente entre las cepas 1y 3 en agar sangre infusion cerebro
corazon, observandose que las estrias se cruzan. b) Estudio morfologico de la cepa 1, se visualizan formas ovoides Gram variable. ¢)
Estudio morfologico de la cepa 2, se observan microorganismos ovoides Gram variable. Tincion Gram. 100x.

Cinética de crecimiento Cuadro 2. Determinacion de azucares reductores y del peso seco

08 @ C celular en el tiempo de las cepas cy m.
mm . Azucares reductores Peso seco celular
A Azicares reductores ¢ Tiempo | Cepa (g °h g Y
O 6 . g g
: WV Azucares reductores m
0 cepac 048+0.03 ab 0.009+0.0001d
g 0 cepam 0.52+0.06 a 0.0018+0.0011 d
qg 4 cepac 0.37%+ 0.07 cd 0.0019+0.0010d
s 4 |cepam 048+0.02 ab 0.0009£0.0002 d
g 8 cepac 042+0.02 bc 0.0131+0.0087 d
& 8 cepam 045%0.012 abc 0.0124+0.0041d
‘ ‘ 22 cepac 0.26+0.03 ef 0.3649+0.0012 d
10 20 30 40 22 cepam 0.29+0.02 de 0.3665+0.0006 ¢
Tiempo 25 cepac 0.21+£0.03 efg 0.3695+0.0004 c
_02 J
25 cepam 0.17%+0.02 fg 0.3658+0.0045 ¢
Figura 2. Cinética de crecimiento celular y reduccion de azucares. 28 N N
Crecimiento celular y azucares reductores de la cepa c¢ (individual) y cepac 013+£001gh 0.3539+0.0198 bc
la cepa m (dos cepas) en funcion del tiempo de fermentacién a una 28 cepam 0.076%x0.02 h 0.3856+0.0013 ab
misma concentracion de azucares. 32 | cepac 0.05+0.03 h 0.3811+0.0069 c
32 cepam 0.06+0.01h 0.3943+0.0021 a
157 c: cepa 1. m: mixta. Mas de dos letras indican que son estadistica-
@ Cepac .
mente diferentes.
® Cepam
10 A

celular en diferentes tiempos. Es importante resaltar
que se registraron diferencias significativas en la deter-
minacion de azucares reductores en el tiempo O, cepa
5 4 c (048%=0.03 ab), en el tiempo 4, cepa ¢ (0.37x0.07
cd) y cepa m (048%=0.02 ab), en el tiempo 8, cepa ¢
(042%0.02 bc) y cepa m (045x0.012 abc), en el tiempo
22, cepac (0.26x0.03 ef) y cepam (0.29x0.02 de), en el
tiempo 25, cepa ¢ (0.21=0.03 efg) y cepa m (0.17x0.02
fg), en el tiempo 28, cepa ¢ (0.13+0.01 gh), lo que con-
trasta con lo obtenido en el peso seco celular en el mis-
mo tiempo y en la misma cepa (0.3539+0.0198 bc).

Etanol (% v/v)

O T T T 1
0 10 20 30 40
Tiempo (h)

Figura 3. Porcentaje de produccion de etanol por las cepas a 32 h de
fermentacion de la cepa c y cepa m.
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Se aislaron siete cepas a partir del raspado de tinas en las
que se lleva a cabo la fermentacion del agave. La pifia
de agave es tratada en un medio enriquecido con car-
bohidratos complejos que al cocerse se hidrolizan y dan
lugar a azucares mas sencillos. La mayoria de las cepas
descritas en el Cuadro 1 se identificaron como levaduras,
sin precisar la especie; sin embargo, se puede inferir que
al menos una de las cepas podria pertenecer a la especie
de Saccharomyces cerevisiae, |0 anterior de acuerdo a
Dashko y colaboradores (2014), que al trabajar con esta
especie identificaron la predominancia de esta especie
en las comunidades microbianas presentes en alimentos
con altos contenidos de azucar.

Mediante el ensayo de competencia se determino inte-
raccion sinérgica entre los microorganismos de las ce-
pas 1y 3, a partir de lo cual se construyo un consorcio, el
cual mostro buen desempefo en el proceso de fermen-
tacion, ya que se obtuvo mayor produccion de etanol
12.57x0.57; lo que concuerda segun lo reportado por
Ponomarova et al. (2015), quienes mostraron métodos
para reemplazar el metabolismo aislado de un cultivo
puro contra el de las comunidades microbianas. Ademas
determinaron conexiones entre las especies y expusie-
ron que el intercambio de nutrientes entre los microor-
ganismaos proporciona una ventaja en la eficiencia a las
comunidades microbianas.

La fermentacion alcohodlica espontanea, esta determi-
nada por el crecimiento de las levaduras inoculadas, la
cepa aislada y denominada ¢, y las cepas en conjunto
denominadas m, las interacciones entre las especies im-
pacta en la produccion de etanol y en el consumo de
nutrientes (Fleet, 2003). En los cultivos realizados en un
volumen de 100 mL, al calcular el peso seco celular de
las levaduras inoculadas en el medio enriquecido con
glucosa, se determind que la fase de adaptacion conclu-
yO a la tercera hora después de su inoculacion, la fase
exponencial inicio llegada la hora seis.

En la evaluacion del consumo de azucares, la concen-
tracion de glucosa presente en el matraz disminuyo con-
forme la cepa aumentaba su crecimiento, el consumo
de azucares fue de 048 g a 0.03 g de la cepa ¢, y de
0.52ga0.06 genlacepam alolargo de las 32 h de fer-
mentacion, aungue no se obtuvieron diferencias signifi-
cativas entre el consumo de ambas; sin embargo, la pro-
duccion del alcohol si fue diferente, siendo la cepa m la
de mayor produccion de etanol con 10.33% de alcohol,
que es estadisticamente significativo con la cepa ¢, cuyo

contenido de alcohol fue de 12.57% (Figura 3). Renouf
et al. (2006) evaluaron los niveles de fermentacion en-
tre S. cerevisiae y un cultivo mixto, el tiempo de consu-
mo de azucares fue de 20 d para S. cerevisiae, y para el
cultivo mixto se redujo a un total de 14 d, en cuanto al
porcentaje de alcohol de las muestras, S. cerevisiae tuvo
un porcentaje de alcohol de 9%(v/v) que no resultd ser
estadisticamente significativo al 8%(v/v) del cultivo mixto.
Este fendmeno observado ha sido tratado por Ozilgen
et al. (1991), quienes propusieron modelos matematicos
simples para simular el crecimiento bacteriano, reducir la
utilizacion de azucar y aumentar la produccion de etanol
en un proceso de fermentacion espontanea.

CONCLUSIONES
ediante un perfil bioquimico, se aislaron siete
cepas de levaduras obtenidas del raspado de
tinas en las que se lleva a cabo la fermen-
tacion espontanea del mosto de agave. El
ensayo de competencia se determind en agar sangre
infusion cerebro corazon, donde se observo sinergismo
entre la agrupacion de los microorganismos aislados de
las cepas 1y 8. Dado el sinergismo, éstas fueron elegidas
para construir un consorcio microbiano.

Se evaluo la conversion de azucares a etanol en un pe-
riodo de 32 h, encontrandose 10.33+0.57 enlacepaly
12.57+0.57 en el consorcio microbiano.
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