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AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE CEPt~s SILVESTRES DE 
JALISCO DE Saccharomyces cerevisiae EN JUGO DE Agave tequi/ana 
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 exposición al aire de medio de cultivo jugo de agave sólido en cajas 
de petri. La mixta se aisló de una fermentación de medio liquido en un vaso de 
precipitado bajo las condiciones ambientales del laboratorio. La cepa Amatitan 
se aisló de un mosto que fue proporcionado por una empresa tequifera de 
Amatitan y la Pan se obtuvo a partir de crema de levadura para la elaboración 
de pan. 

La caracterización de las cinco cepas de Saccharomyces cerevisiae consistió 
en parámetros de crecimiento y de fermentación. El rendimiento de biomasa 
para fas cepas fue 0.512 g/1 para la cepa Mixta, 0.44 g/1 para la Pan, 0.404 g/1 
para la AT2, 0.394 g/1 para la AA y 0.36 g/1 para la Amatitan. La cinética de 
fermentación de las cepas muestra que a las 44 h se logra la mayor producción 
de alcohol. De las cepas evaluadas la AA es la que alcanzó la mayor 
producción de alcohol con 63.29±2.61 g/1, seguida de las cepas PAN, AT2, 
MIXTA con producciones de 57.4±5.31 g/1, 53.8±3.40 g/1 y 53.4±3.25 g/1, 
respectivamente. La cepa con menor producción de alcohol fue Amatitan con 
solo 37.4±1.95 g/1. Los rendimientos de alcohol fueror desde 0.514±0.021 g/1 
para la AA hasta 0.253±0.013 g/1 para la Amatitan. La productividad varió 
desde 1.438±0.059 g·h 1 hasta 0.850±0.044 g·h 1• 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 AMA TI f AN para evaluar su 
comportamiento de fermentación en mostos tequileros con mezclas entre ellas. 
Las mezclas fueron AA/AMATITAN y AA/MIXTA La cinética de fermentación 
de las mezclas AA/AMA TITAN presentó una producción de alcohol de 31.5 g/1, 
mientras que la AA/MIXTA presentó 24.5 g/1. La productividad fue mayor para 
la mezcla AA/AMA TITAN con O. 773 g h 1 y la AA/MIXTA alcanzo 0.629 g·h 1 . Los 
rendimientos de alcohol fue mayor para la mezcla AA/AMA TITAN con 0.470 g/1, 
en relación a la AA/MIXTA que alcanzo 0.440 g/1. La eficiencia de la biomasa 
fue del 88% para la mezcla AA/MIXTA mientras que la AA/AMA TITAN alcanzo 
el73%. 



1. INTRODUCCIÓN 

El tequila es una bebida asociada con México y particularmente con el 

estado de Jalisco, donde existen aproximadamente 57 compañías registradas 

como productoras (Cámara Nacional de la Industria Tequilera. 2002). En estas se 

producen diferentes tipos de tequilas que difieren principalmente por la proporción 

del jugo de agave usado como materia prima. el proceso de producción, el 

microorganismo utilizado en la fermentación, el equipo de destilación, así como el 

tiempo de maduración y añejamiento (Cedeño. 1995). 

El proceso para producir tequila, consta básicamente de 4 pasos que son: el 

cocimiento de las cabezas de agave. la molienda para extraer el jugo, la 

fermentación del jugo y la destilación para la separación del tequila del substrato 

agotado. Durante la fermentación las levaduras juegan un papel importante ya que 

son ellas las que convierten el azúcar en alcohol con distintos compuestos 

organolépticos que contribuyen al sabor final del tequila. 

La producción de tequila está regulada por el Consejo Regulador del 

Tequila bajo la norma oficial NOM-006-SCFI-1994 (SECOFI, 1994). Asimismo la 

Cámara Nacional del Tequila registra. de enero a septiembre del 2002, una 

producción de tequila de más de 106 millones de litros de tequila a 40% ale/vol, de 

los cuales se exportaron mas de 68 millones de litros equivalentes al63.9% de la 

producción total. 

El auge de la industria tequilera ha provocado un mayor interés en 

incrementar la producción 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 

características organolépticas constantes, que satisfagan las demandas del 

mercado. Aunque la industria tequilera tiene aproximadamente 200 años de 

existencia, en algunas casos el atraso tecnológico va más allá de 50 años. por lo 



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 fermentación natural del 

jugo de agave, esto es sin la elaboración de un inoculo con cepas de levaduras 

con características de crecimiento y de fermentación conocidas. Esto ocasiona que 

no siempre se obtenga un producto similar en cada lote de fermentación, pues en 

cada fermentación se utilizan diferentes cepas y/o mezclas de levaduras con otros 

microorganismos como bacterias, que producen diferentes compuestos 

organolépticos que dan olor y sabor al tequila, por lo que se presenta una variación 

constante en la calidad de la bebida alcohólica. Además el tiempo de fermentación 

es mas lento lo que ocasiona un gasto de operación en la empresa. Además se ha 

reportado que en mezclas de levaduras se obtienen mejores valores en los 

parámetros de fermentación, tales como el rendimiento de alcohol y eficiencia 

(Bernai-Abascal et al., 1999). 

Es por esto que es de fundamental importancia evaluar las características 

de crecimiento y de fermentación de cepas de levaduras silvestres de algunas 

regiones tequileras, así como de mezclas de cepas, para que fermenten jugo de 

agave. Esto ayudaría a tener bajo control la generación de un producto similar con 

compuestos organolépticos deseados y evitar los no deseados. Asimismo que se 

logre producir tequila para satisfacer la demanda del mercado con estándares de 

calidad bajo los cuales compita con otras bebidas reconocidas internacionalmente. 

Cabe hacer notar que este trabajo forma parte de un proyecto de 

investigación que se esta desarrollando para una empresa tequilera del municipio 

de Tlaquepaque, Jalisco, en donde resulta interesante el aislamiento y la 

caracterización de las cepas de levaduras a nivel :aboratorio para después 

llevarlas a la planta productora de la empresa y si resultan favorables su utilización 

posterior en la fabricación del tequila. 



2. ANTECEDENTES 

El tequila es obtenido por la destilación del jugo fermentado del Agave 

tequilana Weber var. azul y está supervisada por el gobierno mexicano bajo la 

norma oficial NOM-006-SCFI-1994 (SECOFI, 1994). Además, el tequila ostenta 

denominación de origen, lo cual significa que sólo puede ser nombrado como tal, 

la bebida alcohólica elaborada con maguey de la especie Agave tequi/ana Weber 

var. aiut y cultivados en el estado de Jalisco, así como algunos municipios de los 

estados de Guanajuato, Michoacán, Nayarit y Tamaulipas. 

2.1. Importancia de la industria tequilera 

La producción anual de tequila ha tenido un vertiginoso aumento entre los 

años de 1994 a 1999, pero ha disminuido en el2000, 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 producción de 106 millones de litros, esto se muestra en la figura 

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

Es por esto que es de fundamental importancia el desarrollo tecnológico del 

proceso de producción de tequila, a tal grado de tener bajo control la generación 

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 estándares de calidad bajo los cuales compita con otras bebidas 

reconocidas internacionalmente (Pinal, 1997). 

3 
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2.2. Etapas para la producción del tequila 

El proceso para producir tequila, consta básicamente de 4 pasos principales 

que son: cocimiento, molienda, fermentación y destilación (Cedefio, 1995). 

Cocimiento 

El cocimiento tiene 3 propósitos: 

a.- Permitir la hidrólisis de la inulina en azúcares libres, principalmente 

fructosa. 

b.-Caramelización de azucares para la producción de compuestos que 

contribuyen al aroma y sabor del tequila. 

c.- Suavizar la consistencia del agave para facilitar la molienda. 

El cocimiento se lleva acabo en hornos y en autoclaves. El cocimiento en 

hornos es lento y la inyección de vapor se realiza durante 36 h para obtener 

temperaturas de 1 00" C, después el vapor es liberado y el agave dejado en el 

horno durante 2 días más para su completo cocimiento. Enseguida se colecta un 

4 



-----------------------------~:·.,e·-----;-·,;, 

~:~,~'-;. 01."1}! 
-~--=~---=-=---;/ 

mnJ1!0/~e& :ni!rSJJJill, 
líquido dulce llamado "mieles de cocimiento" para usarse en la fcfrmui~Cion Oe1 

mosto, debido a su alto contenido de azúcares fe_rmentables, para que finalmente 

el agave cocido se deje enfriar abriendo el horno (Cedeño, 1995). 

El cocimiento en autoclaves se realiza inyectando el vapor por 1 h hasta que 

el vapor condensado lave el agave; así se obtiene un líquido condensado llamado: 

"mieles amargas", el cual es descargado, ya que tiene un bajo contenido de 

azúcares fermentables. El vapor se inyecta durante 6 h más para obtener una 

presión aproximadamente de 1.2 Kg/cm y una temperatura de 121 o C. Al finalizar 

este tiempo el agave permanece en el autoclave, sin vapor adicional, cociéndose 

lentamente durante 6 h más para obtenerse un jarabe de alta concentración de 

azúcar para usarse en la formulación 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 azúcares. 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 húmedo. Este bagazo esta compuesto en porcentaje de 

base seca por: celulosa, hemicelulosa, lignina, nitrógeno total, pectinas, azúcares 

solubles y otros compuestos (Cedeño, 1995). 

Fermentación 

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 1 O% del volumen final, 

con un cultivo de Saccharomyces cerevisiae, que por lo general son cepas las 

cuales se utilizan en la panificación y en su mayoría no se encuentran 

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

La producción de alcohol etílico esta asociado con la formación de 

compuestos que contribuyen al sabor final del tequila los cuales son: los 

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

5 
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acetaldehido, lactato de etilo, aldehídos, cetonas, etc. los cuales son producidos 

en la subsiguiente maduración del mosto antes de pasar a la destilación (Cedeño, 

1995). 

Existen factores que influyen en la formación de compuestos 

organolépticos, la cantidad de compuestos organolépticos es menor en las 

fermentaciones rápidas que en las fermentaciones lentas, es por eso que el sabor 

y la calidad general del tequila es mejor en los mostos fermentados lentamente 

(Cedeño, 1995). 

La velocidad de fermentación depende principalmente de la cepa de 

levadura empleada, la composición del mosto y de las condiciones de operación. 

El contenido de azúcar del mosto disminuye de un valor inicial de 4 a 11 hasta 

0.4% (p/v) de azúcares reductores si se emplea una cepa de levadura eficiente, de 

lo contrario el contenido de azúcares residuales puede ser más alto incrementando 

los costos de producción (Cedeño, 1995). 

La producción de etanol puede ser detectada casi de!Zde el inicio y la 

disminución del pH de 4.5 a 3.9 es característico de la fermentación. El contenido 

alcohólico al final de la fermentación oscila entre 4 y 9%(v/v), dependiendo de la 

concentración inicial de azúcar. La temperatura de fermentación que excede los 

40• C, puede causar el final de ésta, teniendo como consecuenda la pérdida de 

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

Por otro lado, durante el proceso de fermentación, 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 propagación de la levadura, la abundancia de la bacteria en la 

materia prima así como las normas de higiene en la destilería, esta actividad de las 

bacterias contribuye a las características organolépticas del producto final 

(Cedeño, 1995). 

6 



Destilación 

La destilación consiste en la separaci~n y concentración del mosto 

fermentado. Además de etanol y otros productos secundarios deseables, el mosto 

contiene células de levadura agotadas, proteínas, sales minerales y algunos 

ácidos, así como partículas sólidas de agave, que consisten de celulosa y pectina 

(Cedeño, 1 995). 

Existe un gran número de tipos y grados de destilación, siendo los más 

usados los alambiques y las columnas de rectificación. Los alambiques son 

considerados la forma más antigua de equipo de destilación. Estos normalmente 

están hechos de cobre, los cuales fijan compuestos volátiles que contienen azufre, 

producidos durante la fermentación; además de funcionar como catalizador 

favorable para las reacciones de los componentes del vino (Léauté, 1 990). 

2.3. Tipos de tequila 

El tequila es una bebida tradicional de México con denominación de origen, 

y en la norma (SECOFI, 1994) se establece que de acuerdo a su elaboración este 

se clasifica en: 

1) Tequila 100% de agave.- Es aquel que se obtiene de los mostos que 

única y exclusivamente contienen azúcares del jugo de Agave tequilana weber var. 

azul. 

2) Tequila.- Es el que proviene de los mostos a los que se les han 

adicionado hasta un 49% de otros azúcares fermentables tales el azúcar de caña, 

el piloncillo, las melazas de caña y el jarabe de maíz. 

La graduación comercial del tequila es de 38% a 55% sin embargo, de 

acuerdo a sus características se clasifica en cuatro categorías que son: 

a) Tequila blanco (Tipo 1). Producto obtenido de la destilación y ajustado con 

agua de dilución a su graduación comercial. 

b) Tequila joven abocado (Tipo 11). Es un tequila blanco cuyo sabor ha sido 

matizado, mediante la adición de saborizantes y colorantes inocuos como color 
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caramelo, extracto de roble o encino natural, glicerina y/o jarabe a base de azúcar, 

para que de este proceso, la coloración resulte amarillenta. 

e) Tequila reposado (Tipo 111). 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 dilución a su graduación comercial. 

d) Tequila añejo (Tipo IV). Producto sometido a proceso de maduración por 

lo menos un año en barricas de madera de roble o encino, susceptible de ser 

abocado y ajustado con agua de dilución a su graduación comercial. . 

De esta manera, podemos tener tequila (obtenido a partir de un mosto 

mixto) blanco, reposado y añejo; así como tequila 100% de los tipos blanco, 

reposado y añejo, aunque estos productos deben indicar que fueron obtenidos 

usando sólo agave y elaborados bajo la supervisión del gobierno mexicano. 

2.4. Fermentaciones alcohólicas con levaduras 

Las fermentaciones producidas por levaduras intervienen en la elaboración 

de alimentos como el pan, quesos de maduración externa, productos cárnicos, así 

como en la producción de bebidas alcohólicas como la cerveza, los distintos tipos 

de vino; y en la producción de aditivos, y la obtención de enzimas. 

Las levaduras son cuantitativamente y económicamente uno de los grupos 

más importantes de microorganismos explotados por el hombre . con fines 

comerciales. La importancia de estos reside en su aplicación industrial, para la 

obtención de productos útiles, debido a las propiedades fermentativas y oxidantes 

que desarrollan sobre determinados sustratos. Su contribución al progreso del 

hombre se ha basado ampliamente en su capacidad para producir una rápida y 

eficiente conversión de azúcares en alcohol y C02. 

La fermentación alcohólica es la formación de alcohol etílico a partir de 

glucosa y otros azúcares como la sacarosa e inulina, por la acción enzimática de 

microorganismos. Las levaduras son comúnmente utilizados para la producción de 
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alcohol, debido a su gran capacidad para fermentar azúcares aunque estas 

difieren ampliamente en su capacidad de toleranc;:ia y producción de alcohol. Por 

este motivo, el hombre ha empleado a las levaduras desde 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). 

Actualmente la demanda de alcohol es superior a las posibilidades de 

suministro, por lo que resulta de gran importancia incrementar los niveles de 

producción 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 fabricación de alcohol etílico por fermentación 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 caña, las mieles y las melazas. 

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

del procesamiento de la madera, los restos de plantas, etc. 

e) Materias primas ricas en almidón, como la yuca, la papa y el maíz. 

La melaza y el jugo de caña son comúnmente empleados para la 

producción de alcohol por ser fácilmente disponibles y económicos. En los últimos 

años se han empleado melazas para la fabricación de etanol, esta materia es el 

jarabe residual del jugo concentrado de azúcar de caña una vez separados los 
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cristales de azúcar; suelen tener del 48 al 55% de azucares· especialmente 

sacarosa (Kar y Viswanathan, 1985). 

Las levaduras más 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. Biología de las levaduras 

La preocupación principal en la obtención de bebidas alcohólicas es la 

eficacia tecnológica. Las levaduras son organismos heterotróficos que pueden 

usar azúcares y una variedad de compuestos orgánicos como fuentes de 

nutrimentos. De estos compuestos ellas obtienen los esqueletos de carbono 

necesarios para· realizar sus diferentes reacciones de biosíntesis (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 reproducción. Algunos elementos son básicamente necesarios, como 

por ejemplo: el carbono, hidrógeno, oxígeno, nitrógeno, fósforo, 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 taxonomía de Saccharomyces reviste una gran importancia para 

la ciencia de la microbiología, la preocupación principal en la obtención de bebidas 

alcohólicas es la eficacia tecnológica. En la actualidad se conocen alrededor de 39 

géneros de levaduras con 400 especies de las cuales las más utilizadas para la 

producción de etanol son la Saccharomyces cerevisiae y S. carlsbergensis (Murillo 

et al., 1984; Concheiro, 1985; Stewart, 1985). 
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En algunas ocasiones son insignificantes o mínimas las diferencias 

taxonómicas entre las cepas, pero para los indus~riales que elaboran cerveza, así 

como otras bebidas alcohólicas, estás mínimas diferencias son de gran 

importancia (Varnam y Sutherland, 1994). 

La especie S. cerevisiae es una levadura ascosporógena que se encuentra 

en el grupo de los Endomycetales, familia Saccharomycetaceae, subfamilia 

Saccharomycoideae. La morfología 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 1-9J.1 de diámetro 

y de 2-20(.J 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. además 

presentan refringencia y se reproducen por gemación. 

Las levaduras poseen dos formas de reproducción: la sexual y la asexual. 

La reproducción asexual o vegetativa no se efectúa por medio de órganos 

especialmente formados, si no que ocurre por formación de blastosporas 

(gemación), por división transversal (fisión binaria) o por la combinación de los dos 

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

En el proceso de reproducción sexual, todas las levaduras "verdaderas" 

producen ascosporas. Por este motivo se incluyen las levaduras verdaderas en el 

grupo de ascomicetos u hongos con receptáculos o asea. El asea contiene, por lo 

general, de 1 a 4 esporas pero a veces su número es de 8 o más. Las esporas se 

producen por divisiones sucesivas del núcleo; cada núcleo así formado se rodea 

de material citoplásmico, y después por la pared celular (Jones et al., 1981). 

S. cerevisiae tiene la habilidad de fermentar una amplia variedad de 

azúcares por ejemplo: sacarosa, glucosa, fructosa, galactosa, maltosa, maltotriosa, 

requiere de vitaminas para realizar una función catalítica 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 NAO y FAD; el ácido pantoténico 

componente de coenzima A y para llevar a cabo reacciones de acetilación; la 

tiamina funciona como pirofosfato de tiamina en la descarboxilación de piruvato; la 

piridoxina, ayuda en reacciones de transaminación; el ácido fálico funciona como 

tetrahidrofolato y la biotina que parece ser la más comúnmente requerida (Jones et 

al., 1981). 

Las cepas S. cerevisiae se desarrollan en pH de 2.8 a 8.6, pero el 

crecimiento óptimo es normalmente entre 4.5 a 6.5. La temperatura de crecimiento 

se encuentra entre 25° C y 30° C. Una temperatura mayor causa desestabilización 

de las membranas y un rápido decremento en la viabilidad celular (Phaff et al., 

1978; Jones etal., 1981). 

2.6. Importancia de las cepas de levaduras 

Durante muchos años se ha seleccionado las cepas de levaduras en 

función de su eficacia y estas difieren de las cepas utilizadas en otros procesos 

industriales, tales como las de panadería o las cepas de laboratorio (Varnam y 

Sutherland, 1994). Hay muy pocas diferencias entre las cepas las cuales no llegan 

a afectar en lo más mínimo desde el punto de vista taxonómico, pero para la 

elaboración de bebidas alcohólicas estas diferencias suelen ser muy importantes 

para las industrias tequileras. 

Las levaduras originalmente fueron seleccionadas para la elaboración de 

vino, cerveza, whisky o para la producción 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 (Pina!, 1997). Para alcanzar altos 

rendimientos y mantener una calidad constante en el tequila, algunas fábricas 

utilizan cepas de levadura aisladas a part!r de una fermentación natural de jugo de 

agave cocido, adicionado con nutrientes y usando condiciones especiales. 
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Pinal (1990) comparó la producción de alcohol de cuatro cepas de S. 

cerevisiae, a nivel matraces y fermentadores de 15 1 y 94 000 1, y encontró que las 

cepas presentaron un rendimiento ·de alcohol desde 6.35 g/g hasta 0.45 g/g con 

eficiencias de fermentación de 68% a 89%. Rodríguez (1990) evaluó la tolerancia 

a etanol de S. cerevisiae y encontró intervalos de tolerancia del 5 al 14% para 

crecimiento y viabilidad; y para la velocidad de producción de alcohol desde un 4 

hasta 18%. 

El aislamiento de cepas de S. cerevisiae a partir del jugo de agave de 

diferentes fábricas de tequila del estado de Jalisco presentan diferencias entre las 

mismas, ya que se ha observado una gran variación en las velocidades máximas 

de consumo de sustrato y en los parámetros de crecimiento tales como la 

velocidad máxima de crecimiento y el tiempo de duplicación (Arellano et al., 

1999a). 

Por otro lado el tiempo de cocimiento del agave presenta un efecto sobre el 

crecimiento de la levadura y la producción de etanol, es decir, a un mayor 

cocimiento se obtiene una disminución en la eficiencia de fermentación y un menor 

rendimiento de azúcar, esto debido a la presencia de compuestos como el furfural 

que se genera por la acción del calor sobre los azúcares como la fructosa o la 

glucosa (Pina! et al., 1999). 

La cantidad de inócufo para fermentar el jugo de agave no afecta el 

rendimiento de alcohol, ya que con una población de 85x106 cel mi como mínimo y 

de 200x1 06 cel mi como máximo en un tiempo de fermentación de 60 h no se 

encontraron diferencias significativas (Ramírez y Téllez, 1999). 

Bernai-Abascal et al., (1999) evaluaron los parámetros de fermentación de 

dos cepas de levaduras y una mezcla entre ambas en jugo de agave, y 

encontraron un mayor rendimiento de alcohol y eficiencia en la mezcla que en 

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

Así mismo al utilizar mezclas de levaduras se obtiene una mayor 

concentración de algunos compuestos como son alcoholes superiores, 

acetaldehido 1-propanol, alcoholes amílicos, 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 del tequila (Bernai-Abascal, et al., 1999). 
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3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo general: 

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

una fermentación alcohólica con mostos tequileros. 

3.2. Objetivos particulares: 

1. Aislar una cepa de levaduras de los municipios de Amatitan, Arandas, 

Tepatitfan y Zapopan en el estado de Jalisco. 

2. Determinar el tiempo de duplicación y el rendimiento de biomasa en jugo de 

agave de las cepas aisladas. 

3. Comparar la productividad, eficiencia, producción y rendimiento de alcohol 

en jugo de agave de las cepas aisladas. 

4. Identificar las cepas con mayor producción de alcohol y de consumo de 

azucares en jugo de agave. 

5. Comparar los parámetros de crecimiento y de fermentación de dos mezclas 

de cepas de levaduras. 
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4. HIPÓTESIS 

Las cepas de levaduras de (S. cerevisiae) aisladas, presentan patrones de 

crecimiento y de fermentación diferentes de acuerdo a su capacidad de consumo 

de azúcares y producción de alcohol en jugo de agave. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 
<' ., '/) 

"~--·~~/ 

5.1. Medios de cultivo para el aislamiento de las cepas 

El medio de cultivo para el aislamiento y propagación de las cepas se 

elaboró en estado sólido con jugo de agave (JAA) ajustado a so Bx. Para preparar 

el medio se adicionó 1g/l de sulfato de amonio como fuente de nitrógeno, se ajustó 

el pH a 4.5 con ácido sulfúrico y finalmente se agregó 2.5% de agar bacteriológico. 

Posteriormente se esterilizó a una temperatura de 121° C durante 15 minutos. El 

medio estéril se vació a cajas de petri con un diámetro de 9 cm. Para la 

elaboración del medio de fermentación se utilizó jugo de agave ajustado a 12oBx. 

Se le adicionó 1g/l de sulfato de amonio y el pH se ajustó a 4.5. 

5.2. Material biológico 

Se utilizaron cinco cepas de Sacharomyces cerevisiae: PAN, MIXTA, 

AMATITAN, AA y AT2, que están depositadas en el cepario del Laboratorio de 

Biotecnología del Departamento de Botánica y Zoología del Centro Universitario de 

Ciencias Biológicas 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 exposición de cajas de petri con 

el medio de cultivo JAA en estado sólido o liquido en los municipios de Arandas, 

Tepatitlan y/o Zapopan, en el estado de Jalisco. También se aisló una cepa a partir 

de mosto fermentado de una tequilera en el municipio de Amatitan, Jal. Como 

control se aisló una cepa a partir de crema de levadura para la elaboración de pan 

y que La empresa Tequilas del Señor utiliza para elaborar tequila. 
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Para el aislamiento de las cepas de levaduras por exposición al aire se 

utilizaron seis cajas con medio de cultivo sólido (JAA), se destaparon durante 5 

minutos en terrenos con cultivos de agave en los municipios mencionados, excepto 

Zapopan. La incubación se realizó 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 observó crecimiento de 

levaduras se procedió a la purificación de las cepas mediante resiembras en medio 

de cultivo fresco. 

El aislamiento de cepas de jugo de agave en estado liquido se realizó 

colocando 50 mi de jugo de agave en un vaso de precipitado de 100 mi en 

condiciones de laboratorio, después de 48 h de fermentación 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 

purificación de las cepas. 

Con el mosto fermentado de la empresa tequilera de Amatitan y de la crema 

de levadura de pan, se tomó una asada de cada muestra y se sembró en medio de 

cultivo sólido de jugo de agave. La incubación se realizó a una temperatura de 

28°C, durante 24 h. 

Después del aislamiento de las cepas se caracterizaron de acuerdo a su 

forma, color, olor, tamaño celular, presencia o ausencia de refringencia y si 

presentan gemación, con la finalidad de seleccionar las adecuadas para la 

fermentación de mostos tequileros. 

5.4. Crecimiento y fermentación en jugo de agave 

Para la caracterización de las cepas y mezclas de cepas en jugo de agave 

es necesario la determinación de parámetros de crecimiento y de fermentación. El 

patrón de crecimiento se determinó mediante la siembra con una asa en 100 mi de 

jugo de agave contenidos en matraces de 250 mi de capacidad. El matraz 
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permaneció en agitación durante 8 h a 150 rpm. Se determinó la cuenta celular 

después de la inoculación (tiempo inicial =O h~ras) y al final del crecimiento 

(tiempo final =8 horas) mediante una cámara de Newbauer bajo el microscopio. 

Para ello la muestra se diluyo en agua destilada a razón de 1:99 con 10 mi del 

mosto inoculado. Con estos datos se determino el tiempo de duplicación en horas 

para cada una de las cepas. 

5.4.1. Preinoculo 

A un matraz de 250 mi de capacidad se le adicionaron 100 mi de jugo de 

agave y se esterilizó durante 10 minutos. Ya frío el medio de cultivo se inoculó con 

una asada de cada cepa. Posteriormente de agito y se tomó una muestra de 5 mi, 

y se etiquetó como tiempo cero del inoculo. Después de 24 h de incubación a 28°C 

y en agitación con 200 rpm se tomo otra muestra de 5 mi y se etiquetó como 

tiempo final . Para ambas muestras se realizó la cuenta celular con una cama 

Newbauer, previa dilución 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 producción 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 analítica. Posteriormente 

se les agrego 0.5 mi del jugo de agave y se colocaron en la estufa a 60°C durante 

24 h. Después de este tiempo se volvieron a pesar y por diferencia de peso se 

determino la producción de biomasa en mg/1 . 

5.5. FERMENTACION 

La fermentación del jugo de agave se realizó en vasos Berzelius de 1000 mi 

de capacidad, al que se le agregaron 800 mi de jugo de agave con 12° Bx. La 

inoculación fue con 100 mi de jugo de agave con cada una de las cepas o mezcla 

de cepas. La fermentación se realizó a 28° C durante 48 y 49 h sin agitación para 

las cepas y mezclas de cepas, respectivamente. Para cada vaso de fermentación 
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se tomaron muestras de 20 mi de jugo de agave fermentado a las O, 4, 20, 24, 28, 

44 y 48 h, a partir del inicio de la fermentación (tiempo inicial= O) y durante las 48 

h de fermentación. 

A las muestras de jugo de agave fermentado se les determinó el pH, el 

contenido de azucares reductores totales y el contenido de alcohol para obtener 

los rendimientos de fermentación de las cepas y mezclas 

5.5.1. PREPARACIÓN DE LA CURVA PATRON PARA AZUCARES 
REDUCTORES 

Se realizó una curva de calibración para determinar azúcares totales por 

medio del método fenof-suffúrico, usando una solución patrón de sacarosa a una 

concentración de 0.1 g/1 . 

El intervalo de concentraciones a probar fue de 0.01 a 0.1 g/1 de sacarosa 

para obtener una ecuación mediante un análisis de regresión lineal que prediga la 

cantidad de azúcares totales presentes en una muestra a partir de una 

absorbancia dada. 

De la solución de sacarosa antes descrita se realizaron diluciones, tomando 

alícuotas de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 y 10 mi en tubos de ensayo, completando el 

volumen a 1 O mi con agua destilada; estas soluciones tendrán una concentración 

de 0.01 a 0.1 g 1 respectivamente. Se le adicionó 1 mi de cada una por duplicado 

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

5.5.2. CONSUMO DE AZUCARES 

Para determinar el contenido de azúcares reductores totales de las 

muestras fermentadas, estas se diluyen 1:1000. Posteriormente a 1 mi de la 

dilución se adiciona 1 mi de fenol al 5%, en seguida se agregaron· 5 mf de ácido 

sulfúrico concentrado con el pipeteador en forma brusca para conseguir el efecto 

de hidrólisis. Se dejó enfriar durante 5 minutos a temperatura ambiente, se agitó y 
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volumen a 10 mi con agua destilada; estas soluciones tuvieron una concentración 

de 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 y 20 g/1 respectivamente. Se le adicionó 1 mi de 

cada una por duplicado en tubos de ensaye y se determinó la concentración de 

etanol. 

5.7. PREPARACIÓN DE LA MUESTRA 

La muestra de mosto fermentado se destiló a fin de separar el etanol del 

jugo de agave fermentado, los destilados se diluyeron dependiendo de la 

concentración de etanol estimada tomando en cuenta que la curva patrón llega 

hasta 20 g/1. Generalmente los destilados de las primeras 8 horas de fermentación 

no fue necesarios de diluir y los de las siguientes horas con una dilución de 1:5 fue 

suficiente. 

A 1 mi de muestra destilada se le agregaron 2 mi de solución de dicromato y 

se agitó, se dejó reposar durante 1 O minutos, posteriormente se agregaron 5 mi de 

agua destilada, se agitó nuevamente y se determinó la absorbancia a 585 nm en el 

es~ectrofotómetro. 

5.8. SELECCIÓN DE CEPAS PARA LA FERMENTACIÓN 

Los parámetros de crecimiento y de fermentación que se evaluaron y se 

utiJL~aron para la selección de las cepas que conformaron las mezclas fueron: 

5.8.1 Crecimiento 

o Tiempo de duplicación (minutos). 

o Rendimiento de biomasa: g biomasa/ g de azúcar en el jugo de 

agave. 

o Cinética de crecimiento. 
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5.8.2 Fermentación 

o Consumo de glucosa (g/1). 

o pH. 

o Producción de alcohol: g/1. 

o Productividad (g alcohol!_, h-1
). 

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

o Cinética del rendimiento de alcohol. 

o Eficiencia de fermentación. 



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 excepción 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 gemación y una zona de refringencia; características típicas 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 estrías en JAA 

MIXTA Jugo de agave fermentado en Zapopan Exposición al aire de 

mosto 

AMA TITAN Jugo fermentado de tequilera de Siembra de estrías en JAA 

Amatitan 

AA Cultivos de Agave en Arandas Exposición al aire de medio JM 

AT2 Cultivos de Agave en Tepatitlan Exposición al aire de medio JM 
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Figura 2. Morfología de la cepa de levadura Mixta aislada en jugo de agave. 

6.2. PARÁMETROS DE CRECIMIENTO 

6.2.1. Tiempo de duplicación en jugo de agave 

El tiempo de duplicación de las cinco cepas de levaduras se presenta en la 

figura 3. La cepa PAN presentó el mayor tiempo de duplicación con 182 minutos, le 

siguieron las cepas AT2, AA, MIXTA con 125, 68, 67 minutos respectivamente y 

finalmente la cepa AMA TITAN con 64 minutos. 

Las cepas de S. cerevisiae presentan tiempos de duplicación 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 duplicación muy variado desde 

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

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

trabajo con los reportados en la bibliografía, se consideraron a las cepas PAN y 
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AT2 son de crecimiento lento mientras que la AA, MIXTA y AMATITAN presentan 

un crecimiento rápido. 
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Figura 3. Tiempo de duplicación 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 presentó el mayor rendimiento de biomasa 

con 0.51g/g, le siguió la PAN con 0.44 g/g, AT2 con 0.40 glg, M con 0.40 g/g, la 

cepa con menor rendimiento de biomasa fue la AMA TITAN 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 °8, 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 mi de jugo de agave fermentado a las O, 4, 20, 24, 28, 

44 y 48 h, a partir del inicio de la fermentación (tiempo inicial = O) y durante las 48 

h de fermentación. 

A las muestras de jugo de agave fermentado se les determinó el pH, el 

contenido de azucares reductores totales y el contenido de alcohol para obtener 

los rendimientos de fermentación de las cepas y mezclas 

5.5.1. PREPARACIÓN DE LA CURVA PATRON PARA AZUCARES 
REDUCTORES 

Se realizó una curva de calibración para determinar azúcares totales por 

medio del método fenal-sulfúrico, usando una solución patrón de sacarosa a una 

concentración de 0.1 g/1 . 

El intervalo de concentraciones a probar fue de 0.01 a 0.1 g/1 de sacarosa 

para obtener una ecuación mediante un análisis de regresión lineal que prediga la 

cantidad de azúcares totales presentes en una muestra a partir de una 

absorbancia dada. 

De la solución de sacarosa antes descrita se realizaron diluciones, tomando 

alícuotas de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 y 1 O mi en tubos de ensayo, completando el 

volumen a 1 O mi con agua destilada; estas soluciones tendrán una concentración 

de 0.01 a 0.1 g 1 respectivamente. Se le adicionó 1 mi de cada una por duplicado 

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

5.5.2. CONSUMO DE AZUCARES 

Para determinar el contenido de azúcares reductores totales de las 

muestras fermentadas, estas se diluyen 1:1000. Posteriormente a 1 mi de la 

dilución se adiciona 1 mi de fenal al 5%, en seguida se agregaron· 5 mi de ácido 

sulfúrico concentrado con el pipeteador en forma brusca para conseguir el efecto 

de hidrólisis. Se dejó enfriar durante 5 minutos a temperatura ambiente, se agitó y 
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enseguida se . sometió a baño de agua durante .1 O minutos. Finalmente se 

determinó la absorbancia a 490 nm en el espectrofotómetro (Dubois et al., 1956). 

5.5.3. PRODUCCIÓN DE ALCOHOL 

Para la determinación del contenido de alcohol, primero se separaron los 

productos de riqueza alcohólica del jugo de agave fermentado. En un matraz 

aforado de 50 mi se agregaron 10 mi del mosto fermentado y 10 mi de agua 

destilada. Se aplicó 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 determinó el contenido de alcohol. 

El contenido de alcohol se determinó mediante la técnica 

espectrofotómétrica del dicromato de potasio (Bohringer y Jacob, 1964). Para ello 

se preparó una solución con 33.768 g de dicromato de potasio, 325 mi de ácido 

sulfúrico y 1000 mi de agua destilada. Se diluyó el ácido sulfúrico en 

aproximadarncr.ie 400 mi de agua destilada, se dejó enfriar y se le agregó el 

dicromato dilu1do en aproximadamente 200 mi de agua destilada; se aforo con 

agua destilada a 1 000 mi. 

5.6. PREPARACIÓN DE LA CURVA PATRON DE ETANOL 

Para elaborar una curva patrón de alcohol etílico se preparó una solución de 

alcohol etílico. De acuerdo con la densidad y el porcentaje de pureza del etanol, se 

calculó el volumen que es necesario adicionar a 1 litro de agua destilada para 

obtener una solución de 20 g/1 (si la densidad es de 0.081, con una pureza de 

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

mi). 

De la solución de etanol antes descrita se realizaron diluciones, tomando 

alícuotas de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 y 10 mi en tubos de ensayo, completando el 
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volumen a 10 mi con agua destilada; estas soluciones tuvieron una concentración 

de 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 y 20 g/1 respectivamente. Se le adicionó 1 mi de 

cada una por duplicado en tubos de ensaye y se determinó la concentración de 

etanol. 

5.7. PREPARACIÓN DE LA MUESTRA 

La muestra de mosto fermentado se destiló a fin de separar el etanol del 

jugo de agave fermentado, los destilados se diluyeron dependiendo de la 

concentración de etanol estimada tomando en cuenta que la curva patrón llega 

hasta 20 g/1. Generalmente los destilados de las primeras 8 horas de fermentación 

no fue necesarios de diluir y los de las siguientes horas con una dilución de 1:5 fue 

suficiente. 

A 1 mi de muestra destilada se le agregaron 2 mi de solución de dicromato y 

se agitó, se dejó reposar durante 1 O minutos, posteriormente se agregaron 5 mi de 

at;;ua destilada, se agitó nuevamente y se determinó la absorbancia a 585 nm en el 

es~ectrofotómetro. 

5.8. SELECCIÓN DE CEPAS PARA LA FERMENTACIÓN 

Los parámetros de crecimiento y de fermentación que se evaluaron y se 

utili.~aron para la selección de las cepas que conformaron las mezclas fueron: 

5.8.1 Crecimiento 

o Tiempo de duplicación (minutos). 

o Rendimiento de biomasa: 9 biomasa/ 9 de azúcar en el jugo de 

agave. 

o Cinética de crecimiento. 
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5.8.2 Fermentación 

o Consumo de glucosa (g/1). 

o pH. 

o Producción de alcohol: g/1. 

o Productividad (g alcoholl-1 h"1
). 

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

o Cinética del rendimiento de alcohol. 

o Eficiencia de fermentación. 



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 excepción 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 gemación y una zona de refringencia; características típicas 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 estrías en JAA 

MIXTA Jugo de agave fermentado en Zapopan Exposición al aire de 

mosto 

AMA TITAN Jugo fermentado de tequilera de Siembra de estrías en JAA 

Amatitan 

AA Cultivos de Agave en Arandas Exposición al aire de medio JAA 

AT2 Cultivos de Agave en Tepatitlan Exposición al aire de medio JAA 
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Figura 2. Morfología de la cepa de levadura Mixta aislada en jugo de agave. 

6.2. PARÁMETROS DE CRECIMIENTO 

6.2.1. Tiempo de duplicación en jugo de agave 

El tiempo de duplicación de las cinco cepas de levaduras se presenta en la 

figura 3. La cepa PAN presentó el mayor tiempo de duplicación con 182 minutos, le 

siguieron las cepas AT2, AA, MIXTA con 125, 68, 67 minutos respectivamente y 

finalmente la cepa AMA TITAN con 64 minutos. 

Las cepas de S. cerevísíae presentan tiempos de duplicación 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 duplicación muy variado desde 

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

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

trabajo con los reportados en la bibliografía, se consideraron a las cepas PAN y 
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AT2 son de crecimiento lentó mientras que la AA, MIXTA y AMATIT AN presentan 

un crecimiento rápido. 
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Figura 3. Tiempo de duplicación 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 aisladéis se 

presenta en la figura 4. La cepa MIXTA presentó el mayor rendimiento de biomasa 

con 0.51g/g, le siguió 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 AMA TITAN 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 °8, 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 comparación 

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 oc y una mayor concentración de azucares de hasta 257g/l. 

cu 0.6 
tn cu 0.5 E o 
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Figura 4. Rendimiento de la biomasa de las cepas de levaduras aisladas 
en Jalisco en jugo de agave. 
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6.3. PARÁMETROS DE FERMENTACIÓN 

6.3.1. Contenido de azucares en el jugo de agave 

El contenido de azúcares en el jugo de agave para la fermentación con las 

cepas de levaduras aisladas en Jalisco se muestran en la figura 5. Al inicio de la 

fermentación este vario desde 108 gn para la AT2 hasta 147g/l para la cepa 

AMA TITAN. Asimismo se observa que el consumo inició a las 4 h de fermentacion 

y despues disminuye el contenido de azúcar hasta las 44 h para despues 

mantenerse en niveles bajos. 

160 
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111 120 " CIJ ... 
Cll 100 u 
:::1 
N 
Cll 80 CIJ 

'C 
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e 40 -CIJ -e 
o 20 ·---------(.) 
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o 4 20 24 28 44 48 

Tiempo de ferme~tació':IJ!!.)_ _____ _ 

:-+- Pan --- Mixta Amatitan -·. ·AA ~A T2 

Figura 5. Contenido de azúcares de las cepas de levaduras aisladas en Jalisco en 
jugo de agave. 
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6.3.2 pH 

En la figura 6 se muestra la cinética d~ pH durante las 48 horas de 

fermentación del jugo de agave con cada una de las cepas. Al inicio de la 

fermentación el pH fue de 4.3 mientras que a las 48 h disminuye hasta 3.9, 

producto de la fermentación, dichos valores siguen la misma tendencia con lo 

reportado por Santos ( 1990). 
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Figura 6. pH de las cepas de levaduras aisladas en Jalisco a las 
48 h de fermentación del jugo de agave. 

6.3.3. Producción de alcohol 

1 

48 1 
! 
i 

! 
' 

En la figura 7 se muestra la cinética de producción de alcohol de las cinco 

cepas de levaduras aisladas. Se observa una fase de adaptación o latencia de 4 h 

y una fase exponencial que dura 40 h desde las 4 h hasta 44 h de fermentación. 

La mayor producción de alcohol se observó a las 44 h y a las 48 h de fermentación 

se encontró una disminución del contenido de alcohol, esto por la disminución en 

la viabilidad celular de las cepas a las 44 h (Gough y Me Hale, 1 998). 
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Figura 7. Producción de alcohol de las cepas de levaduras aisladas en Jalisco. 

En la figura 8 se muestra la producción de alcohol de las cepas a las 44 h 

de fermentación. Se observa que la cepa AA presentó la mayor producción de 

alcohol con 63 g/1, seguida de las cepas PAN, AT2 y MIXTA con 57, 53, 53 g/1. La 

menor producción de alcohol fue para AMA TITAN con 37 g/1. 

Las cepas evaluadas en este estudio presentaron menores rendimientos de 

alcohol, ya que Nigam et al., ( 1998) reportaron una concentración máxima de 

alcohol de 94.9 g/1, en caña de melaza, un pH de 4.5 y una temperatura de 30° C y 

255 g/1 de azúcar; sin embargo, concuerda con los datos obtenidos en otros 

substratos. Algunos de ellos son sacarosa, fructosa y glucosa con 74, 73, 72 g/1 y 

una temperatura de fermentación de 30° C, mientras que a 40 oc disminuye a 64, 

61 y 63 g/1 (Kiransree et al., 2000), y con almidón soluble es de 50 g/1 (Kondo et al., 

2002). 
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Figura 8. Producción de alcohol en jugo de agave de las cepas de levaduras 

aisladas. 

En sustratos naturales como el jugo de Opuntia ficus-indica la producción de 

alcohol es de 55.3 ml/1 (Turker, et al., 2001). Mientras que con la fermentación en 

estado sólido de vainas secas de algarrobo se obtienen 160 g kg (Roukas, 1994a), 

y con los extractos en matraz agitado es de 65 g/1 (Roukas, 1994b). En melazas al 

14% de azúcar es de 53.2 g/1 y de 45 g/1 a 30°C y 40°C (Kiransree et al., 2000). 

Por otro lado, al fermentar inulina a 30 oc con Aspergi/lus níger durante 120 h y 

posteriormente 15 h con S. cerevisiae se ha obtenido una producción de alcohol 

de 21% (vol/vol) (Ohta et al., 1993). Y con el jugo de agave se ha obtenido una 

producción de alcohol de 34.89 y 34.90 gil respectivamente con una temperatura 

de 35o C, un pH de 4.5, y con 72 h de fermentación (Bernai-Abascal et al., 1999; 

Arellano et al., 1999b). 
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6.3.4 Productividad de alcohol 

La productividad de las cinco cepas de levaduras durante 44 h de 

fermentación en jugo de agave se muestra en la figura 9. La mayor productividad 

se observó a las 44 h de fermentación al igual que la producción de alcohol. La 

cepa con mayor productividad fue la cepa AA con 1.43 g alcohol 1"1 h-1
, seguida de 

PAN, AT2, MIXTA con 1.30, 1.22 y 1.21 g alcohol 1"1 h-1
, y la AMA TITAN hasta 0.85 

g alcohol 1"1 h-1 
. 
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Figura 9. Productividad de alcohol de las cepas de levaduras aisladas en Jalisco a 
las 44 h de fermentación 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 almidón soluble, jugo de la 

caña de azúcar y melaza (Kondo el al., 2002, Abate el al., 1996 y Nigam et al., 

1998) con valores que van de 0.71 g alcohol 1-1 h-1
, 1.5 g alcohol 11 h-1 y 0.58 g 

alcohol 1"1 h-1
. 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 1"1 h-1
• 6.2 g alcohol 1"1 h-1

, 8.3 g alcohol 1"1 h-1 y 
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10.5 g alcohol 11 h-1
• 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 alcohol1 1 h-1 en glucos~ pero en otras condiciones 

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

6.3.5 Rendimiento de alcohol en jugo de agave 

La figura 1 O 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 glg, 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 (Bernai-Abascal et al., 1999), 0.44 glg en 

extractos de vainas de algarrobo en un sistema agitado (Roukas, 1994b) y de 0.43 

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

jrnAMATITAN •PAN OMIXTA OAT2 •AA 1 

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 M, AT2 y MIXTA presentaron la mayor 

eficiencia con 99, 97 y 90%. Le siguió la cepa PAN con 76% y la menor eficiencia 

fue para la AMA TITAN con 50%. 
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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; Bernai-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/1 de azúcar fermentable (Roukas, 1994b). 
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6.4 Selección de cepas 

La constante producción de tequila con buena calidad requiere de la 

elaboración de inoculo con una cepa de levadura para· cada lote de fermentación. 

Esto permitiría la producción de los mismos metabolitos en las diferentes 

fermentaciones y por consiguiente un tequila con las mismas características 

organolépticas. 

La producción de tequilas con olores y sabores atractivos para el mercado 

requiere la fermentación de jugos de agave por medio de cepas de levaduras que 

produzcan diferentes metabolitos organolépticos. Sin embargo, una sola cepa 

presenta perfiles de compuestos organolépticos limitado por lo que es necesario la 

fermentación 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 producción de tequilas con diferentes olores y 

sabores, es necesario caracterizar las cepas individualmente y posteriormente la 

evaluación de mezclas para que se mantengan las condiciones optirnas de 

crecimiento y fermentación, sin disminuir los rendimientos de alcohol. 

La selección de las cepas fue de acuerdo a los parámetros de crecimiento y 

fermentación, por lo que las cepas fueron MIXTA y AMATITAN, que presen~aron 

un tiempo de duplicación menor y mayor rendimiento de biomasa y la cepa AA por 

su producción de alcohol. Con estas tres cepas se evaluaron los parámetros de 

fermentación de las mezclas AA/AMATITAN y AA/MIXTA en una proporción del 

50%. 
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6.5Parámetros de crecimiento y fermentación 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 utilizó para la fermentación con las dos mezclas de levaduras. El contenido de 

azúcar al inicio de la fermentación fue de 115 g/1 para la AA/MIXTA y de 154 g/1 

para la AAIAMATITAN. El mayor consumo de azúcar inició a las 22 h de 

fermentación, 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 fermentación con 

las dos mezclas de levaduras. 
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6.5.2 Producción de alcohol de las mezclas de cepas 

En la figura 13 se presenta la producción de alcohol en jugo de agave de las 

dos mezclas evaluadas. Durante 49 h de fermentación se observa una etapa de 

latencia en las primeras 4 h de la fermentación y posteriormente una fase 

logarítmica que se mantiene hasta las 42 h, y finalmente una disminución drástica 

hasta llegar a valores inferiores a 5 g/1. Este decremento en el contenido de alcohol 

puede ser debido a una disminución drástica del número de células viables (Gough 

y Me Hale, 1998). 
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Figura 13. Producción de alcohol de las dos mezclas de levaduras en jugo de 
agave. 
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6.5.3 Producción de alcohol de las mezclas en jugo de agave 

La producción de alcohol de las dos mezclas de levaduras evaluadas en 

jugo de agave a las 42 h de fermentación, se muestra en la figura 14, y se obseNa 

que la AAIAMATITAN presentó los valores mas altos con 31.5 g/1 y la AA/MIXTA 

con 24.5 g/1. Estos son similares a los 34.9 g/1 reportados para una mezcla de dos 

cepas de levaduras en jugo de agave a las 72 h de fermentación. Sin embargo, 

son menores a los obtenidos con cada cepa en forma individual, lo que indica una 

posible inhibición de cepas (Bernai-Abascal et al., 1999). 
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Figura 14. Producción de alcohol de las dos mezclas de levaduras en 
jugo de agave a las 42 h de fermentación. 
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6.5.4 Rendimiento de alcohol en jugo de agave 

El rendimiento de alcohol para las dos mezclas 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; Bernai

Abascal et al., 1999). 
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Figura 15. Rendimiento de alcohol de las dos mezclas de levaduras en jugo de 
agave. 
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6.5.5 Productividad de alcohol en jugo de agave 

La productividad de alcohol 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 r1 h-1 para 

AAIAMATITAN y AA/MIXTA. Esta productividad es baja en comparación con el1.5 

g r1 h-1 obtenido en otro substrato como es la sacarosa y una mezcla de 

Saccharomyces y Zymomonas. (Abate et al., 1996). 
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Figura 16. Productividad de alcohol en jugo de agave de las dos mezclas de 
levaduras. 
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6.5.6 Eficiencia en jugo de agave 
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En la figura 17 se presenta la eficiencia de las dos mezclas de levaduras en 

jugo de agave, esta fue del88% para AA/MIXTA y del 73% para la AA/AMATITAN. 

Al comparar los resultados con lo reportado en la bibliografía se consideran bajos 

ya que se ha logrado una eficiencia de hasta 94%, en agave pero con otras cepas 

de levaduras. Además, la fermentación del jugo de agave se realizo en otras 

condiciones, tales como una temperatura de 35°C y un tiempo de 72 h (Bernai

Abascal et al., 1999). 

jE!JAAJAMATITAN •AA/MIXTA 1 

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 que 

fermentan mostos tequileros, para ello se determinaron varios parámetros de 

crecimiento y de fermentación de las 5 cepas de levaduras obtenidas. 

Posteriormente se seleccionaron tres de las mejores cepas para evaluar los 

parámetros de fermentación de dos mezclas de cepas. Lo anterior se realizó con la 

finalidad de obtener mostos fermentados con mezclas de cepas de· levaduras que 

permitan optimizar la producción de tequilas, y de acuerdo con los resultados 

obtenidos se llego a las siguientes conclusiones: 

• Todas las cepas evaluadas llevaron acabo una fermentación alcohólica en 

mostos tequileros. 

• La cepa AA presento la mayor producción de alcohol así como el mayor 

rendimiento de biomasa y de alcohol. 

• La cepa AMATIT AN fue la que obtuvo menor producción de alcohol y 

rendimiento de alcohol. 

• Las cepas seleccionadas para evaluar los parámetros de fermentación en 

las mezclas fueron la AMATITAN por el menor tiempo de duplicación, la 

MIXTA ya que presentó el mayor rendimiento de biomasa y la AA que 

mostró los mejores parámetros de fermentación. 

• Las mezclas de las cepas presentaron gran diferencia en la producción de 

alcohol, siendo la mezcla AA/AMA TITAN la que obtuvo la mayor producción 

con 31.5 g/1 y la menor fue para la mezcla AA/MIXTA con 24.5 g/llo mismo 

paso en el rendimiento de la biomasa y en la productividad. 
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Tiempo de duplicación: 

td = L(2) 
¡.t.max 

Rendimiento de biomasa 

Yx/s= biomasa (g) 

azúcar en substrato (g) 

Rendimiento de etanol (Y JJ/s ): 

9.ANEXOS 

YJJ/ ETANOL • PRODUC!DO.(g /1) 

s CONSUMO • DE • SUSTRATO. (g 1 1) 

Eficiencia de fermentación: 

E= y 1}{ *Rendimiento máximo teórico 
0.52 * 
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