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AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE CEPAS SILVESTRES DE
JALISCO DE Saccharomyces cerevisiae EN JUGO DE Agave tequilana

Weber.

RESUMEN

Se obtuvieron cinco cepas de levaduras Saccharomyces cerevisiae de varios
municipios del estado de Jalisco, México. Las cepas AA y AT2 se aislaron a
partir de la exposicion al aire de medio de cultivo jugo de agave sélido en cajas
de petri. La mixta se aislé de una fermentacion de medio fiquido en un vaso de
precipitado bajo las condiciones ambientales del laboratorio. La cepa Amatitan
se aisié de un mosto que fue proporcionado por una empresa tequilera de
Amatitan y la Pan se obtuvo a partir de crema de levadura para la elaboracién
de pan.

La caracterizacion de las cinco cepas de Saccharomyces cerevisiae consistié
en parametros de crecimiento y de fermentacion. El rendimiento de biomasa
para las cepas fue 0.512 g/i para la cepa Mixta, 0.44 g/l para la Pan, 0.404 g/!
para la AT2, 0.394 g/l para la AA y 0.36 g/l para la Amatitan. La cinética de
fermentacion de las cepas muestra que a las 44 h se logra la mayor produccion
de alcohol. De las cepas evaluadas ia AA es la que alcanzé la mayor
produccién de alcohol con 63.29+2.61 g/l, seguida de las cepas PAN, AT2,
MIXTA con producciones de 57.4+5.31 g/l, 53.843.40 g/l y 53.413.25 ¢/,
respectivamente. La cepa con menor produccién de aicohol fue Amatitan con
solo 37.411.95 g/l. Los rendimientos de alcohol fueror desde 0.514+0.021 gfl
para la AA hasta 0.253x0.013 g/l para la Amatitan. La productividad vari6
desde 1.438+0.059 gh' hasta 0.850+0.044 g'h’. La eficiencia fue de 99% para
la AA, 97% para la AT2, 90% para la Mixta AT2, 76% para pan y 50% para la
Amatitan.

Se seleccionaron las cepas AA, MIXTA y AMATITAN para evaluar su
comportamiento de fermentacién en mostos tequileros con mezclas entre ellas.
Las mezclas fueron AA/AMATITAN y AA/MIXTA. La cinética de fermentacion
de las mezclas AAJAMATITAN presentd una produccion de aicohol de 31.5 g/l,
mientras que la AA/MIXTA presentd 24.5 g/l. La productividad fue mayor para
la mezcla AAJAMATITAN con 0.773 gh' y la AA/MIXTA alcanzo 0.629 g'h'. Los
rendimientos de alcohol fue mayor para fa mezcla AAJAMATITAN con 0.470 g/l
en relacién a {a AA/MIXTA que aicanzo 0.440 g/l. La eficiencia de la biomasa
fue del 88% para fa mezcla AA/MIXTA mientras que la AAJAMATITAN alcanzo

el 73%.



1. INTRODUCCION

El tequila es una bebida asociada con México y particularmente con el
estado de Jalisco, donde existen aproximadamente 57 compafiias registradas
como productoras (Camara Nacional de la Industria Tequilera, 2002). En estas se
producen diferentes tipos de tequilas que difieren principaimente por la proporcion
del jugo de agave usado como materia prima, el proceso de produccidn, el
microorganismo utilizado en la fermentacién, el equipo de destilacion, asi como el

tiempo de maduracion y afiejamiento (Cedefio, 1995).

El proceso para producir tequila, consta basicamente de 4 pasos que son: el
cocimiento de las cabezas de agave, la molienda para extraer el jugo, la
fermentacion del jugo y la destilacién para fa separacién del tequila de! substrato
agotado. Durante la fermentacion {as levaduras juegan un papel importante ya que
son ellas las que convierten el aztcar en alcohol con distintos compuestos

organolépticos que contribuyen al sabor final del tequila.

La produccion de tequila esta regulada por el Consejo Regulador del
Tequila bajo la norma oficial NOM-006-SCF1-1994 (SECOF{, 1994). Asimismo la
Camara Nacional del Tequila registra, de enero a septiembre del 2002, una
produccion de tequila de mas de 106 millones de litros de tequila & 40% aic/vol, de
los cuales se exportaron mas de 68 millones de litros equivalentes al 63.9% de la

produccién total.

El auge de fa industria tequilera ha provocado un mayor interés en
incrementar la produccién para satisfacer la gran demanda que existe, de modo
que es necesario optimizar métodos y procesos con el fin de alcanzar mayor
eficiencia y productividad, que a su vez nos permitan obtener productos con
caracteristicas organolépticas constantes, que satisfagan las demandas de!
mercado. Aunque la industria tequilera tiene aproximadamente 200 afos de

existencia, en algunas casos el atraso tecnoldgico va mas alla de 50 arios, por o



que es frecuente que se produzca un tequila de manera ineficiente y rudimentaria,

sin que esto en realidad garantice una alta calidad (Pinal, 1997).

En general las industrias tequileras realizan una fermentacién natural del
jugo de agave, esto es sin la elaboracion de un inoculo con cepas de levaduras
con caracteristicas de crecimiento y de fermentacion conocidas. Esto ocasiona que
no siempre se obtenga un producto similar en cada lote de fermentacion, pues en
cada fermentacion se utilizan diferentes cepas y/o mezclas de levaduras con otros
microorganismos Acomo bacterias, que producen diferentes compuestos
organolépticos que dan olor y sabor al tequila, por lo que se presenta una variacion
constante en la calidad de la bebida alcohélica. Ademas el tiempo de fermentacion
es mas lento lo que ocasiona un gasto de operacién en la empresa. Ademas se ha
reportado que en mezclas de levaduras se obtienen mejores valores en los
parametros de fermentacion, tales como el rendimiento de alcohol y eficiencia
(Bernal-Abascal et al., 1999).

Es por esto que es de fundamental impontancia evaluar las caracteristicas
de crecimiento y de fermentacion de cepas de levaduras silvestres de algunas
regiones tequileras, asi como de mezclas de cepas, para que fermenten jugo de
agave. Esto ayudaria a tener bajo control la generacion de un producto similar con
compuestos organolépticos deseados y evitar los no deseados. Asimismo que se
logre producir tequila para satisfacer la demanda del mercade con estandares de

calidad bajo los cuales compita con otras bebidas reconocidas internacionalmente.

Cabe hacer notar que este trabajo forma parte de un proyecto de
investigacion que se esta desarrollando para una empresa tequilera del municipio
de Tlaquepaque, Jalisco, en donde resulta interesante el aislamiento y la
caracterizacion de las cepas de levaduras a nivel .aboratorio para después
{levarias a la planta productora de la empresa y si resuitan favorables su utilizaciéon

posterior en la fabricacion del tequila.
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2. ANTECEDENTES

El tequila es obtenido por ia destilacion del jugo fermentado dei Agave
tequilana Weber var. azul y estd supervisada por el gobierno mexicano bajo la
norma oficial NOM-006-SCFI-1994 (SECOF1, 1994). Ademas, el tequila ostenta
denominacién de origen, lo cual significa que sélo puede ser nombrado como tal,
la bebida alcohdlica elaborada con maguey de la especie Agave tequilana Weber
var, azul y cultivados en el estado de Jalisco, asi como algunos municipios de los

estados de Guanajuato, Michoacan, Nayarit y Tamaulipas.

2.1. Importancia de la industria tequilera

La produccion anual de tequila ha tenido un vertiginoso aumento entre los
afios de 1994 a 1999, pero ha disminuido en el 2000, pasando de 78.5 millones de
litros en 1989 a 190.6 millones de litros en 1999 y de 181.6 millones de litros en el
2000, hasta 146.6 millones de litros en el 2001. de enero a septiembre del 2002 se
obtuvo una produccién de 106 miilones de litros, esto se muestra en la figura

1(Camara Nacional de la Industria Tequilera, 2002).

Es por esto que es de fundamental importancia el desarrolic tecnoldgico del
proceso de produccion de tequila, a tal grado de tener bajo control la generacion
de compuestos deseados y evitar los no deseados, de manera que se logre
producir tequila para satisfacer la demanda del mercado y al mismo tiempo que
presente estandares de calidad bajo los cuales compita con otras bebidas

reconocidas internacionalmente (Pinal, 1997).

[9F]
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Figura 1. Exportacién y consumo nacional de la produccion anual de
tequila de 1989 a 2001.

2.2. Etapas para la produccion del tequila
El proceso para producir tequila, consta basicamente de 4 gasos principales

que son: cocimiento, malienda, fermentacion y destilacién (Cedefio, 1995).

Cocimiento
El cocimiento tiene 3 propésitos:
a.- Permitir la hidrélisis de la inulina en azicares libres, principalmente
fructosa.
b.-Caramelizacion de azucares para la produccion de compuestos que
contribuyen al aroma y sabor def tequila.
¢.- Suavizar la consistencia del agave para facilitar la molienda.

£l cocimiento se lleva acabo en hornos y en autoclaves. El cocimiento en
hornos es lento y la inyeccion de vapor se realiza durante 36 h para obtener
temperaturas de 100° C, después el vapor es liberado y el agave dejado en ef

horno durante 2 dias mas para su completo cocimiento. Enseguida se colecta un
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liquido dulce llamado “mieles de cocimiento” para usarse en la formulacion
mosto, debido a su alto contenido de azlcares fermentables, para que finaimente

el agave cocido se deje enfriar abriendo el horno (Cederio, 1985).

El cocimiento en autoclaves se realiza inyectando el vapor por 1 h hasta que
el vapor condensado lave el agave; asi se obtiene un liquido condensado llamado:
‘mieles amargas”, el cual es descargado, ya que tiene un bajo contenido de
azucares fermentables. El vapor se inyecta durante 6 h mas para obtener una
presiéon aproximadamente de 1.2 Kg/em y una temperatura de 121° C. Al finalizar
este tiempo el agave permanece en el autoclave, sin vapor adicional, cociéndose
lentamente durante 6 h mas para obtenerse un jarabe de alta concentracién de

azucar para usarse en la formulacién del mosto.

Molienda

En esta etapa el agave cocido se pasa a través de cuchillos para ser
desgarrado, enseguida se pasa por unos molinos, a los cuales se les aplica agua
para obtener los azlcares. Este paso genera el subproducto llamado bagazo de
maguey tequilero, el cual representa entre el 25 y 40% del total del peso del agave
molido, en base del peso hiumedo. Este bagazo esta compuesto en porcentaje de
base seca por: celulosa, hemicelulosa, lignina, nitrogeno total, pectinas, aztcares

solubles y otros compuestos (Cederio, 1995).

Fermentacién

Una vez que se formula el mosto con los nutrientes requeridos y se alcanza
una temperatura alrededor de los 30° C, se inocula con 5 a 10% del volumen final,
con un cultivo de Saccharomyces cerevisiae, que por lo general son cepas las
cuales se utilizan en la panificacién y en su mayoria no se encuentran

caracterizadas ni mucho menos con un historial de eficiencia de transformacion.

La produccién de aicohol etilico esta asociado con la formacion de
compuestos que contribuyen al sabor final del tequila los cuales son: los

compuestos organolépticos 0 sus precursores, entre los que se encuentran el




acetaldehido, factato de etilo, aldehidos, cetonas, etc. los cuales son producidos
en la subsiguiente maduracion del mosto antes de pasar a la destilacion (Cederio,
1995).

Existen factores que influyen en la formacién de compuestos
organolépticos, la cantidad de compuestos organolépticos es menor en las
fermentaciones rapidas que en las fermentaciones lentas, es por eso que el sabor
y la calidad general del tequila es mejor en los mostos fermentados lentamente
(Cederio, 1995).

La velocidad de fermentacion depende principalmente de la cepa de
levadura empleada, la composicién del mosto y de las condiciones de operacidn.
E! contenido de azlicar del mosto disminuye de un valor inicial de 4 a 11 hasta
0.4% (p/v) de azicares reductores si se emplea una cepa de levadura eficiente, de
lo contrario el contenido de azicares residuales puede ser mas alto incrementando

los costos de produccién (Cedeno, 19985).

La produccién de etanol puede ser detectada casi desde el inicio y la
disminucién del pH de 4.5 a 3.9 es caracteristico de {a fermentacion. El contenido
alcohdlico al final de la fermentacién oscila entre 4 y 9%(v/v), dependiendo de la
concentracion inicial de azUcar. La temperatura de fermentacién que excede los
40° C, puede causar el final de ésta, teniendo como consecuensia la pérdida de

etanol y del sabor, afectando y disminuyendo la calidad del tequila (Cedefio, 1995)

Por otro lado, durante el proceso de fermentacion, se utilizan condiciones no
asépticas para causar un aumento en la actividad bacteriana. Este aumento
depende de diversos factores tales como la velocidad de crecimiento de la
levadura durante la propagacion de la levadura, la abundancia de la bacteria en la
materia prima asi comg las normas de higiene en la destileria, esta actividad de las
bacterias contribuye a las caracteristicas organolépticas del producto final
(Cederfio, 1995).



Destilacion

La destilacién consiste en la separacion y concentracion del mosto
fermentado. Ademas de etanol y otros productos secuﬁdarios deseables, el mosto
contiene células de levadura agotadas, proteinas, sales minerales y algunos
acidos, asi como particulas solidas de agave, que consisten de celulosa y pectina
(Cedefio, 1995).

Existe un gran nimero de tipos y grados de destilacion, siendo los mas
usados los alambiques y las columnas de rectificaciéon. Los alambiques son
considerados la forma mas antigua de equipo de destilacién. Estos normalmente
estan hechos de cobre, los cuales fijan compuestos volatiles que contienen azufre,
producidos durante la fermentacion; ademas de funcionar como catalizador

favorable para las reacciones de los componentes del vino (Léauté, 1990).

2.3. Tipos de tequila

El tequila es una bebida tradicional de México con denominacion de origen,
y en la norma (SECOFI, 1994) se establece que de acuerdo a su elaboracién este
se clasifica en:

1) Tequila 100% de agave.- Es aquel que se obtiene de los mostos que
Gnica y exclusivamente contienen azucares del jugo de Agave tequifana weber var.
azul.

2) Tequila.- Es el que proviene de los mostos a los que se les han
adicionado hasta un 49% de otros azlcares fermentables tales el azicar de cana,

el piloncillo, las melazas de cafia y el jarabe de maiz.

La graduacion comercial del tequila es de 38% a 55% sin embargo, de
acuerdo a sus caracteristicas se clasifica en cuatro categorias que son:

a) Tequila bianco (Tipo I). Producto obtenido de la destilacion y ajustado con
agua de dilucion a su graduacién comercial.

b} Tequila joven abocado (Tipo ll). Es un tequila blanco cuyo sabor ha sido
matizado, mediante la adiciéon de saborizantes y colorantes inocuos como color



caramelo, extracto de roble o encino natural, glicerina y/o jarabe a base de azucar,
para que de este proceso, la coloracion resulte amarilienta. v
c) Tequila reposado (Tipo Ill). Producto que se deja por lo menos dos
meses en recipientes de madera de roble o encino, susceptible de ser abocado y
ajustado con agua de dilucion a su graduacion comercial.
d) Tequila anejo (Tipo IV). Producto sometido a proceso de maduracion por
lo menos un afio en barricas de madera de roble o encino, susceptible de ser

abocado y ajustado con agua de dilucion a su graduacién comercial. |

De esta manera, podemos tener tequila (obtenido a partir de un mosto
mixto) blanco, reposado y afejo; asi como tequila 100% de los tipos blanco,
reposado y afiejo, aunque estos productos deben indicar que fueron obtenidos

usando sélo agave y elaborados bajo la supervision del gobierno mexicano.

2.4. Fermentaciones alcohdélicas con levaduras

Las fermentaciones producidas por levaduras intervienen en la elaboracion
de alimentos como el pan, quesos de maduracion externa, productos carnicos, asi
como en la produccién de bebidas alcohdlicas como la cerveza, los distintos tipos

de vino; y en ia produccion de aditivos, y la obtencion de enzimas.

Las levaduras son cuantitativamente y economicamente unc de los grupos
mas importantes de microorganismos explotados por ef hombre .con fines
comerciales. La importancia de estos reside en su aplicacion industrial, para {a
obtencion de productos Utiles, debido a las propiedades fermentativas y oxidantes
que desarrollan sobre determinados sustratos. Su contribucion al progreso del
hombre se ha basado ampliamente en su capacidad para producir una rapida y

eficiente conversién de azucares en alcohol y COx.

La fermentacion alcohdlica es la formacion de alcohoi etilico a partir de
glucosa y otros azdacares como !a sacarosa e inulina, por la accion enzimatica de

microorganismos. Las levaduras son cominmente utilizados para la produccién de



alcohol, debido a su gran capacidad para fermentar aztcares aunque estas
difieren ampliamente en su capacidad de tolerancia y produccion de alcohol. Por
este motivo, el hombre ha empleado a las levaduras aesde hace muchos siglos
para fermentar zumos de frutas, para esponjar el pan y para hacer sabrosos y

nutritivos ciertos productos alimenticios.

En México se producen diversas calidades de alcohol que van desde
refinados para usos potables hasta el utilizado como combustible domestico.
Dentro de la demanda a satisfacer se incluye también el consumo para fines

sanitarios y para otras ramas de la industria (Blanco y Herryman, 1987).

Actuaimente la demanda de alcohol es superior a las posibilidades de
suministro, por lo que resulta de gran importancia incrementar los niveles de
produccion a fin de satisfacer dicha demanda (Maiorella et al, 1984; Blanco y

Herryman, 1987).

De acuerdo a Kirk y Othmer (1981); Presscot y Dunn {1976) los procesos
empleados en la fabricacién de alcohol etilico por fermentacién dependen de la

naturaleza de la materia prima, y estos pueden ser agrupados en:

a) Materias primas azucaradas; que contienen una mezcla de sacarosa, glucosa y

fructosa como lo son el jugo de cana, las mieles y las melazas.

b) Materias primas celuldsicas como el bagazo, maderas o residuos desechables

del procesamiento de la madera, los restos de plantas, etc.
c) Materias primas ricas en almidon, como la yuca, la papa y el maiz.

La melaza y el jugo de cafia son comunmente empleados para la
produccién de alcohol por ser facilmente disponibles y econdmicos. En los Gitimos
anos se han empleado melazas para la fabricacién de etanol, esta materia es el

jarabe residual del jugo concentrado de azicar de cafia una vez separados los




cristales de aztcar; suelen tener del 48 al 55% de azucares- especiaimente

sacarosa (Kar y Viswanathan, 1985).

Las levaduras mas utilizadas son del género Saccharomyces,
especialmente las especies S. cerevisiae y S. uvarum pero, en ciertas ocasiones,
se emplean las especies S. amensis y Schizosaccharomyces pombe (Sturion,
1988).

2.5. Biologia de las levaduras

La preocupacién principal en la obtencion de bebidas alcohélicas es la
eficacia tecnolégica. Las levaduras son organismos heterotréficos que pueden
usar azlcares y una variedad de compuestos organicos como fuentes de
nutrimentos. De estos compuestos ellas obtienen los esqueletos de carbono
necesarios para realizar sus diferentes reacciones de biosintesis (Rose y Harrison,
1971).

Las levaduras, como las bacterias y otras formas de vida, requieren de
ciertos materiales nutritivos y condiciones en el medio para un apropiado
crecimiento y reproduccion. Algunos elementos son basicamente necesarios, como
por ejemplo: el carbono, hidrégeno, oxigeno, nitrégeno, fésforo, potasio, azufre,
calcio, hierro y magnesio. Un suministro adecuado de agua es esencial para que

puedan llevar a cabo actividades vitales (Prescott y Gordon, 1962).

Aunque la taxonomia de Saccharomyces reviste una gran importancia para
la ciencia de la microbiologia, la preocupacién principal en la obtencion de bebidas
alcoholicas es a eficacia tecnolégica. En la actualidad se conocen alrededor de 39
géneros de levaduras con 400 especies de las cuales las mas utilizadas para la
produccién de etanol son la Saccharomyces cerevisiae y S. carisbergensis (Murillo
et al., 1984; Concheiro, 1985; Stewart, 1985).



En algunas ocasiones son insignificantes o minimas las diferencias
taxondmicas entre las cepas, pero para los industriales que elaboran cerveza, asi
como otras bebidas alcohdlicas, estds minimas diferencias son de gran

importancia (Varnam y Sutherland, 1994).

La especie S. cerevisiae es una levadura ascosporogena que se encuentra
en el grupo de los Endomycetales, familia Saccharomycetaceae, subfamilia
Saccharomycoideae. La morfologia celular depende en alto grado de las
condiciones bajo las cuales crecen y se conservan las cepas. Las células de S.
cerevisiae normalmente son redondas o elipsoidales, oscilan de 1-Sp de didmetro
y de 2-20u de longitud (Prescot y Gordon, 1962).

Las levaduras forman colonias, las cuales presentan un color blanquecino a
amarillento y tiene olores afrutado como manzana, durazno, etc. ademas

presentan refringencia y se reproducen por gemacion.

Las levaduras poseen dos formas de reproduccion: la sexual y la asexual.
La reproduccién asexual o vegetativa no se efectua por medio de drganos
especialmente formados, si no que ocurre por formacién de blastosporas
{gemacion), por divisién transversal (fision binaria) o por la combinacion de los dos

procesos (gemaparidad) (Jones et al., 1981).

En el proceso de reproduccién sexual, todas las levaduras “verdaderas”
producen ascosporas. Por este motivo se incluyen las levaduras verdaderas en el
grupo de ascomicetos u hongos con receptaculos o asca. El asca contiene, por lo
general, de 1 a 4 esporas pero a veces su nimero es de 8 o mas. Las esporas se
producen por divisiones sucesivas del nacleo; cada nucleo asi formado se rodea
de material citoplasmico, y después por la pared celular (Jones et al., 1981).

S. cerevisiae tiene la habilidad de fermentar una ampiia variedad de
azucares por ejemplo: sacarosa, glucosa, fructosa, galactosa, maltosa, maitotriosa,

requiere de vitaminas para realizar una funcién catalitica vital. Las vitaminas deben
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por lo menos ser suministradas en el medio o sintetizadas por la misma levadura.
Algunas de las vitaminas esenciales son la biotina, la niacina y la riboflavina que
son componentes de coenzimas como NAD y FAD; el acido pantoténico
componente de coenzima A y para llevar a cabo reacciones de acetilacion; la
tiamina funciona como pirofosfato de tiamina en la descarboxilacion de piruvato; la
piridoxina, ayuda en reacciones de transaminacion; el acido folico funciona como
tetrahidrofolato y la biotina que parece ser la mas comtnmente requerida (Jones et
al., 1981). '

Las cepas S. cerevisiae se desarrollan en pH de 2.8 a 8.6, pero el
crecimiento dptimo es normalmente entre 4.5 a 6.5. La temperatura de crecimiento
se encuentra entre 25° C y 30° C. Una temperatura mayor causa desestabilizacion
de las membranas y un rapido decremento en la viabilidad celular (Phaff et al.,
1978, Jones et al., 1981).

2.6. Importancia de las cepas de levaduras

Durante muchos afios se ha seleccionado las cepas de levaduras en
funcién de su eficacia y estas difieren de las cepas utilizadas en otros procesos
industriales, tales como las de panaderia o las cepas de laboratorio (Varnam y
Sutherland, 1994). Hay muy pocas diferencias entre las cepas las cuales no liegan
a afectar en lo mas minimo desde el punto de vista taxonémico, pero para ia
elaboracion de bebidas alcoholicas estas diferencias suelen ser muy importantes

para las industrias tequileras.

Las levaduras originalmente fueron seleccionadas para la elaboracién de
vino, cerveza, whisky o para la produccién de pan por lo que la calidad del tequila
obtenido, cuando se utilizan esas levaduras no es satisfactoria y presentan
grandes variaciones en el sabor y aroma (Pinal, 1997). Para aicanzar altos
rendimientos y mantener una calidad constante en el tequila, algunas fabricas
utilizan cepas de levadura aisladas a partir de una fermentacién natural de jugo de

agave cocido, adicionado con nutrientes y usando condiciones especiales.




Pinal (1990) compard la produccion de alcohol de cuatro cepas de S.
cerevisiae, a nivel matraces y fermentadores de 15 [y 94 000 |, y encontrd que las
cepas presentaron un rendimiento’de alcohol deéde 0.35 g/g hasta 0.45 g/g con
eficiencias de fermentacion de 68% a 89%. Rodriguez (1990) evalué la tolerancia
a etanol de S. cerevisiae y encontré intervalos de tolerancia del 5 al 14% para
crecimiento y viabilidad; y para la velocidad de produccién de alcohol desde un 4
hasta 18% .

E! aislamiento de cepas de S. cerevisiae a partir del jugo de agave de
diferentes fabricas de tequila del estado de Jalisco presentan diferencias entre las
mismas, ya que se ha observado una gran variacién en las velocidades maximas
de consumo de sustrato y en los parametros de crecimiento tales como la
velocidad maxima de crecimiento y el tiempo de duplicaciéon (Arellano et al.,
1999a).

Por otro lado el tiempo de cocimiento del agave presenta un efecto sobre el
crecimiento de la levadura y la produccion de etanol, es decir, a un mayor
cocimiento se obtiene una disminucién en la eficiencia de fermentacién y un menor
rendimiento de azﬂcaf, esto debido a la presencia de compuestos como el furfural
que se genera por la accién del calor sobre los azucares como la fructosa o la

glucosa (Pinal et a/,, 1999).

La cantidad de indculo para fermentar el jugo de agave no afecta el
rendimiento de aicohol, ya que con una poblacion de 85x10° cel m! como minimo y
de 200x10° cel mi como maximo en un tiempo de fermentacion de 60 h no se

encontraron diferencias significativas (Ramirez y Téllez, 1999).

Bernal-Abascal ef af., (1999) evaluaron los parametros de fermentacion de
dos cepas de levaduras y una mezcla entre ambas en jugo de agave, y
encontraron un mayor rendimiento de aicohol y eficiencia en la mezcla que en

cada una de las cepas individualmente. El rendimiento de alcohol para las cepas



fue de 0.42 a 0.45 g/g, mientras que en la mezcla se incremento hasta 0.49 g/g. La
eficiencia fue de 84% a 89% y para la mezcla fue de 94%.

Asi mismo al utilizar mezclas de levaduras se obtiene una mayor
concentracién de aigunos compuestos como son alcoholes superiores,
acetaldehido 1-propanol, alcoholes amilicos, lactato de etilo, acetato de etilo e
isobutanol. Estos compuestos organolépticos son producidos por cepas de
levaduras silvestres, y son los responsables de las propiedades sensoriales y de la
calidad dei tequila (Bernal-Abascal, et al., 1999).




3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general:

Aislar y caracterizar cepas de S. cerevisiae con capacidad de llevar acabo

una fermentacién aicohdlica con mostos tequileros.

3.2. Objetivos particulares:

1.

o

Aislar una cepa de levaduras de los municipios de Amatitan, Arandas,
Tepatitlan y Zapopan en el estado de Jalisco.

Determinar el tiempo de duplicacion y el rendimiento de biomasa en jugo de
agave de las cepas aisladas.

Comparar ia productividad, eficiencia, produccion y rendimiento de alcohol
en jugo de agave de las cepas aisladas.

Identiﬁcar las cepas con mayor produccion de alcohol y de consumo de
azucares en jugo de agave.

Comparar los parametros de crecimiento y de fermentacion de dos mezclas

de cepas de levaduras.




4. HIPOTESIS

Las cepas de levaduras de (S. cerevisiae) aisladas, presentan patrones de
crecimiento y de fermentacion diferentes de acuerdo a su capacidad de consumo

de aztcares y produccion de alcohol en jugo de agave.



5. MATERIALES Y METODOS
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5.1. Medios de cultivo para el aislamiento de las cepas

El medio de cultivo para el aislamiento y propagacidon de las cepas se
elabord en estado soélido con jugo de agave (JAA) ajustado a 8° Bx. Para preparar
el medio se adiciond 1g/l de sulfato de amonio como fuente de nitrdgena, se ajusté
el pH a 4.5 con acido sulfirico y finalmente se agrego6 2.5% de agar bacterioldgico.
Posteriormente se esterilizé a una temperatura de 121° C durante 15 minutos. El
medio estéril se vacid a cajas de petri con un diametro de 9 cm. Para la
elaboracién del medio de fermentacion se utilizd jugo de agave ajustado a 12°Bx.
Se le adiciond 1g/t de sulfato de amonio y el pH se ajusté a 4.5.

5.2. Material biolagico

Se tilizaron cinco cepas de Sacharomyces cerevisiae: PAN, MIXTA,
AMATITAN, AA y AT2, que estan depositadas en el cepario del Laboratorio de
Biotecnologia del Departamento de Botanica y Zoologia del Centro Universitario de
Ciencias Biolbgicas y Agropecuarias (CUCBA), de la Universidad de Guadalajara.

Se conservan en agar jugo de agave a 4° C.

5.3. Aislamiento de cepas

Las cepas de levaduras se aislaron por la exposicidén de cajas de petri con
el medio de cultivo JAA en estado sdlido o liquido en los municipios de Arandas,
Tepatitlan y/o Zapopan, en el estado de Jalisco. También se aislé una cepa a partir
de mosto fermentado de una tequilera en el municipio de Amatitan, Jal. Como
control se aisld una cepa a partir de crema de levadura para la elaboracién de pan

y que La empresa Tequilas del Sefior utiliza para elaborar tequila.



Para el aislamiento de las cepas de levaduras por exposicion al aire se
utilizaron seis cajas con medio de cultivo sélido (JAA), se destaparon durante 5
minutos en terrenos con cuitivos de agave en los municipios mencionados, excepto
Zapopan. La incubacién se realizdé a una temperatura ambiente para evitar que
hongos filamentosos con una mayor velocidad de crecimiento colonicen el medio y
no permitan el crecimiento de levaduras. Cuando se observo crecimiento de
levaduras se procedi6 a la purificacion de las cepas mediante resiembras en medio

de cultivo fresco.

El aislamiento de cepas de jugo de agave en estado liquido se realizo
colocando 50 ml de jugo de agave en un vaso de precipitado de 100 ml en
condiciones de laboratorio, después de 48 h de fermentacion se inocularon cajas
de petri con medio JAA y se incubaron a 28°C hasta que aparecieron colonias de

levaduras las que se sembraron en nuevas cajas de petri con medio JAA para la

purificacién de las cepas.

Con el mosto fermentado de la empresa tequilera de Amatitan y de la crema
de levadura de pan, se tomé una asada de cada muestra y se sembré en medio de

cultivo sélido de jugo de agave. La incubacidn se realizé a una temperatura de

28°C, durante 24 h.

Después del aislamiento de las cepas se caracterizaron de acuerdo a su
forma, color, olor, tamarno cefular, presencia o ausencia de refringencia y si
presentan gemacion, con la finalidad de seleccionar las adecuadas para la

fermentacién de mostos tequileros.

5.4. Crecimiento y fermentacidn en jugo de agave

Para la caracterizacién de las cepas y mezclas de cepas en jugo de agave
es necesario la determinacion de parametros de crecimiento y de fermentacion. El
patron de crecimiento se determind mediante la siembra con una asa en 100 ml de

jugo de agave contenidos en matraces de 250 ml de capacidad. El matraz
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permanecié en agitacion durante 8 h a 150 rpm. Se determind la cuenta celuiar
después de la inoculacién (tiempo inicial =0 horas) y al final del crecimiento
(tiempo final =8 horas) mediante una camara de Newbauer bajo el microscopio.
Para ello 1a muestra se diluyo en agua destilada a razon de 1:99 con 10 ml del
mosto inoculado. Con estos datos se determino el tiempo de duplicacion en horas

para cada una de las cepas.

5.4.1. Preinoculo

A un matraz de 250 ml de capacidad se le adicionaron 100 ml de jugo de
agave y se esterilizo durante 10 minutos. Ya frio el medio de cultivo se inoculé con
una asada de cada cepa. Posteriormente de agito y se tomé una muestra de 5 ml,
y se etiquetd como tiempo cero del inoculo. Después de 24 h de incubacion a 28°C
y en agitacién con 200 rpm se tomo otra muestra de 5 ml y se etiquetd como
tiempo final . Para ambas muestras se realizé la cuenta celular con una cama
Newbauer, previa dilucién de la muestra a 1:9 y 1:29 para el tiempo inicial y final,

respectivamente.

5.4.2. Rendimiento de biomasa

Para el rendimiento de biomasa de las cepas evaluadas se tomaron 0.5 mi
del jugo de agave de cada cepa en estudio para obtener la produccion de biomasa
por peso seco. Se utilizaron charolas de aluminio las que se colocaron en una
estufa a 60°C -durante 24 h y se pesaron en una balanza analitica. Posteriormente
se les agrego 0.5 mi del jugo de agave y se colocaron en fa estufa a 60°C durante
24 h. Después de este tiempc se volvieron a pesar y por diferencia de peso se

determino la produccion de biomasa en mg/i .

5.5. FERMENTACION
La fermentacion del jugo de agave se realizo en vasos Berzelius de 1000 ml

de capacidad, al que se le agregaron 800 mi de jugo de agave con 12° Bx. La
inoculacién fue con 100 mi de jugo de agave con cada una de las cepas o mezcla
de cepas. La fermentacion se realizé a 28° C durante 48 y 49 h sin agitacion para

las cepas y mezclas de cepas, respectivamente. Para cada vaso de fermentacian
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se tomaron muestras de 20 mi de jugo de agave fermentado a las 0, 4, 20, 24, 28,
44y 48 h, a partir del inicio de la fermentacion (tiempo inicial = 0) y durante las 48

h de fermentacion.

A las muestras de jugo de agave fermentado se les determind el pH, el
contenido de azucares reductores totales y el contenido de alcoho! para obtener

los rendimientos de fermentacion de las cepas y mezclas

5.5.1. PREPARACION DE LA CURVA PATRON PARA AZUCARES
REDUCTORES

Se realizd una curva de calibracion para determinar azticares totales por
medio del método fenol-sulfdrico, usando una solucion patrdn de sacarosa a una

concentracién de 0.1 g/l .

El intervalo de concentraciones a probar fue de 0.0t a 0.1 g/l de sacarosa
para obtener una ecuacion mediante un anadlisis de regresién lineal que prediga la
cantidad de aztlcares totales presentes en una muestra a partir de una

absorbancia dada.

De la solucion de sacarosa antes descrita se reaiizaron diluciones, tomando
alicuotas de 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9y 10 m{ en tubos de ensayo, completando e!
volumen a 10 ml con agua destilada; estas soluciones tendran una concentracion
de 0.01 a 0.1 g | respectivamente. Se le adiciond 1 ml de cada una por duplicado

en tubos de ensayo y se determind los azucares reductores totales.

5.5.2. CONSUMO DE AZUCARES

Para determinar el contenido de azlcares reductores totales de las
muestras fermentadas, estas se diluyen 1:1000. Posteriormente a 1 mi de la
dilucién se adiciona 1 ml de fenol al 5%, en seguida se agregaron 5 mi de acido
sulfarico concentrado con el pipeteador en forma brusca para conseguir el efecto

de hidrolisis. Se dejé enfriar durante 5 minutos a temperatura ambiente, se agito y
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volumen a 10 ml con agua destilada; estas soluciones tuvieron una concentracion
de 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 y 20 g/l respectivamente. Se le adicioné 1 ml de
cada una por duplicado en tubos de ensaye y se determind la concentracion de

etanol.

5.7. PREPARACION DE LA MUESTRA

La muestra de mosto fermentado se destilé a fin de separar el etanol del
jugo de agave fermentado, los destitados se diluyeron dependiendo de la
concentracion de etanol estimada tomando en cuenta que la curva patrén llega
hasta 20 g/l. Generalmente los destilados de las primeras 8 horas de fermentacién
no fue necesarios de diluir y los de las siguientes horas con una dilucion de 1:5 fue

suficiente.

A 1 ml de muestra destilada se le agregaron 2 mi de solucién de dicromato y
se agito, se dejo reposar durante 10 minutos, posteriormente se agregaron 5 mil de
agua destilada, se agité nuevamente y se determiné la absorbancia a 585 nm en el

espectrofotémetro.

5.8. SELECCION DE CEPAS PARA LA FERMENTACION
Los parametros de crecimiento y de fermentacion que se evaluaron y se

utilizaron para la seleccion de las cepas que conformaron ias mezclas fueron:

5.8.1 Crecimiento
o Tiempo de duplicacion (minutos).
o Rendimiento de biomasa: g biomasa/ g de azucar en el jugo de
agave.
o Cinética de crecimiento.




§.8.2 Fermentacion
o Consumo de glucosa (g/l).
o pH.
o. Produccioén de alcohol: g/l.
o Productividad (g alcohol | " h™).
o Rendimiento de aicohol: g de alcohol/ g de aziicar.
o Cinética del rendimiento de alcohol.

o Eficiencia de fermentacion.

(08
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6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

6.1. Aislamiento de cepas

Se aislaron cinco cepas de levaduras en cuatro municipios de Jalisco. El
lugar de origen, el tipo de aislamiento y el nombre de cada cepa se muestra en el
cuadro 1. Estas cepas presentaron un color de la colonia blanco a excepcién de la
AT2 que en medio de JAA presento un color de blanco a color café. En la figura 2
se muestra la-forma celular de la cepa Mixta y en general fueron redondas a
ovaladas con gemacién y una zona de refringencia; caracteristicas tipicas de

levaduras del genero Saccharomyces cerevisiae (Prescot y Gordon, 1962).

Cuadro 1. Lugar de origen y tipo de aislamiento de las cepas de levaduras aisladas
en diferentes municipios de Jalisco.

CEPA LUGAR DE ORIGEN TIPO DE AISLAMIENTO
PAN Levadura comercial para elaborar pan | Siembra de estrias en JAA
MIXTA Jugo de agave fermentado en Zapopan Exposicion al aire de

mosto

AMATITAN Jugo fermentado de tequilera de Siembra de estrias en JAA

Amatitan
AA Cultivos de Agave en Arandas Exposicion al aire de medio JAA
AT2 | Cultivos de Agave en Tepatitlan Exposicién al aire de medio JAA

24




Figura 2. Morfologia de la cepa de levadura Mixta aislada en jugo de agave.

6.2. PARAMETROS DE CRECIMIENTO

6.2.1. Tiempo de duplic;:cién en jugo de agave

El tiempo de duplicacion de las cinco cepas de levaduras se presenta en la
figura 3. La cepa PAN presenté el mayor tiempo de duplicacion con 182 minutos, le
siguieron las cepas AT2, AA, MIXTA con 125, 68, 67 minutos respectivamente y
finalmente la cepa AMATITAN con 64 minutos.

Las cepas de S. cerevisiae presentan tiempos de duplicacién de 90 minutos
en medio YPD (extracto de levadura, peptona y glucosa) y de 140 minutos en
medios sintéticos (Sherman, 2000). En jugo de agave a 8° Brix, y a una
temperatura de 30° C, se han reportado tiempos de duplicacion muy variado desde

60 hasta 249 minutos (Arellano et al., 1999).

Al comparar los tiempos de duplicacién de las cepas aisladas en este

trabajo con los reportados en la bibliografia, se cansideraron a las cepas PAN y



AT2 son de crecimiento lento mientras que la AA, MIXTA y AMATITAN presentan

un crecimiento rapido.

AMATITAN
NMIXTA
|oAA

DAT2

W PAN

Tiempo de duplicacién (mn)

Figura 3. Tiempo de duplicacion de las cepas de Saccharomyces cerevisiae
aisladas de Jalisco en medio de jugo de agave.

6.2.2 Rendimiento de biomasa en jugo de agave

E! rendimiento de biomasa en jugo de agave de las cepas aisladas se
presenta en la figura 4. La cepa MIXTA presenté el mayor rendimiento de biomasa
con 0.51g/g, le siguid la PAN con 0.44 g/g, AT2 con 0.40 g/g, AA con 0.40 g/g, la
cepa con menor rendimiento de biomasa fue la AMATITAN con 0.36 g/g.

Los rendimientos de biomasa de las cepas obtenidas en este trabajo
resultaron bajos, ya que Arellano et al (1999a) evaluaron el rendimiento de
biomasa de 12 cepas de levaduras nativas del estado de Jalisco (Tequila,
Guadalajara y Los Altos) en jugo de agave con 12 °B, y obtuvieron valores desde

0.054 hasta 0.092g/g, pero encontraron una cepa con 0.260 g/g. Por otro lado, en
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se tomaron muestras de 20 ml de jugo de agave fermentado a las 0, 4, 20, 24, 28,
44 y 48 h, a partir del inicio de la fermentacion (tiempo inicial = 0) y durante las 48

h de fermentacion.

A las muestras de jugo de agave fermentado se les determind el pH, el
contenido de azucares reductores totales y e! contenido de aicohol para obtener

los rendimientos de fermentacion de las cepas y mezclas

5.5.1. PREPARACION DE LA CURVA PATRON PARA AZUCARES
REDUCTORES

Se realiz6 una curva de calibracién para determinar azicares totales por
medio del método fenol-sulflirico, usando una solucion patrén de sacarosa a una

concentracion de 0.1 g/l .

El intervalo de concentraciones a probar fue de 0.01 a 0.1 g/l de sacarosa
para obtener una ecuacion mediante un analisis de regresién lineal que prediga la
cantidad de azucares totales presentes en una muestra a partir de una

absorbancia dada.

De la solucion de sacarosa antes descrita se realizaron diluciones, tomando
alicuotas de 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9y 10 ml en tubos de ensayo, completando el
volumen a 10 ml con agua destilada; estas soluciones tendran una concentracion
de 0.01 a 0.1 g | respectivamente. Se le adicioné 1 mi de cada una por duplicado

en tubos de ensayo y se determind los azucares reductores totales.

5.5.2. CONSUMO DE AZUCARES
Para determinar el contenido de azucares reductores totales de las

muestras fermentadas, estas se diluyen 1:1000. Posteriormente a 1 ml de la
dilucién se adiciona 1 ml de fenol al 5%, en seguida se agregaron 5 mi de acido
sulfurico concentrado con el pipeteador en forma brusca para conseguir el efecto

de hidrolisis. Se dej6 enfriar durante 5 minutos a temperatura ambiente, se agito y



enseguida se -someti® a bafio de agua durante 10 minutos. Finalmente se

determiné a absorbancia a 490 nm en el espectrofotometro (Dubois ef al., 1956).

5.5.3. PRODUCCION DE ALCOHOL

Para la determinacién del contenido de alcchol, primero se separaron los
productos de riqueza alcohdlica del jugo de agave fermentado. En un matraz
aforado de 50 ml se agregaron 10 ml del mosto fermentado y 10 ml de agua
destilada. Se aplicé calor con una placa térmica para que los alcoholes se
evaporaran y mediante un refrigerante estos se condensaron en un tubo de
ensaye. Con esto se separo el contenido de alcoholes del substrato agotado y

posteriormente se determiné el contenido de alcohol.

El contenido de alcohol se determindé mediante la técnica
espectrofotométrica del dicromato de potasio (Bohringer y Jacob, 1964). Para eilo
se prepard una solucién con 33.768 g de dicromato de potasio, 325 ml de acido
sulfarico y 1000 ml de agua destilada. Se diluyd el acido sulftrico en
aproximadamzrie 400 mi de agua destilada, se dejo enfriar y se le agrego el
dicromato diludo en aproximadamente 200 ml de agua destilada; se aforo con

agua destilada a 1000 mi.

5.6. PREPARACION DE LA CURVA PATRON DE ETANOL

Para elaborar una curva patréon de alcohol etilico se preparé una solucién de
alcohol etilico. De acuerdo con la densidad y el porcentaje de pureza del etanol, se
calculé el volumen que es necesario adicionar a 1 litro de agua destilada para
obtener una solucion de 20 g/l (si la densidad es de 0.081, con una pureza de

99.6%, se miden 2.5 m! de etanol absoluto y se afora con agua destilada a 100

mi).

De la solucion de etanol antes descrita se realizaron diluciones, tomando
alicuotas de 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9y 10 ml en tubos de ensayo, completando el
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volumen a 10 ml con agua destilada; estas soluciones tuvieron una concentracién
de 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 y 20 g/l respectivamente. Se le adiciond 1 ml de
cada una por duplicado en tubos de ensaye y se determiné la concentracion de

etanol.

5.7. PREPARACION DE LA MUESTRA

La muestra de mosto fermentado se destilé a fin de separar el etanol del
jugo de agave fermentado, los destilados se diluyeron dependiendo de la
concentracion de etanol estimada tomando en cuenta que la curva patrén llega
hasta 20 g/l. Generaimente los destilados de las primeras 8 horas de fermentacion
no fue necesarios de diluir y los de las siguientes horas con una dilucién de 1:5 fue

suficiente.

A 1 ml de muestra destilada se le agregaron 2 ml de solucién de dicromato y
se agitd, se dejé reposar durante 10 minutos, posteriormente se agregaron 5 ml de
agua destilada, se agité nuevamente y se determiné la absorbancia a 585 nm en el

esnectrofotometro.

5.8. SELECCION DE CEPAS PARA LA FERMENTACION
Los parametros de crecimiento y de fermentacion que se evaluaron y se

utilizaron para la seleccién de las cepas que conformaron las mezclas fueron:

5.8.1 Crecimiento
o Tiempo de duplicacién {minutos).
o Rendimiento de biomasa: g biomasa/ g de azucar en el jugo de
agave.

o Cinética de crecimiento.



5.8.2 Fermentacion
o Consumo de glucosa (g/l).
o pH.
o . Produccion de alcohol: g/l.
o Productividad (g alcohol I ™ h™").

o Rendimiento de alcohol: g de alcohol/ g de azicar.

o Cinética del rendimiento de alcohol.

o Eficiencia de fermentacion.

(3]
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6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

6.1. Aislamiento de cepas
Se aislaron cinco cepas de levaduras en cuatro municipios de Jalisco. El

lugar de origen, el tipo de aislamiento y el nombre de cada cepa se muestra en el

cuadro 1. Estas cepas presentaron un color de la colonia blanco a excepcion de la
AT2 que en medio de JAA presento un color de blanco a color café. En la figura 2
se muestra la-forma celular de la cepa Mixta y en general fueron redondas a

ovaladas con gemaciéon y una zona de refringencia; caracteristicas tipicas de

levaduras del genero Saccharomyces cerevisiae (Prescot y Gordon, 1962).

Cuadro 1. Lugar de origen y tipo de aislamiento de las cepas de levaduras aisladas
en diferentes municipios de Jalisco.

CEPA LUGAR DE ORIGEN TIPO DE AISLAMIENTO
PAN Levadura comercial para elaborar pan | Siembra de estrias en JAA
MIXTA Jugo de agave fermentado en Zapopan Exposicién al aire de

mosto
AMATITAN Jugo fermentado de tequilera de Siembra de estrias en JAA
Amatitan
AA Cultivos de Agave en Arandas Exposicion al aire de medio JAA
AT2 Cultivos de Agave en Tepatitlan Exposicién al aire de medio JAA
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Figura 2. Morfologia de la cepa de levadura Mixta aislada en jugo de agave.

6.2. PARAMETROS DE CRECIMIENTO

6.2.1. Tiempo de duplic'acién en jugo de agave

El tiempo de duplicacion de las cinco cepas de levaduras se presenta en la
figura 3. La cepa PAN presenté el mayor tiempo de duplicacion con 182 minutos, le
siguieron las cepas AT2, AA, MIXTA con 125, 68, 67 minutos respectivamente y
finalmente la cepa AMATITAN con 64 minutos.

Las cepas de S. cerevisiae presentan tiempos de duplicacion de 90 minutos
en medio YPD (extracto de levadura, peptona y glucosa) y de 140 minutos en
medios sintéticos (Sherman, 2000). En jugo de agave a 8° Brix, y a una
temperatura de 30° C, se han reportado tiempos de duplicacion muy variado desde

60 hasta 249 minutos (Arellano et al., 1999).

Al comparar los tiempos de duplicacién de las cepas aisladas en este

trabajo con los reportados en la bibliografia, se consideraron a las cepas PAN y




AT2 son de crecimiento lento mientras que la AA, MIXTA y AMATITAN presentan

un crecimiento rapido.

AMATITAN
R MIXTA
OAA

OAT2

H PAN

Tiempo de duplicacién (mn)

Figura 3. Tiempo de duplicacion de las cepas de Saccharomyces cerevisiae
aisladas de Jalisco en medio de jugo de agave.

6.2.2 Rendimiento de biomasa en jugo de agave

El rendimiento de biomasa en jugo de agave de las cepas aisladas se
presenta en la figura 4. La cepa MIXTA presento6 el mayor rendimiento de biomasa
con 0.51g/g, le siguid la PAN con 0.44 g/g, AT2 con 0.40 g/g, AA con 0.40 g/g, la
cepa con menor rendimiento de biomasa fue la AMATITAN con 0.36 g/g.

Los rendimientos de biomasa de las cepas obtenidas en este trabajo
resultaron bajos, ya que Arellano et a/ (1999a) evaluaron el rendimiento de
biomasa de 12 cepas de levaduras nativas del estado de Jalisco (Tequila,
Guadalajara y Los Altos) en jugo de agave con 12 °B, y obtuvieron valores desde

0.054 hasta 0.092g/g, pero encontraron una cepa con 0.260 g/g. Por otro lado, en
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medios de cultivo sintéticos elaborados con sacarosa como fuente de carbono, el
rendimiento de biomasa de S. cerevisiae es de 0.075 g/g (Atiyeh y Duvnjak, 2001).

Los bajos rendimientos de biomasa de las cepas aisladas, en comparacién
a los reportados en la literatura se pueden explicar porque las condiciones de
crecimiento fueron diferentes, es decir, una-mayor temperatura de crecimiento de

35 °C y una mayor concentracion de azucares de hasta 257g/l.

iomasa

todeb

imien

Rend

EIAMATITAN BAA OAT2 OPAN RMIXTA

Figura 4. Rendimiento de la biomasa de las cepas de levaduras aisladas
en Jalisco en jugo de agave.




6.3. PARAMETROS DE FERMENTACION
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6.3.1. Contenido de azucares en el jugo de agave

El contenido de aztcares en el jugo de agave para la fermentacion con las
cepas de levaduras aisladas en Jalisco se muestran en la figura 5. Al inicio de la
fermentacion este vario desde 108 g/l para la AT2 hasta 147g/l para la cepa

AMATITAN. Asimismo se observa que el consumo inicié a las 4 h de fermentacion
| y despues disminuye el contenido de azicar hasta las 44 h para despues

| mantenerse en niveles bajos.

160

80
60
40 -
5 20 —o
i §] . :
: 0 4 20 24 28 44 48
Tiempo de fermentacion (h)
‘——Pan -=Mixta _ Amatitan -—AA - AT2

Contenido de azucares (g/i)

Figura 5. Contenido de azicares de las cepas de levaduras aisladas en Jalisco en
jugo de agave.




6.3.2 pH

En la figura 6 se muestra la cinética de pH durante las 48 horas de
fermentacion del jugo de agave con cada una de las cepas. Al inicio de la
fermentacién el pH fue de 4.3 mientras que a las 48 h disminuye hasta 3.9,
producto de la fermentacion, dichos valores siguen la misma tendencia con lo

reportado por Santos (1990).

4.5 |
4.3
4.1
T
Q.
3.9
3.7

3.5- . ‘ : < .
0 4 20 24 28 44 48

Tiempo de fermentacion (h)

|+~ PAN -=-MIXTA  AMATITAN ——AA - AT2!

Figura 6. pH de las cepas de levaduras aisladas en Jalisco a las
48 h de fermentacion del jugo de agave.

6.3.3. Produccidn de alcohol

En la figura 7 se muestra la cinética de produccion de alcohol de las cinco
cepas de levaduras aisladas. Se observa una fase de adaptacion o latencia de 4 h
y una fase exponencial que dura 40 h desde las 4 h hasta 44 h de fermentacion.
La mayor produccion de alcohol se observd a las 44 h y a las 48 h de fermentacion
se encontré una disminucion del contenido de alcohol, esto por la disminucién en

la viabilidad celular de las cepas a las 44 h (Gough y Mc Hale, 1998).
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Figura 7. Produccién de alcchol de ias cepas de levaduras aisladas en Jalisco.

En la figura 8 se muestra la produccién de alcohol de las cepas a las 44 h
de fermentacion. Se observa que la cepa AA presento la mayor produccion de
alcohoi con 63 g/l, seguida de las cepas PAN, AT2 y MIXTA con 57, 53, 53 g/l. La
menor produccion de alcohol fue para AMATITAN con 37 gh.

Las cepas evaluadas en este estudio presentaron menores rendimientos de
alcohol, ya que Nigam et al., (1998) reportaron una concentraciéon maxima de
aicohol de 94.9 gft, en caia de melaza, un pH de 4.5 y una temperatura de 30°C y
255 g/l de azucar; sin embargo, concuerda con los datos obtenidos en otros
substratos. Algunos de ellos son sacarosa, fructosa y glucosa con 74,73, 72 gfi y
una temperatura de fermentacién de 30° C, mientras que a 40 °C disminuye a 64,
61y 63 g/l (Kiransree et ai., 2000), y con almidon soluble es de 50 g/l (Kondo et al.,
2002).
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Figura 8. Produccion de alcohol en jugo de agave de las cepas de levaduras

aisladas.

En sustratos naturales como el jugo de Opuntia ficus-indica la produccién de
alcohol es de 55.3 mi/l (Turker, ef al,, 2001). Mientras que con la fermentacién en
estado solido de vainas secas de algarrobo se obtienen 160 g kg (Roukas, 1994a),
y con los extractos en matraz agitado es de 65 g/l (Roukas, 1994b). En melazas al
14% de azlcar es de 5§3.2 g/l y de 45 g/l a 30°C y 40°C (Kiransree et al., 2000).
Por otro lado, al fermentar inulina a 30 °C con Aspergillus niger durante 120 hy
posteriormente 15 h con S. cerevisiae se ha obtenido una produccién de aicohol
de 21% (vol/vol) (Ohta et al., 1993). Y con el jugo de agave se ha obtenido una
produccién de alcohol de 34.89 y 34.90 g/l respectivamente con una temperatura
de 35° C, un pH de 4.5, y con 72 h de fermentacién (Bernal-Abascal et al., 1999;
Arellano et al.,, 1999b).



6.3.4 Productividad de aicohol

La productividad de las cinco cepas de levaduras durante 44 h de
fermentacién en jugo de agave se muestra en la figura 9. La mayor productividad
se observd a las 44 h de fermentacién al igual que la produccion de alcohol. La
cepa con mayor productividad fue la cepa AA con 1.43 g alcohol I'' h™', seguida de
PAN, AT2, MIXTA con 1.30, 1.22y 1‘2i g alcohol I h' y la AMATITAN hasta 0.85
g alcohol I'' h'.

Productividad (g alcohol/ 1-1/ h-1

4 20 24 28 44
Tiempo de fermentacién (h)

| . —+—Pan -&—Mixta Amatitan —— AA —%—AT2 |

|
|
i J

Figura $. Productividad de alcohol de las cepas de levaduras aisladas en Jalisco a
las 44 h de fermentacion del jugo de agave.

La productividad de las cepas aisladas en jugo de agave concuerda con lo
reportado para otras cepas y substratos tales como el almidén soluble, jugo de la
cafa de azucar y melaza (Kondo et al., 2002, Abate et al., 1996 y Nigam et al.,
1998) con valores que van de 0.71 g alcohal I h™', 1.5 g alcohol I' h™' y 0.58 g
alcohol I'' h™". Sin embargo, es menor a la obtenida en un medio sintético con
sacarosa, inulina, extracto de vainas de algarrobo y melaza, en donde se obtuvo
una productividad de 2.23 g alcohol I'' h™', 6.2 g alcohol I'' h™', 8.3 g alcohol I h'y

o
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10.5 g alcohol I' ™', respectivamente (Atiyeh y Duvnjak, 2001; Ohta et al., 1993;
Roukas, 1994b: Koutinas et al., 1991). Cabe _resaltar que se han obtenido
productividades de hasta 27.3 g alcohol I' h™ en glucosa pero en otras condiciones

de fermentacién, es decir en un tanque alimentado (Margaritis y Wilke, 1978).

6.3.5 Rendimiento de alcohol en jugo de agave

La figura 10 muestra el rendimiento de alcohol en jugo de agave de las
cinco cepas de levaduras aisladas. La cepa con el mayor rendimiento de alcohol
fue AA con 0.52 g/g, seguida de AT2, MIXTA y PAN con 0.49, 0.46 y 0.38 g/g, y
finalmente AMATITAN con 0.25 g/g. Estos resultados se encuentra en niveles
reportados para otras cepas y substratos, en donde se han obtenido valores de
0.429 y 0.454 g/g en jugo de agave (Bernal-Abascal et al., 1999), 0.44 g/g en
extractos de vainas de algarrobo en un sistema agitado (Roukas, 1994b) y de 0.43

g/g en melaza (Nigam et al., 1998).

alcohol/g azucar)

Rendimiento de alcohol (g

AMATITAN B PAN OMIXTA OAT2 RAA

Figura 10. Rendimiento de alcohol en jugo de agave de
las cinco cepas de levaduras aisladas.
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6.3.6 Eficiencia en jugo de agave

La figura 11 muestra la eficiencia de las cinco cepas de estudio en jugo de
agave, en donde se observa que las cepas AA, AT2 y MIXTA presentaron {a mayor
eficiencia con 99, 97 y 90%. Le sigui¢ la cepa PAN con 76% vy ia menor eficiencia
fue para la AMATITAN con 50%.

1204

Eficiencia (%)

AMATITAN OPAN EMIXTA EAT2 BAA

Figura 11. Eficiencia de las cinco cepas de levaduras en jugo de agave

Las cepas AA, AT2 y MIXTA presentan mayores eficiencias que las
reportadas en la literatura, ya que se registran valores menores de 89% (Arellano
et al., 1999; Bernal-Abascal et al., 1999; Roukas, 1994a; Ohta et al., 1993), y son
semejantes a los obtenidas en extracto de vaina de algarroba con 95%, pero el

“substrato inicial cuenta con 200 g/l de azucar fermentable (Roukas, 1994b).




6.4 Seleccion de cepas

La constante produccion de tequila con buena calidad requiere de la
elaboracion de inocuio con una cepa de Ievadura'para'cada lote de fermentacion.
Esto permitiria la produccion de los mismos metabolitos en las diferentes
fermentaciones y por consiguiente un tequila con las mismas caracteristicas

organolépticas.

La produccién de tequilas con olores y sabores atractivos para el mercado
requiere la fermentacion de jugos de agave por medio de cepas de levaduras que
produzcan diferentes metabolitos organolépticos. Sin embargo, una sola cepa
presenta perfiles de compuestos organciépticos limitado por lo que es necesario la
fermentacién de jugo de agave con mezclas de cepas para que se incremente el
numero y la cantidad de estos compuestos, pero que mantengan rendimientos

adecuados para la industria (Gill, et al., 1996).

Para iniciar un programa de produccién de tequilas con diferentes olores y
sabores, es necesario caracterizar las cepas individualmente y posteriormente la
evaluacion de mezclas para que se mantengan las condiciones optimas de

crecimiento y fermentacion, sin disminuir los rendimientos de alcohol.

La seleccién de las cepas fue de acuerdo a los parametros de crecimiento y
fermentacion, por lo que las cepas fueron MIXTA y AMATITAN, que presentaron
un tiempo de duplicacién menor y mayor rendimiento de biomasa y la cepa AA por
su produccién de alcohol. Con estas tres cepas se evaluaron los parametros de
fermentacion de las mezclas AA/AMATITAN y AA/MIXTA en una proporcion del

50%.



6.5Parametros de crecimiento y fermentacion de las mezclas

6.5.1 Contenido de azucares en el jugo de agave

En la figura 12 se observa el contenido de azucares en el jugo de agave que
se utilizé para la fermentacion con las dos mezclas de levaduras. E! contenido de
azdcar al inicio de la fermentacion fue de 115 g/l para la AAMIXTA y de 154 g/l
para la AAJAMATITAN. El mayor consurho de azucar inicié6 a las 22 h de

fermentacién, el cual se mantuvo de las 42 hasta las 49 h.
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Figura 12. Contenido de azucares en el jugo de agave para la fermentacién con
las dos mezclas de levaduras.




6.5.2 Produccidn de alcohol de las mezclas de cepaé

En la figura 13 se presenta la produccién de aicoho!l en jugo de agave de las
dos mezclas evaiuadas. Durante 49 h de fermentacién se observa una etapa de
latencia en las primeras 4 h de la fermentacion y posteriormente una fase
logaritmica que se mantiene hasta las 42 h, y finalmente una disminucion drastica
hasta llegar a valores inferiores a 5 g/l. Este decremento en el contenido de alcchol
puede ser debido a una disminucién drastica del nimero de células viables (Gough
y Mc Hale, 1998).
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Figura 13. Produccion de alcohol de las dos mezclas de levaduras en jugo de
agave.
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6.5.3 Produccién de alcohol de las mezclas en jugo de agave

La produccion de alcohol de las dos mezclas de levaduras evaluadas en
jugo de agave a las 42 h de fermentacion, se muestra en la figura 14, y se observa
que la AA/AMATITAN present6 los valores mas altos con 31.5 g/l y la AAMIXTA
con 24.5 g/l. Estos son similares a los 34.9 g/l reportados para una mezcla de dos
cepas de levaduras en jugo de agave a las 72 h de fermentacion. Sin embarge,
son menores a los obtenidos con cada cepa en forma individual, lo que indica una

posible inhibicion de cepas (Bernal-Abascal et al.,1999).
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Figura 14. Produccién de alcohol de las dos mezclas de levaduras en
jugo de agave a las 42 h de fermentacion.



6.5.4 Rendimiento de alcohol en jugo de agave

El rendimiento de alcohol para las dos mézclaé de levaduras en jugo de
agave se presenta en la figura 15. Este fue de 0.47 g/g para AA/AMATITAN y de
0.44 g/g para AA/MIXTA. Los resultados obtenidos se encuentran dentro de lo
reportado en mezclas de levadura-bacteria (Saccharomyces y Zymomonas), y de
levadura-levadura, en donde han obtenido rendimientos de 0.5 g/g en sacarosa y
jugo de agave como substrato, respectivamente (Abate et al., 1996; Bemal-

Abascal et al., 1999).

Rendimiento de alcohol
(g alcohol/g azacar)

[ AA/AMATITAN B AA/MIXTA

Figura 15. Rendimiento de alcohol de las dos mezclas de levaduras en jugo de
agave.



6.5.5 Productividad de alcohol en jugo de agave

La productividad de aicohol en jugo de agave de las dos mezclas de
levaduras se observa en la figura 16 y fueron de 0.773 y 0.629 g " h' para
AA/AMATITAN y AA/MIXTA. Esta productividad es baja en comparacion con el 1.5
g I'" h"' obtenido en otro substrato como es la sacarosa y una mezcla de

Saccharomyces y Zymomonas. (Abate et al., 1996).

Productividad de
alcohol (g alcohol h-1

AA/MIXTA BAA/AMATITAN

Figura 16. Productividad de aicohol en jugo de agave de las dos mezclas de
levaduras.
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6.5.6 Eficiencia en jugo de agave BBLICTECA CENTRAL

En la figura 17 se presenta la eficiencia de las dos mezclas de levaduras en
jugo de agave, esta fue del 88% para AA/MIXTA y del 73% para la AA/JAMATITAN.
Al comparar los resultados con lo reportado en la bibliografia se consideran bajos
ya que se ha fogrado una eficiencia de hasta 94%, en agave pero con ofras cepas
de levaduras. Ademas, la fermentacion del jugo de agave se realizo en otras
condiciones, tales como una temperatura de 35°C y un tiempo de 72 h (Bemal-
Abascal ef al., 1999).

Eficiencia (%)

rElAAIAMATITAN B AAMIXTA

Figura 17. Eficiencia de las dos mezclas de levaduras en jugo de agave.
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7. CONCLUSIONES

En el presente estudio se aislaron y evaluaron cepas de levaduras gue
fermentan mostos tequileros, para ello se determinaron varios parametros de
crecimiento y de fermentacion de las 5 cepas de levaduras obtenidas.
Posteriormente se seleccionaron tres de las mejores cepas para evaluar los
parametros de fermentacion de dos mezclas de cepas. Lo anterior se realizo con la
finalidad de obtener mostos fermentados con mezclas de cepas de'levaduras que
permitan optimizar la produccion de tequilas, y de acuerdo con los resultados

obtenidos se llego a las siguientes conclusiones:

o Todas las cepas evaluadas llevaron acabo una fermentacién alcohélica en

mostos tequileros.

. La cepa AA presento la mayor producciéon de alcoho!l asi como el mayor

rendimiento de biomasa y de alcohol.

. La cepa AMATITAN fue la que obtuvo menor produccién de alcohol y

rendimiento de alcohol.

. Las cepas seleccionadas para evaluar los parametros de fermentacion en
las mezclas fueron la AMATITAN por el menor tiempo de duplicacion, la
MIXTA ya que presentd el mayor rendimiento de biomasa y la AA que

mostré los mejores parametros de fermentacion.

. Las mezclas de ias cepas presentaron gran diferencia en la produccion de
alcohol, siendo la mezcla AAJAMATITAN la que obtuvo la mayor produccién
con 31.5 g/l y la menor fue para la mezcla AA/MIXTA con 24.5 g/l lo mismo

paso en el rendimiento de la biomasa y en la productividad.
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9. ANEXOS

Tiempo de duplicacién:

L(2)
. max

td =

Rendimiento de biomasa

Yx/s= biomasa (g)
azucar en substrato (g)

Rendimiento de etanol (Y% ):

YV= ETANOL » PRODUCIDO.(g /1)
S CONSUMOQ e DE ® SUSTRATO.(g/ 1)

Eficiencia de fermentacion:

*Rendimiento maximo tedrico
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