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Resumen

Saccharomyces cerevisiae es el microorganismo empleado desde la antigiiedad para la fermentacion de
bebidas alcohdlicas tales como el Tequila, proviniendo exclusivamente de la destilacion del mosto de las
pifias o cabezas de Agave tequilana Weber var. Azul. Con el propédsito de implementar un medio de
cultivo para el 6ptimo crecimiento de S. cerevisiae, para la mejor produccion de Tequila. En este trabajo
se evalud el crecimiento de la cepa LGMHO1 de S. cerevisiae, en medios de cultivo empleando como
fuente de Carbono distintas proporciones de jugo de Agave y melaza, para determinar en qué medio se
produce la mayor cantidad de biomasa y su capacidad de fermentacion en jugo de Agave. De manera
adicional se amplificaron y clonaron los genes Tup1 y Cyc8, para establecer su posible relacion con la
capacidad de la cepa LGMHO1 de realizar fermentaciones de alta gravedad (con alto contenido de
azucar).

Abstract

Saccharomyces cerevisiae is the microorganism employed since antiquity for the fermentation of
alcoholic beverages such as Tequila, coming exclusively from the distillation of the must of the Agave
heads from Agave tequilana Weber var. Blue. To implementing a culture medium for the optimal growth
of S. cerevisiae, for the best production of Tequila. This study evaluated the growth of the LGMHO1 strain
of S. cerevisiae, in culture media using as a Carbon source, different proportions of Agave juice and
molasses to determine in which medium the biggest amount of biomass is produces and its fermentation
capacity in Agave juice. Additionally, the genes Tup?1 and Cyc8 were amplified and cloned, to stablish its
possible relation with the capacity of the LGMHO1 strain to carry out high gravity fermentations (with high
sugar content).
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INTRODUCCION

Las levaduras son organismos eucariotas con gran diversidad respecto a su tamafio, forma y color. Son
consideradas hongos unicelulares y generalmente sus células son ovaladas, pero también pueden
encontrarse en forma esférica, cilindrica o eliptica. Se reproducen por fisidon binaria 0 gemacién y algunas
pueden ser dimoérficas [1]. Saccharomyces cerevisiae es anaerobia facultativa, por lo que se obtiene un mayor
rendimiento de biomasa en aerobiosis que en anaerobiosis. La produccion de levadura requiere ademas de
unas condiciones ambientales éptimas, de una variedad de nutrientes esenciales y vitaminas [2]. Para la
fabricacion industrial de levadura, las principales materias primas son el cultivo puro de levadura y la melaza
de cafia que constituye la principal fuente de carbono, debido a su alto contenido de azucares fermentables
(45 a 55% en peso seco) en forma de sacarosa, glucosa y fructosa

En cultivo tipico muestra 5 fases de crecimiento cuando es cultivado en medios liquidos con glucosa como
fuente de carbono: la fase lag, la fase logaritmica, el cambio diauxico, la fase postdiduxica y la fase
estacionaria. Durante la fase logaritmica las células alcanzan su maxima velocidad de duplicacion y llevan a
cabo un metabolismo fermentativo en el que se produce etanol [3].

La fermentacion del Tequila es un proceso bioldgico en el cual los azucares simples, glucosa y fructosa del
jugo de Agave son transformados principalmente en etanol, biomasa y pequefias cantidades de metabolitos
productores de aromas, que son responsables de las cualidades sensoriales del producto. En una
fermentacion modelo, en condiciones dptimas, cerca del 95 % de los azucares se convierten en alcohol y
diéxido de carbono, 1 % en biomasa y el 4% en otros productos como el glicerol [5]. Este proceso es llevado a
cabo por la levadura S. cerevisiae, con una duracion que varia dependiendo de cada compafiia Tequilera de
entre 1y 7 dias a una temperatura de 25 a 35 °C y se concluye cuando se han agotado los azucares.

El Tequila es producido exclusivamente de la destilacion del mosto de las pifias o cabezas de Agave tequilana
Weber var. Azul. El proceso clasico de produccion de Tequila se divide en cinco etapas: coccion del Agave,
molienda de los Agaves cocidos, fermentacion, destilacion y, en algunos casos, el envejecimiento [4]. El
polisacarido predominante en la planta de Agave es la inulina (CsH1005)-H20, que esta compuesta
principalmente de cadenas moleculares de fructosa (85 a 92 %); esta fructosa es obtenida de la inulina
mediante hidrélisis, en la mayoria de los casos por medios térmicos [3]. Esta es utilizada como sustrato por la
levadura para producir el Tequila, donde cada molécula de fructosa o de glucosa se convierte en dos
moléculas de etanol y dos de diéxido de carbono.

Cabe mencionar que el jugo de Agave tiene un bajo contenido de Nitrégeno, donde los aminoacidos son la
fuente principal de Nitrégeno. En la industria del Tequila, la deficiencia de Nitrégeno es compensada por la
adicion de fuentes de Nitrogeno, tales como sulfato de amonio o fosfato de amonio. Sin embargo, el jugo de
Agave podria ser no so6lo deficiente en Nitrégeno, lo que requiere la administracion de suplementos de
factores de crecimiento de levadura (tales como vitaminas y aminoacidos) [7].

El objetivo del presente trabajo es evaluar el crecimiento de la cepa LGMHO1 de S. cerevisiae, en medio de
cultivo con distintas combinaciones de melaza y jugo de Agave como fuente de carbono, para determinar el
medio de cultivo que produzca la mayor cantidad de biomasa. Posterior a esto se realizaron fermentaciones
con diferentes condiciones de preindculos para evaluar la capacidad fermentativa del medio seleccionado. Se
determinaron los azucares reductores directos y se realizaron conteos de células de S. cerevisiae; siendo, los
parametros cinéticos de crecimiento microbiano, herramientas basicas que permiten predecir el desarrollo de
la fermentacién y evaluar los rendimientos y las productividades en los procesos. De manera adicional se
pretende determinar si existen mutaciones en los genes Tup? y Cyc8 que codifican para factores de
transcripcion de la cepa LGMHO1, que pudiesen explicar su capacidad de crecimiento en altas
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concentraciones de azucar (fermentaciones de alta gravedad) por lo que se amplificaron los genes mediante
PCR vy se clonaron para su posterior secuenciacion.

MATERIALES Y METODOS

La cepa utilizada en este estudio de S. cerevisiae (cepa LGMHO1) es una cepa tequilera perteneciente al
cepario del Laboratorio de Genética Molecular de Hongos de la Universidad de Guanajuato.

Se evalué el crecimiento de esta levadura en medio de cultivo con melaza y distintas concentraciones de jugo
de Agave; 0%, 5%, 10%, 15% y 50%, como fuente de carbono y los componentes que se muestran en la
Tabla 1. Se utilizé medio YPD (10 g/L de extracto de levadura, 20 g/L de peptona y 20 g/L de dextrosa) como
control.

Tabla 1: Medio de cultivo.

Sustrato Cantidad
Melaza 50 g/L (100%, 95%, 90%, 85% y 50%)
MgSO4 0.75g/L
KH2PO4 354/l
(NH4)2S04 759/l
Vitaminas 500 pL
Minerales 50 uL
Jugo de Agave 0%, 5%, 10%, 15% y 50%

Se inoculé cada uno de los medios y se incubd por 18 horas a 28°C y 180 rpm. Posterior a esto, se realizé un
conteo celular mediante el uso de un hemocitémetro (camara de Neubauer) y/o mediante la densidad éptica a
600 nm, esto para determinar en qué relacion melaza/ jugo de Agave se obtiene mayor nimero de células. El
ensayo se realizo por triplicado.

Fermentaciones

Con las células crecidas en los distintos medios se realizaron las fermentaciones como se describe a
continuacion: Se fermenté en 50mL de jugo de Agave con 4 g/L de nutrientes Corralejo (nutrientes adquiridos
de la compafia Tequilera Corralejo S.A de C.V), se inoculé con 1x108 células/mL y se incubd a 33°C. Se
realizé una fermentacion en la cual se evalu6 a las 6 y 24 horas (por duplicado) y una segunda fermentacion
evaluada a las 2, 4, 6, 8 y 24 horas (por duplicado). Se cuantificaron azucares reductores (540nm) mediante la
técnica del acido dinitrosalicilico (DNS) (Miller, 1959), y la cantidad de células de levadura por mililitro a las 24
horas realizando un conteo celular mediante el uso de un hemocitémetro (camara de Neubauer).

Clonacion de los genes Tup1y Cyc8

Se realizd la extracciéon de DNA de la cepa LGMHO1 por la técnica fenol-cloroformo. Se realiz6 una
electroforesis en gel de agarosa al 1 % en TAE 1X para corroborar la extraccion, posteriormente se amplificé
el gen Tup?y Cyc8 mediante la técnica de PCR utilizando los oligos LEFT: GAACAACTGGCTGAACACGT vy
RIGHT: ACAGGAAAAGGAGGGGAAGG, INTERN LEFT: TTGGAGAGTATGGGAGAGTGGCA, e INTERN
RIGHT: CCTGTGGTTCAGCGTTCGTTATT, respectivamente. Las condiciones de PCR para Tup1 fueron:
94°C — 5 min, 1 ciclo; 94°C — 1 min., 30 ciclos; 58°C — 1 min., 30 ciclos; 72°C — 3 min., 30 ciclos y 72°C — 10
min., 1 ciclo. Las condiciones para Cyc8 fueron: 94°C — 5 min., 1 ciclo; 94°C — 30 seg., 30 ciclos; 55°C — 30
seg., 30 ciclos; 72°C — 3.5 min., 30 ciclos y 72°C — 10 min., 1 ciclo. El procedimiento se realizé de igual
manera para ambos fragmentos:
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Se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 1 % en TAE 1X del producto de la reaccién de PCR y se
purifico utilizando el kit QIAprep® Spin Miniprep Kit (250) (QIAGEN) siguiendo las indicaciones descritas por el
fabricante. El producto del PCR se adenilé y se ligd al vector p-GEMT-Easy (1uL) con 2ul Y 5uL del producto
adenilado. Se transformé cada fragmento en 5 yL de células competentes E. coli DH5a. por técnica de
choque térmico y se realiz6 la extraccidon de DNA plasmidico de E. coli por columna y corte enzimatico con la
enzima de restriccion EcoRI HF que se comprob6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 % en TAE
1X. El vector con la secuencia de interés se mandé secuenciar a la compania ELIMBIO.

RESULTADOS Y DISCUSION

Biomasa

La cepa LGMHO1 de S. cerevisiae es una levadura tequilera cuya caracteristica mas importante es que tiene
una alta eficiencia de fermentacién y es capaz de realizar fermentaciones de alta gravedad (con alto contenido
de azucar). Con la finalidad de optimizar un medio de cultivo donde se pueda obtener la mayor cantidad de
bimasa, se realizaron crecimientos de la cepa en medio de cultivo en donde la fuente de carbono se varié con
distintas proporciones de melaza y jugo de Agave, como control se emple6 el medio rico YPD. En la Figura 1
se muestra el resumen de resultados, donde podemos ver que una proporcion melaza-jugo de Agave 50:50
se obtiene la maxima concentracion de células (2.34 x108 cél/mL), no obstante, a una concentracion de 10%
de jugo de Agave se obtiene un promedio de 1.5 x10® cél/mL. Siendo bastante aceptable y con menor costo
que la proporcion 50:50.

En una concentracion de jugo de agave del 50%, se obtiene un incremento exponencial de células de S.
cerevisiae de hasta 2.34 x108 cél/mL. Debido a que existe un decremento de células en una concentracion de
jugo de agave del 15% (1.40x108 cél/mL), se presume que en una concentracion del 10% de jugo de agave se
obtiene el 6ptimo aumento biomasa, obteniendo en promedio 1.5 x108 cél/mL.

Fig. 1: Nimero de células en funcién al Medio de cultivo.
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Con los resultados obtenidos se realizaron las fermentaciones en jugo de Agave, se obtuvieron las células en
los medios con 0% de jugo de Agave, 10% de jugo de Agave y YPD.

Fermentacion |

Se observa el resultado de la fermentacion donde las células que provienen de los tres medios de crecimiento
probados tienen el mismo comportamiento en las tres fermentaciones, con resultados de ARD sin diferencias
significativas.
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Fig. 2: Cinética del consumo de azucar.
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Fig. 3: Cinética de consumo de azlcar a las 2, 4, 6, 8 y 24 horas.
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En la fermentacion Il (Fig.3) a las 6 horas se observdé un mayor consumo de azucar en la fermentacién del
medio que contenia Unicamente melaza (0% de jugo de agave), seguido del medio con 10% de jugo de
agave. En un periodo de 8 horas se logré un consumo aproximado del 94% de los azucares totales en las tres
fermentaciones. No se observan diferencias significativas en los tres medios de cultivo.

Clonacion de los genes Tup1y Cyc8

A partir de DNA gendmico de la cepa LGMHO01 se amplificaron los genes Tup1 (Fig. 4) y Cyc8 (Fig. 5), ambas
ampliaciones se ligaron al vector pPGEMT-Easy, en la Fig. 6 se observa la liberacién del gen Tup? al cortar el
plasmido con la enzima EcoRlI, donde se aprecia una banda correspondiente al vector y la otra corresponde al
gen Tup1, en el caso del gen Cyc8, se encuentra en proceso la comprobacién. Ambos genes seran enviados
a secuenciar para analizar su secuencia.
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Fig. 4: Amplificacién de Tup1. M, Fig. 5: Amplificacién de Cyc8. M, Fig. 6: Clonacion Tup1. M, marcador.
marcador. Pb, pares de bases. marcador. Pb, pares de bases. Pb, pares de bases.

CONCLUSIONES

Se logré un aumento significativo en el numero de células utilizando un 10% de jugo de agave, pero al realizar
la fermentacion con este medio de preindculo, resultd no tener una diferencia significativa en comparacion a
células crecidas en unicamente melaza o en medio YPD. Se realiz6 una segunda etapa de fermentacion, ya
que se queria conocer el tiempo de finalizacidén de la fermentacion. De esta manera se observd que aquellas
levaduras crecidas unicamente en melaza tuvieron un mayor consumo de azucar a las 6 horas, pero a las 8
horas las tres tuvieron el mismo comportamiento consumiendo el 93% de los azucares totales. A las 24 horas
se obtuvo un aproximado de 94% de azucares consumidos, por lo que la fermentaciéon se complet6 a las 8
horas. Aunque se logré un incremento en el nimero de células, al momento de fermentar, estas realizan el
mismo trabajo. Esto quiere decir que es posible reducir costos empleando preindculos con S. cerevisiae
LGMHO1 con melaza como fuente de carbono, esto sin perder su capacidad fermentativa. Se logré la
amplificacion de ambos genes Tup? y Cyc8, se cloné Tup1 en el vector pGEMT-Easy, listo para su
secuenciacion, esta en proceso la clonacién del gen Cyc8.
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