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Resumen

El presente trabajo tuvo como objetivo principal, la evaluaciéon en la
produccién de etanol de aislados de levaduras obtenidas de las hojas de
henequén (Agave fourcroydes) y de una fermentacién natural del mosto,
para seleccionar aquellas que mostraran un buen rendimiento para ser
utilizadas como inéculo en un proceso controlado y a gran escala. Se
evaluaron ocho aislados autoctonos de las especies Kluyveromyces
marxianus (4), Candida guilliermondii (1), Candida colliculosa (1), Candida
parapsilosis (1) y un aislado aloéctono de Saccharomyces cerevisiae.
Después de comparar las cinéticas de las fermentaciones en el mosto, se
observo que los aislados de K. marxianus mostraron la mejor adaptacion.
Esta especie se ha encontrado comunmente asociada a diversas especies
de agaves y a varias bebidas alcohdlicas elaboradas con ellas. De los
cuatro aislados de K. marxianus, el denominado Cicy Ki fue el mas
adaptado al mosto, con una eficiencia en la fermentacién del 81% y un
rendimiento en la produccién de etanol de 1.45 g/ L de mosto/ hora. Por
otra parte, las especies C. guilliermondii, C. colliculosa y C. parapsilosis,
aunque fueron aisladas de mosto de agave recién extraido, no fueron
capaces de adaptarse, crecer y fermentar el mosto rectificado empleado
como sustrato para la fermentacion, pues no se observé variacion en los
solidos solubles (°Brix), ni en la turbidez del medio. El aislado al6ctono de
S. cerevisiae tuvo una eficiencia en la fermentacion del 80%; sin embargo
este microorganismo requiri6 mas tiempo para adaptarse al mosto, para
finalizar con una productividad de etanol de 1 g/ L de mosto/ hora. En base
a los resultados obtenidos se propone a la cepa Cicy Ki (K. marxianus)
para ser utilizada como in6culo en los procesos de fermentacién del mosto
de A. fourcroydes, para la obtencion de una bebida alcohdlica.



Abstract

The main objective of this work was to evaluate yeast isolates obtained
from henequen leaves (Agave fourcroydes) and a natural fermentation of
the must, in order to select those which showed a good yield in ethanol
production and which could be used as inoculum in a large scale process.
Eight autochthonous isolates of the species Kluyveromyces marxianus (4),
Candida guilliermondii (1), Candida colliculosa (1), Candida parapsilosis
(1) and one allochthonic isolate of Saccharomyces cerevisiae were
evaluated. After comparing the kinetics of the fermentations in the must,
the isolates of K. marxianus showed the best adaptation. This species has
commonly been found in association with different species of agaves and
with various alcoholic beverages elaborated from them. Of the four isolates
of K. marxianus, the one denominated Cicy Ki showed the best adaptation
to the must, with a fermentation efficiency of 81% and an ethanol yield
production of 1.45 g/L of must/ hour. In the case of C. guilliermondii, C.
colliculosa and C. parapsilosis, although they were isolated from freshly
extracted agave must, they proved unable to adapt, grow and ferment the
rectified must used as substrate for the fermentation, as no variation in the
soluble solids (°Brix), or in the turbidity of the media was observed. The
allochthonous isolate of S. cerevisiae registered a fermentation efficiency
of 80%, this microorganism required a longer adaptation period to the
must, and the ethanol productivity was 1 g/L of must/ hour. Based on these
results, the Cicy Ki strain (K. marxianus) is proposed for use as an
inoculum in the fermentation processes of A. fourcroydes must, for the
elaboration of alcoholic beverages.



Introduccion

El henequén (Agave fourcroydes Lem.) es nativo de la peninsula de
Yucatan. Entre las principales caracteristicas de esta planta, destaca la
calidad y el alto contenido de su fibra, asi como su buena adaptabilidad a
condiciones ambientales adversas. A principios del Siglo XX, México era el
principal productor de fibras naturales de henequén, ubicandose a la
vanguardia de este mercado a nivel internacional (Castorena-Sanchez et
al., 1991).

Al finalizar la Primera Guerra Mundial comenzé el auge de las fibras
sintéticas, las que desplazaron a las naturales; lo anterior, unido al
incremento en el cultivo del henequén en el este de Africa y Brasil, llevé a
la industria henequenera yucateca a un declive que se agudizé con el
transcurso de los afios y que provoc6d un fuerte impacto econémico y
social en Yucatan (Garcia & de Sicilia, 1984).

En 1999 se inici6 en el Centro de Investigacién Cientifica de Yucatan
(CICY) un desarrollo tecnolégico enfocado a la produccién de una bebida
alcohdlica a partir de la destilacion de los mostos fermentados del
henequén, el que se patentd en el 2004 ante el Instituto Mexicano de la
Propiedad Industrial (IMPI; Patente Mexicana No. 219235) (Larqué-
Saavedra et al., 2004).

Una etapa fundamental de este proceso es la fermentacion, en la que las
levaduras son los microorganismos clave ya que a partir del mosto
producen etanol y compuestos volatiles que influyen en el sabor y aroma
del producto final (Pinal et al., 1997).

El uso de levaduras comerciales aléctonas aisladas de otros sustratos
como vino, cerveza o pan, afecta el proceso de fermentacién ya que las
levaduras aléctonas deben adaptarse al nuevo sustrato; lo anterior retrasa
el proceso, y afecta la sintesis de algunos metabolitos secundarios y de
otros productos volatiles que influyen en el perfil sensorial del producto
(Fleet, 2003; Cedefio, 1995).

Actualmente en la industria vinicola y del tequila existe la tendencia a
utilizar cepas autéctonas o nativas, aisladas de fermentaciones
espontaneas de mostos de uva o agave, como inéculo simple o mixto para

3



la fermentacién a escala industrial. Esto ofrece diversas ventajas como la
reduccion o eliminacion de la fase de adaptacion, lo que se traduce en una
disminucién del tiempo de fermentacion; la utilizacion de una cantidad
menor de indculo para iniciar el proceso, un control menos riguroso de los
parametros fisico-quimicos durante la fermentacioén, y la sintesis de una
mayor cantidad de productos volatiles que influyen en el perfil sensorial de
la bebida al emplear inéculos mixtos (Torija et al., 2001; Cedefio, 1995).

El objetivo del presente trabajo, fue seleccionar a partir de aislados de
levaduras obtenidos de plantas y mostos de henequén, aquellas que
presentaran una alta eficiencia en la produccion de etanol, para ser
utilizadas como in6culo en la elaboracién de un licor de henequén.



Capitulo 1. Antecedentes
1.1. PRODUCTOS FERMENTADOS DEL MUNDO

La fermentacion se define como un proceso por el que se obtiene energia
en ausencia de oxigeno. Las fermentaciones han estado presentes en la
Tierra desde hace millones de afos. Mucho tiempo antes de que el
hombre apareciera, como lo demuestran los restos de microorganismos
fésiles encontrados en rocas de aproximadamente 350 mil millones de
anos de antigliedad (Steinkraus, 1993).

Las fermentaciones alimentarias son cambios microbiolégicos /enzimaticos
en los sustratos que generan sabores, aromas y texturas aceptables para
el consumo humano y en las cuales los microorganismos constituyen la
clave del proceso (Steinkraus, 1993); son tecnologias muy antiguas,
utilizadas por diversas culturas con la finalidad de conservar sus
alimentos, por lo que han sido parte de la dieta del hombre y los animales
desde tiempos inmemoriales.

Los primeros alimentos fermentados consumidos por el hombre
probablemente fueron los vinos de miel y de bayas. Algunos antropélogos
sefialan que la dependencia del hombre hacia el alcohol ocasioné que
éste se volviera sedentario e iniciara el cultivo de la vid (Battcock & Azam-
Ali, 1998). De acuerdo a lo anterior se puede plantear que la produccién
de alimentos y bebidas modificados mediante procesos de fermentacion
ha sido una practica comun desde hace aproximadamente 10, 000 afios;
esto es, antes de que se reconociera la existencia de los microorganismos.
Demain y colaboradores (1998) sefialan que la elaboracién de cerveza se
origind en Sumeria en el 7 000 a.C; de ahi el arte de su elaboracién pasé a
Babilonia y posteriormente a Egipto, region en la que hacia el afio 3 000
a.C. la elaboracién de la cerveza y el pan se realizaban de manera
simultdnea utilizando los subproductos de la industria cervecera como
inéculo para la produccion de pan (Demain et al., 1998; Battcock & Azam-
Ali, 1998).

Las primeras referencias sobre la obtencién de bebidas alcohdlicas se
hallaron en China en 10.000 a.C. y en ellas se describe el empleo de
cereales enmohecidos denominados “chu” como inéculo para la
fermentacién (Battcock & Azam-Ali, 1998).



Actualmente en el mundo existe una amplia diversidad de alimentos
fermentados. Cada pais tiene alimentos tradicionales o autdctonos que
son representativos de su cultura, su tipo de dieta y de los ingredientes
disponibles en cada region. A través de los siglos estas tecnologias
ancestrales se han modificado y mejorado gradualmente debido a la
buisqueda del hombre para lograr la optimizacion del proceso de
fermentacion (Battcock & Azam-Ali, 1998).

1.2. ALIMENTOS FERMENTADOS DE MEXICO

En México, desde la época prehispanica, los alimentos y bebidas
fermentados han sido de gran importancia en la vida diaria y ceremonial
de los numerosos grupos indigenas; la tradicion de su consumo ha
continuado hasta la época actual, no sélo por los grupos étnicos pues en
mayor o menor grado, los grupos mestizos, y en forma mas restringida, los
criollos y los de inmigracién reciente, aceptan esporadicamente algunos de
dichos productos (Herrera, 1993).

Las bebidas y alimentos fermentados mexicanos pueden ser clasificados
de acuerdo con los vegetales y las materias primas que se utilizan en su
elaboracién y con base en su composiciébn quimica. En términos
generales, puede hacerse una clara distincion entre los productos
fermentados alcohdlicos y acidos, en tanto que otra clasificacion los divide
en: autéctonos o indigenas y al6éctonos o de origen extranjero (Herrera,
1993).

Todos los productos fermentados mencionados hasta ahora no son
destilados, pues en el México prehispanico se desconocia el alambique de
cobre. Sin embargo muchas bebidas tradicionales como el tequila, el
mezcal, el sotol y la bacanora son productos destilados de origen
posthispanico obtenidos a partir de mostos fermentados de diversas
especies de Agave y Dasylirion. Se desconoce si en el México
prehispanico existian las bebidas alcohdlicas destiladas, ya que
investigaciones arqueologicas recientes senalan la existencia de
alambiques de barro en varias regiones del pais (Brumann, 2000; Gentry,
1982).



1.3. LOS AGAVES

La familia Agavaceae incluye ocho géneros y 273 especies. Se encuentra
distribuida en el continente americano desde el sureste de EUA hasta
Colombia y Venezuela, incluyendo todas las islas del Caribe, las
Bahamas, Aruba, Curacao y Trinidad y Tobago. México es su centro de
origen y en él se encuentra la mayor diversidad con 205 especies, de las
cuales 151 son endémicas. Los estados mas ricos en niUmero de especies
son Oaxaca, Chihuahua, Sonora, Coahuila, Durango y Jalisco (Dahlgren et
al., 1985; Garcia-Mendoza et al., 1993).

El uso de los agaves en México se remonta a la época precolombina,
cuando los pueblos indigenas encontraron en esta planta una fuente
abastecedora de materia prima para elaborar numerosos productos de
gran importancia en la alimentacion humana, tal como se refiere en los
diferentes cédices prehispanicos (Garcia-Mendoza et al., 1993) y como lo
atestiguan restos de fibras encontrados en Coahuila y Teotihuacan que
datan de 8,000 y 6,000 anos, respectivamente. Hacia el afo 2 000 a.C.,
los agaves ya eran cultivados por los habitantes de Tula, Tulancingo y
Teotihuacan con el fin de obtener aguamiel (Gentry, 1982).

Los agaves tienen amplios usos y practicamente puede emplearse toda la
planta. Sin embargo, algunos han sido seleccionados para un uso en
particular, ya sea como alimento o para la obtencién de la fibra, con la cual
se confeccionan cuerdas, sandalias, bolsas etc.

1.4. BEBIDAS ALCOHOLICAS OBTENIDAS A PARTIR DE
AGAVES

Uno de los usos mas importantes de los agaves es la obtencion de
bebidas alcohdlicas obtenidas por fermentacion del jugo dulce de las pifias
o cabezas cocidas (vino de mezcal), de la savia o aguamiel (pulque) y de
bebidas destiladas elaboradas por la destilaciéon de los mostos cocidos y
fermentados de varias especies de Agave, como el mezcal o tequila
(Brumann, 2000; Gentry, 1982).

La palabra pulque proviene del vocablo nahuatl “poliuhqui” (podrido,
putrefacto), haciendo alusién a un pulque descompuesto (Herrera, 1993).
El pulgue es la bebida de agave mas antigua que se conoce y que aln se
produce; su origen se remonta varios afos a.C y algunos historiadores
consideran que fueron los antiguos Otomies los primeros en elaborarlo. Su
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importancia en las civilizaciones precortesianas estd plasmada en la
mayoria de los coédices mexicanos (Lappe & Ulloa, 1993).

El pulque fue para los aztecas una bebida-alimento divino, una medicina y
un intoxicante ritual relacionado con su cosmologia y con determinadas
actividades agricolas y de la vida cotidiana como la recoleccién de la
cosecha, las ceremonias propiciatorias de la lluvia, el matrimonio, los
nacimientos y los entierros. Sin embargo, con la caida del imperio azteca
el pulque perdié su importancia dentro de los rituales y en la actualidad
permanece sélo como una bebida popular, que algunos consideran la
bebida nacional de México (Garcia-Mendoza et al., 1993; Lappe & Ulloa,
1993).

El pulque se obtiene por fermentacion del aguamiel o savia que emana al
cortar el brote floral de diversas especies de magueyes pulqueros.
Particularmente de A. salmiana var. salmiana, A. atrovirens, A. mapisaga.
Estas especies son cultivadas en el centro del pais en los estados de
Hidalgo, Tlaxcala, Querétaro, Estado de Meéxico, Michoacan, Distrito

Federal, Puebla y Oaxaca (Lappe & Ulloa; 1993).

La palabra mezcal o mexcal proviene del nahuatl “metl” (maguey) e
“ixcalao” (asar), es decir, maguey asado, aludiendo a su proceso de
elaboracién. Es el nombre genérico de las bebidas alcohdlicas, incluyendo
el tequila, que se obtienen por destilacién de los mostos fermentados de
varias especies de agaves (Herrera, 1993).

Los mezcales mas conocidos son el mezcal de Durango, que se elabora
con A. kirchneriana y A. cupreata; la bacanora y la lechuguilla de Sonora,
que se obtienen a partir de A. pacifica y A. lechuguilla, respectivamente; y
el mezcal de Oaxaca, famoso por su tradicién, y que se produce con
Agave potatorum, A. angustifolia 'y A. esperrima (Gentry, 1982).

Sin embargo, el tequila es el mezcal mas conocido, denominado asi por la
region de Tequila, Jalisco, en donde se elabora y en la que existe una
industria tradicional muy importante desde finales del siglo XVIIl. En su
elaboracién se utiliza anicamente el A. tequilana Weber var. Azul como
materia prima (Muria, 1990).



1.5. EL HENEQUEN

El henequén (A. fourcroydes) es una especie de agave conocida
mundialmente por la calidad e importancia de su fibra. Es un cultivo
altamente productivo en areas ecolégicamente limitadas por la escasez de
agua y pobreza de nutrientes en el suelo. Fue domesticado por los mayas
en la época prehispanica a partir de la especie silvestre A. angustifolia
(Castorena-Sanchez et al., 1991).

En México es cultivado principalmente en el estado de Yucatan, aunque
también se ha explotado en otras regiones del pais y en otros paises como
Cuba, Brasil y este de Africa a partir del germoplasma yucateco (Colunga-
GarciaMarin, 1998).

Durante la época colonial la produccion del henequén se incrementé
debido a su importancia como fuente de fibra, ya que era utilizada para la
fabricacion de cables para navegacion. El mayor auge de este cultivo fue
la primera mitad del siglo XX debido a la fuerte demanda de fibra en EUA,
lo que convirtié al henequén en el segundo producto de exportaciéon del
pais después de la plata y al estado de Yucatan en el mas rico de la
republica en ese momento (Garcia & de Sicilia, 1984).

Después de la primera guerra mundial Yucatan perdidé su posicion
dominante en la produccion de las fibras duras debido al incremento en el
cultivo de henequén en el este de Africa y Brasil, asi como a la sustitucién
de las fibras naturales por fibras sintéticas. Esto ocasion6 la caida de la
industria henequenera en el estado de la cual no se ha podido recuperar
(Eastmond et al., 2000).

1.5.1. Importancia econémica actual

La importancia econdmica del henequén radica en que satisface las
necesidades de fibra en el estado de Yucatan y permite la exportaciéon de
articulos artesanales, ademas de tener un potencial de aprovechamiento
integral: del jugo se pueden obtener esteroides y alcoholes; el bagazo
puede ser empleado como alimento para el ganado y fermentado y secado
puede utilizarse como abono, ya sea solo o en combinacién con el suelo
en el cultivo de plantulas de henequén y otras especies vegetales (Gentry,
1982; Eastmond et al., 2000); por otra parte, la planta puede procesarse
industrialmente para la obtencion de papel o celulosa (Cazaurang et al.,
1990).



Ademas de los usos antes mencionados, existen evidencias en varios
escritos acerca del aprovechamiento del henequén para la elaboracion de
bebidas alcohdlicas. En 1910, se inform6 en una nota periodistica que en
la hacienda Yaxché de Pedn, municipio de Mérida, se obtuvieron 360 litros
de alcohol de 40° GL a partir de 2, 160 litros del jugo obtenido durante el
desfibrado de hojas de henequén. Posteriormente, en 1967 la Union de
Crédito Agricola presidida por Solis Aznar, financié una fabrica para la
produccion del tequila yucateco (T Ki‘la), usando como materia prima las
pifas de plantas que habian terminado su ciclo productivo (aparicién del
varejon). La producciéon se estimé en aproximadamente 26, 000 litros de
alcohol. Sin embargo, problemas juridicos con los productores tequileros
del estado de Jalisco y la falta de comercializacién, hicieron fracasar el
proyecto (Larqué-Saavedra et al., 2004)

Posteriormente, Cordemex reporté la obtencion de alcohol etilico por
fermentacion de la celulosa del bagazo de las hojas degradadas por
enzimas. El rendimiento fue de 1 L de etanol/ 4.16 Kg. de bagazo.
También se estudié la posibilidad de obtener etanol de la pifa de
henequén, un subproducto de la industria de la fibra, aprovechando los
azucares contenidos en ella; para ello se utilizé una metodologia similar a
la empleada para producir mezcales. Sin embargo, se consideré que la
produccion de etanol era muy baja para competir en el mercado (Larqué-
Saavedra et al., 2004).

1.5.2. Contenido de azucares de los agaves

Algunas especies de plantas, entre ellos los agaves, tienen como
sustancias de reserva carbohidratos polimeros de fructosa (fructosanos),
como la inulina, que presentan moléculas mas pequefias y mas solubles
en agua que las de almidén. La cantidad y el tipo de azlcares que
contienen las pifias de agave son muy importantes, debido a que estos
son el sustrato que utilizan las levaduras durante el proceso de
fermentacion para la produccion de etanol. El contenido de inulina en A.
tequilana Weber es de un 20-24% y durante la coccion de las pifias se
degrada originando, principalmente, varias moléculas de fructosa,
alrededor de un 20% de sacarosa y el trisacarido 1-B—fructosil inulobiosa
(Bautista-Justo et al., 2001).

El contenido promedio de azucares reductores totales (ART) en los agaves
varia entre el 20 y el 30% de su peso fresco (Granados, 1993) y se
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conforman por los azucares reductores directos (ARD) y los azlcares
reductores indirectos (ARI). La fructosa y la glucosa son azlcares
reductores directos que tienen en su estructura grupos aldehidos o
cetonas libres que reaccionan como agentes reductores libres, por lo que
pueden ser fermentados por las levaduras para producir alcohol y biéxido
de carbono. Ademas pueden interactuar con las proteinas dando como
resultado la caramelizacion o reaccién de Maillard. Los azlcares
reductores indirectos o no reductores estan formados por azlcares
simples unidos a través de sus grupos carbonilos y por lo tanto no son
reductores hasta que son hidrolizados a azucares mas simples (Téllez,
1998).

Consideranda la aceptacion que tienen el mezcal y el tequila en el
mercado internacional, asi como los antecedentes en cuanto a la
produccion de etanol a partir de pifias de henequén que quedan como
subproducto de la industria de la fibra, Larqué y colaboradores (2004)
adaptaron la tecnologia de producciéon del mezcal para elaborar un licor
regional (patente No. 219235), mediante la fermentacién y destilacion de
los mostos extraidos de las pifias de henequén cocidas lentamente.

1.6. DEFINICION DE LEVADURA

El término levadura se asocia, en diferentes idiomas, con palabras que
significan espuma o levantamiento y que describen la apariencia o
caracteristicas de los procesos de fermentacion que dan origen a la
cerveza o el pan. Dichas palabras derivan ya sea del latin “levere” que
significa levantar o crecer, o del griego “zestos” que significa hervir. Ambos
hacen referencia a la produccién de biéxido de carbono (CO;) durante la
fermentacién, que en sustratos liquidos ocasiona la formacién de espuma
y en sustratos soélidos, como el pan, el crecimiento o levantamiento de la
masa (Phaff, 1966).

Las levaduras son hongos unicelulares que no constituyen una entidad
taxonémica real, sus teleomorfos se clasifican en los phyla Ascomycota y
Basidiomycota del reino Fungi. Incluyen mas de 800 especies, clasificadas
en 100 géneros, se estima que este numero corresponde sélo al 1% de las
especies que existen en la naturaleza (Kurtzman & Fell, 1998).
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1.6.1. Caracteristicas de las levaduras

La forma y dimension celular de las levaduras es diversa; pueden ser
esféricas, ovales, elipticas, cilindricas, lo cual depende de diversos
factores, como el sustrato en el que viven y la edad. Toleran amplios
intervalos de pH (3 a 11) y de temperatura (0 a 45 °C), aunque algunas
pueden soportar hasta 50 °C (Kurtzman & Fell, 1998). Su reproduccién
vegetativa o asexual es por gemacion o fision. Cuando se reproducen por
gemacion, la célula madre desarrolla una yema o brote que representa a la
célula hija; ésta sigue creciendo hasta que alcanza un tamafo similar al de
la madre y entonces se separa (Owen, 1989). Sin embargo, ambas
pueden quedar unidas formando cadenas de células Ilamadas
seudomicelio. Algunas levaduras pueden desarrollar flamentos largos con
septos, los que constituyen el micelio verdadero (Herrera & Ulloa, 1990).
Cuando las condiciones son adversas la mayoria de las levaduras se
reproducen sexualmente generando ascas y ascosporas, o basidios y
basidiosporas, las cuales no quedan confinadas dentro de un cuerpo

fructifero (Kurtzman & Fell, 1998).
1.6.2. Distribucion de las levaduras en la naturaleza

Las levaduras se encuentran distribuidas en la naturaleza formando
comunidades, constituidas por varias poblaciones de diferentes especies.
Generalmente se asocian con habitats que contienen azucares, por lo que
es frecuente encontrarlas en la superficie de frutas maduras y dafiadas,
tallos, hojas y exudados de plantas, en fermentaciones o en ambientes
creados por el hombre (Arana, 1990; Kurtzman & Fell, 1998).

En un mismo habitat coexisten tanto especies de levaduras autoctonas
como aléctonas. Las autéctonas son componentes esenciales de la
comunidad y ocupan un habitat singular, por lo que se consideran
especialistas, que de acuerdo a sus habilidades nutricionales son
oligotréficas, es decir, necesitan pocas fuentes alimenticias para
desarrollarse. Las aléctonas son especies transitorias en la comunidad, se
presentan fortuitamente, estan dotadas de un nicho amplio que les permite
ocupar varios habitats, y se consideran politréficas, es decir, que tienen la
capacidad de asimilar gran cantidad de nutrientes (Arce, 2003).

Las levaduras son diseminadas por diversos vectores, principalmente
insectos, debido a la importancia nutricional de esos microorganismos en
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el ciclo de muchas especies de insectos (Phaff, 1966), con las cuales
establecen fuertes relaciones mutualistas (Arce, 2003).

1.6.3. Metabolismo y cinética de crecimiento de las levaduras

El metabolismo que predomina en las levaduras en condiciones aerobias
es el oxidativo, pero algunas especies, ademas de éste, presentan en
condiciones anaerobias, uno fermentativo. Las levaduras producen un
nimero reducido de enzimas por lo que sélo hidrolizan algunos
compuestos, principalmente aziucares (Kreger-van Rij, 1984). Debido a
esta caracteristica son utilizadas en varios procesos industriales para la
obtencion de bebidas alcohdlicas, biomasa y varios productos metabdlicos
como enzimas, Vvitaminas, polisacaridos, pigmentos carotenoides,
alcoholes polihidricos, lipidos, glicolipidos, acido citrico, etanol, diéxido de
carbono, y ademas de productos sintetizados por la introduccién de ADN
recombinante en las levaduras, en algunas fases de la produccién de
antibiéticos y hormonas esteroides. Algunos de estos productos son
generados comercialmente, mientras que otros son potencialmente
valiosos en biotecnologia (Demain et al., 1998; Olalde, 2003)

Debido a que las levaduras son organismos facultativos, tienen la
capacidad de producir energia para su uso, a partir de productos
organicos bajo condiciones aerébias y anaerdébias.

En condiciones aerobias el azlicar es metabolizado a la formaciéon de
dioxido de carbono (CO,) y agua, para la producciéon de energia. En estas
condiciones las levaduras se multiplican rapidamente, con un rendimiento
en biomasa muy alto (1 g de levadura por cada 4 g de azlcar
consumidos).

Bajo condiciones anaerobias, la producciéon de energia por molécula de
azucar es menor, llevandose a cabo la fermentacién de los azucares de
forma incompleta y generando etanol, CO, y energia. De igual manera, si
existe una alta concentraciéon de azucares en el medio puede llevarse a
cabo la produccion de alcohol en condiciones de aerobiosis. En estas
condiciones el rendimiento en biomasa es de 1 g de levadura por cada 100
g de azucares consumidos y el rendimiento neto es de dos moléculas de
ATP (Mesas & Alegre, 1999; Suomalainen & Oura, 1971).

Durante el metabolismo oxidativo las levaduras se multiplican
rapidamente, por lo que la composicion del medio de cultivo, la
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concentracién de biomasa y la de metabolitos en el sustrato cambia de
forma continua. Durante la cinética de crecimiento es posible distinguir

cuatro etapas (Shuler & Kargi, 2002).

Fase de latencia. Es la etapa de adaptaciéon de los microorganismos a su
nuevo ambiente; en ella existe inicialmente un aumento en el nimero de
células muy lento, principalmente se observa un aumento en la biomasa
de las células.

Fase exponencial. Las células estan adaptadas a las nuevas condiciones y
el crecimiento de la masa celular puede ser descrito cuantitativamente, en
funcién de la duplicacién del nimero de células por unidad de tiempo (td).
Aunque las células alteran el medio debido a la utilizacién del sustrato, y a
la secrecion de productos metabdlicos, la velocidad de crecimiento
permanece constante. Durante esta etapa, la representacion del
crecimiento exponencial es una linea recta. Durante la fase exponencial
las células comienzan a mostrar sus caracteristicas visibles: morfologia,
color de sus colonias, y densidad. En esta fase las células son
metabdlicamente mas activas (Shuler & Kargi, 2002):

Fase estacionaria. La biomasa aumenta sélo gradualmente o permanece
constante debido a que el sustrato ha sido metabolizado y se han formado
o sintetizado sustancias toxicas. Como resultado el crecimiento desciende
o se inhibe.

Fase de muerte. En esta fase las reservas de energia de las células se
agotan, lo que impide la supervivencia del microorganismo, ocasionando la
inactivaciéon de células y posteriormente la muerte (Shuler & Kargi, 2002;
Crueguer & Crueguer, 1993).

1.7. FERMENTACION ALCOHOLICA

Es un proceso bioquimico anaerobio por el cual las levaduras transforman
los azucares en etanol, biéxido de carbono y agua (Sols et al., 1971). Su
ecuacion fue propuesta por Gay-Lussac (1815):

CgH1206+ 2 ADP + 2P ——— 5 2 C,Hs0H+ 2 CO, + 2 ATP + 2H,0
Las levaduras utilizan los azucares del medio, principalmente glucosa,
para llevar a cabo la fermentacién alcohdlica el cual requiere como primer

paso, de un transporte facilitado de la glucosa a través de la membrana
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plasmatica, la cual es altamente impermeable aun a los compuestos del
tamafio de los azicares. Este transporte puede llevarse a cabo bajo
condiciones equilibradas por difusién facilitada (Sols et al., 1971).

La primera serie de reacciones involucra la conversion de glucosa 6-P en
piruvato, por medio de la ruta Embden-Meyerhof. Una vez que la glucosa
es transportada al interior de las células, comienza su fosforilacién hacia
glucosa 6-P (Paso 1, Figura 1.1), la enzima encargada de llevar a cabo
esta reaccion irreversible es una hexoquinasa, y por medio de un arreglo
la glucosafosfato isomerasa mantiene un equilibrio entre glucosa 6-P y
fructosa 6-P (Paso 2, Figura 1.1); la siguiente reaccion es la fosforilacién
de la fructosa 6-P a fructosa 1,6-difosfato (Paso 3, Figura 1.1) catalizada
por la enzima fosfofructoquinasa, finalmente la conversién de fructosa 1,6-
difosfato a piruvato es llevado a cabo cuando una aldolasa cataliza la
ruptura de la fructosa 1,6-difosfato hacia la formacion de dihidroxiacetona-
P y gliceraldehido 3-P (Paso 4, Figura 1.1). La interconversién de estos
dos productos es catalizado por la enzima triosafosfato isomerasa, y el
equilibrio entre dichos productos esta puesto a favor de Ila
dihidroxiacetona-P (Constante de equilibrio K=22), pero como el
griceraldehido 3-P es utilizado por la siguiente enzima glicolitica, la
reaccion transcurre en direccion de la formacion de esta ultima. La dltima
serie de reacciones para formar piruvato ocurre catalizada por la enzima
gliceraldehido 3-P deshidrogenasa. Esta reaccién es la unica reaccion
oxidativa de la glucdlisis, que libera una gran cantidad de energia utilizada
para la incorporacion de fosfato en la molécula y formar 1,3-
difosfoglicerato (Paso 5, Figura 1.1). A continuacion, la fosfoglicerato
quinasa y la fosfogliceromutasa catalizan las siguientes dos reacciones
mediante la transferencia de un grupo fosfato de 1,3-difosfoglicerato para
formar el 3-fosfoglicerato + ATP (Paso 6, Figura 1.1), y la isomerizacion de
este hacia 2-fosfoglicerato (Paso 7, Figura 1.1) respectivamente. En
seguida de esta reaccién, una enolasa cataliza la isomerizacion del 2-
fosfoglicerato a fosfoenolpiruvato por medio de una deshidratacién (Paso
8, Figura 1.1). Por ultimo la piruvato quinasa es la encargada de formar
piruvato en una reaccion acoplada a la transferencia de su energia rica en
fosfato hacia la sintesis de ATP (Paso 9, Figura 1.1).

El piruvato formado en la glucélisis puede ser convertido en acetil CoA y
oxidado en el ciclo del acido tricarboxilico, o bien, hacia la formacion de
etanol, en este ultimo caso, el piruvato primero es descarboxilado por la
piruvato descarboxilasa formando acetaldehido (Paso 10, Figura 1.1), el
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cual es reducido a etanol por una alcohol deshidrogenasa dependiente de
NADH, (Paso 11 Figura 1.1) (Sols et al., 1971; Gancedo, 1986).
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©
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Figura 1.1. Reacciones involucradas en la conversién de glucosa a etanol
en una fermentacion alcohdlica, realizada por levaduras (Gancedo, 1986).

Aunque la glucosa es la principal fuente de azucar para la glucdlisis, otros
azucares como la manosa, la fructosa y la galactosa también pueden
entrar en la via glucolitica. La manosa y la fructosa son transportadas
dentro de la célula y fosforiladas por accién de una hexoquinasa en la
posicién 6. Puesto que la fructosa-6-P es un intermediario de la glucdlisis,
entra directamente en la via. La manosa-6-P se convierte a fructosa-6-P
por la fosfomanosa isomerasa.

La utilizacion de la galactosa requiere de una permeasa especifica, la
galactoquinasa, y del nucledsido difosfato uridina-diP-glucosa (UDP-
glucosa). La conversion de la galactosa a glucosa-1-P ocurre de la
siguiente manera:
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galactoquinasa
galactosat ATP —— ¥ galactosa-1-P+ADP (1)
-

Fosfogalactosa
Undil transferasa

galactosa-1-P+ UDP-glucosa ——» UDP-galactosa+glucosa-1-P (2)
-

UDP-glucosa

epimerasa. »
UDP-galactosa UDP-glucosa  (3)
‘_—

La glucosa1-P producida en la segunda reaccién entra a la via glucolitica
después de su isomerizacién a glucosa-6-P por una fosfoglucomutasa.

El grado de fermentacion alcohdlica depende principalmente del inéculo
utilizado, de la composicién del mosto y de las condiciones fisicoquimicas
(temperatura, aireacioén, pH, etc.) (Owen, 1989; Kunkee & Amerine, 1970).

Hay levaduras altamente productoras de alcohol, las cuales para producir
un grado de alcohol consumen de 17 a 18 g de azlcar. Su capacidad para
tolerar concentraciones de etanol, es variable y se ubica en el intervalo de
5% hasta 17 y 18% v/v (Mesas & Alegre, 1999).

1.7.1. Etapas de la fermentacion alcohdlica

La fermentacién espontdnea suele desencadenarse de forma natural a
partir de la microbiota presente en el mosto. Se caracteriza porque en el
transcurso de la misma intervienen una gran cantidad y variedad de
microorganismos.

Inicialmente, el mosto es un medio adecuado para el crecimiento de los
microorganismos, pero paulatinamente se vuelve inhéspito, debido a la
formacién y acumulacion de metabolitos secundarios, asi como a la
disminucién de azucares reductores y de los demas macro y micro
nutrientes necesarios para el metabolismo microbiano. Una vez superado
el periodo inicial de adaptacion, las poblaciones de levaduras y bacterias
se incrementan rapidamente, y las especies de ambos grupos microbianos
pueden coexistir o sucederse a lo largo de la fermentacién (Mesas &
Alegre, 1999).
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Durante la fermentacién alcohdlica es posible distinguir dos fases, en las
que se desarrollan especies de levaduras con caracteristicas distintivas:

Primera fase. Se presenta al principio de la fermentacién alcohdlica, se
caracteriza por que en el sustrato hay bajas concentraciones de etanol y
una alta cantidad de nutrientes. Las levaduras que se presentan en esta
fase se caracterizan por producir una gran cantidad de productos
secundarios enriquecedores del sabor y del aroma del producto. Las
especies mas frecuentes son Kloeckera apiculata, C. guilliermondii y
Rhodotorula sp., que tienen un poder alcoholégeno muy bajo, y especies
de Kluyveromyces que pueden estar presentes también en la fase
intermedia de fermentacion (Mesas & Alegre, 1999).

Segunda fase. Ocurre en un estado avanzado de la fermentacién, se
caracteriza por que en el sustrato hay escasez de nutrientes y una alta
concentracion de etanol. Las levaduras de esta fase producen y toleran
altas concentraciones de etanol. Ejemplo de especies de levaduras de
esta fase son las del género Saccharomyces (S. cerevisiae y S. bayanus)
gue tiene un poder alcoholégeno de 17 y 15% respectivamente, asi como
Torulaspora rosei (=Torulaspora delbruecKii) con 8-14%, y de
fermentacién lenta, por lo que la acidez volatil que genera es menor

(Mesas & Alegre, 1999).
1.7.2. Productos secundarios de la fermentacion alcohélica

La produccién de compuestos volatiles se inicia en las primeras horas de
fermentacion y concluye en la fase exponencial del crecimiento de las
levaduras (Pinal et al., 1997). Se incrementa cuando el proceso
fermentativo es lento, pero depende también de las caracteristicas fisico
quimicas bajo las cuales se realiza el proceso de fermentacién, pero
principalmente de las caracteristicas genotipicas de las cepas de
levaduras empleadas como inéculo. Se ha demostrado que cepas nativas
aisladas del mosto de Agave sintetizan mayor cantidad de compuestos
volatiles, que cepas derivadas de otros sustratos (panificacion, cerveza,
vino) y-que frecuentemente son empleadas como inéculo en la produccion
de tequila (Cedeno, 1995; Lépez, 1999).

En 2001 Loépez determiné los compuestos volatiles mas abundantes en los
tres diferentes tipos de tequila, blanco, reposado y afiejo. Encontré que el
3-metilbutanol y feniletil alcohol eran mas abundantes en los tipos
reposado y afejo, y algunos acidos grasos, como el acido decandico y el
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acido dodecandico, se encontraron en menor proporcion. La autora sugirié
que estas diferencias se deben al proceso de elaboracion de las bebidas,
a la localizacién geogréfica del cultivo y a la edad de los agaves (Lépez,
2001).

En otras bebidas destiladas tradicionales de México como el mezcal, la
bacanora y el sotol se identific6 que después del etanol, los compuestos
mas abundantes en todas ellas fueron los ésteres, aldehidos, cetonas,
terpenos, y acidos organicos. (Vallejo-Cordoba et al., 2001).

1.8. SELECCION DE CEPAS PARA SER UTILIZADAS COMO
INOCULO

En la actualidad muchas industrias enfocadas a la produccién de bebidas
alcohdlicas aun contindan con practicas antiguas de fermentacion, dejando
que esta ocurra de manera espontanea, con las levaduras presentes en el
sustrato y en el ambiente, es decir, no utilizan una cepa seleccionada de
levadura como inéculo.

En este tipo de fermentacién espontanea, se producen gran variedad de
compuestos volatiles que influyen en el sabor y olor del producto final
(Mateo et al., 1991; Fleet, 2003). Sin embargo, con frecuencia se obtienen
bajos rendimientos en la producciéon de etanol, se prolongan los tiempos
de fermentacién, en ocasiones hasta siete dias, y se afecta la
reproducibilidad de la calidad del producto (Cedefo, 1995; Morrissey et al.,
2004).

Por otra parte, otras compafias inoculan el mosto con levaduras
comerciales deshidratadas (20-50 células/mL) de vinificacion o
panificacién, lo que no es muy recomendable, ya que repercute en las
caracteristicas organolépticas del producto (Cedefio, 1995).

Debido a esto, algunas companiias tequileras han optado por utilizar cepas
de levaduras autdctonas, aisladas de una fermentacién natural del mosto
(jugo de la pifa cocida del agave). El desarrollo de un inéculo apropiado,
con una cepa seleccionada y el establecimiento de las condiciones
fisicoquimicas optimas del proceso, han permitido una serie de ventajas en
el proceso fermentativo en forma integral, lo que ha repercutido en la
calidad y homogeneidad de la bebida (Arrizon & Gschaedler, 2002; Torija
et al., 2001).
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1.9. MICOBIOTA DE BEBIDAS ALCOHOLICAS DE DIFERENTES
ESPECIES DE AGAVE

En estudios sobre la micobiota de bebidas alcohdlicas obtenidas de
diferentes especies de Agave, como pulque (Estrada-Godina et al., 2001;
Lappe et al, 2006), aguamiel (Estrada-Godina et al., 2001), mezcal
(Cisneros, 1997) y de especies de Dasylirion como el sotol (Cisneros,
1997), se identificaron varias especies de levaduras que se citan en la
tabla 1.1.

Tabla 1.1. Especies de levaduras aisladas de bebidas alcohdlicas
obtenidas de diferentes especies de Agave y de Dasylirion.

| Cryptococcus spp. ]

| Torula sp. |

| Rhodotorula mucilaginosa _|

| Pichia membranifaciens |

‘[ Rhodotorula incamata |

| Saccharomycopsis sp. |

‘| Saccharomyces l
| pastorianus -

Saccharomyces bayanus |

Debaryomyces carsonii |

l

l

|

l

|

I

l

l

|

| Candida sp. -

| Candida colliculosa

| Candida rugopelliculosa _

| Candida lusitaniae

[ Candida valida |

| Candida parapsilosis N

[ andida guillermondii — T

| Kluyveromyces marxianus _+ |+

| Saccharomyces cerevisiae |+ |+ [+ [+ I
Fuente:* (Estrada-Godina et al ., 2001); ** (Cisneros, 1997); *** (Lappe et al., 2006).
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Tamayo y colaboradores (1991) realizaron el primer estudio de la
micobiota del jugo de henequén, del cual obtuvieron diez aislados de
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levaduras identificadas como Candida macedoniensis (=K. marxianus),
Candida famata, Candida peltata y Candida pulcherrima.

Lachance (1995) estudi6 la sucesién de la microbiota durante el proceso
de elaboraciéon y fermentacion de tequila, y posteriormente Lappe vy
colaboradores (2004) determinaron la micobiota presente en hojas del
henequén, en el mosto recién extraido de las pifias cocidas y en el mosto
fermentado espontaneamente durante 24 y 48h (Tabla 1.2).

Con los antecedentes sefialados y considerando el hecho de que ya se
producia una bebida alcohdlica a partir del henequén desde el siglo
pasado, se decidio6 realizar el presente estudio con el fin de profundizar en
el conocimiento de las levaduras presentes en las hojas y en el mosto de

henequén.

21



Tabla 1.2. Especies de levaduras aisladas del mosto durante el proceso
de elaboracion del licor de henequén (LH*) y del tequila (T**).

 [Kiuyveromyces marxianus
| Candida colliculosa
' [ Candida fermentati

P+
Ll

i
i
I T . .
.
i

i
i
Ll L i

min

i
§
i

| -
[ N 1l
| | . i N

[Candidalusitanize [+ [ [+ [ [+ [ [ [ I
[ Candida guiliermondii | + || | + [ 1l ]
[ Candida parapsiosis [ [ [ [ [+ [ [ ] L]
[ Pichia siamensis [+ [ [+ [ A e ]
[ Pichia farinosa | LI+ | e e
[ Rhodotorula mucilaginosa [ [ [+ [ [+ [ [ I [ [ |
[ Cryptococcus albidus [ [ [+ I
[Pichia membranifaciens | [ +[ + [ [ [+ [ [+ [ [+]
I | |
[ Candida '”fe”"ed'a A L b -

[ Brettanomyces anomalus N

[ Hanseniaspora spp.

i

B IES IR EY I}

H

B
Pl
i
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}
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l
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Fuente: *Lappe et al.-,l 2004; **Lachance, 1995
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1.10. OBJETIVOS

1.10.1. General

A partir de los aislados de levaduras obtenidos de la base de las hojas y
del mosto de henequén, seleccionar aquellos que muestren mayor
eficiencia en la produccién de etanol durante la fermentaciéon del mosto de
henequén, para utilizarlos como inéculo en la produccién de una bebida
alcoholica de henequén.

1.10.2. Particulares

e Determinar la cinética de crecimiento de los aislados seleccionados
de las diferentes especies de levaduras en medio de glucosa-
extracto de levadura-peptona (GELP).

e Determinar la tolerancia a diferentes concentraciones de etanol de
cada uno de los aislados de levadura.

e Evaluar la produccién y rendimiento de etanol, de cada uno de los
aislados de levadura al utilizarlos como inéculo para fermentar el
mosto de henequén.
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Capitulo 2. Materiales y Métodos
2.1. MICROORGANISMOS

Para llevar a cabo la fermentacién de los mostos se utilizaron como
inéculo ocho aislados de levaduras, obtenidos de la base de las hojas y
del mosto de henequén recién extraido o fermentado durante 24 o 48
horas en el laboratorio de Biotecnologia del Centro de Investigacion
Cientifica de Yucatan (CICY). Los aislados utilizados fueron especies de
Kluyveromyces marxianus, Candida guilliermondii, Candida colliculosa,
Candida lusitaniae, Candida parapsilosis y un aislado de Saccharomyces
cerevisiae obtenido en la planta Licores de Henequén S.A. localizada en
|zamal, Yucatan, cuando el proceso de elaboracion del licor tenia un ano
de haber sido establecido, por lo que se considera a este aislado como
una cepa aléctona (Tabla 2.1).

Tabla 2.1. Especies de levaduras empleadas como inéculo para la
fermentacién de mosto rectificado de henequén.

Saébharorﬁycés
_ser cerevisiae _ mosle S
CICY KI e i L e hojas de henequén |  AY894821
S K/uyvémmyces 'mosi;) reCién. - SR S
Exo C1 marxianus ~ extraido bk
Kluyveromyces mosto fermentado
Ex 24C3 oo ' 24h DQ139802
Kluyveromyces mosto fermentado
Ex48C4 | marxianus 48h ]
ExoC54 | Candida guilliermondii mosto recien EF063127
—— . . O ——— extraido_ T ——
: : mosto recién
(P0G | Cenddacolodosa || extraido | FFO9%124
" _ mosto recién
4Exo C7 Cant#da lusrtgn/ae  extraido EF.0§3142467
Exo C16 Candida parapsilosis mosto recién AY894827
R — e ___extraido -
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Los aislados fueron identificados a especie por la Dra. Lappe del IBUNAM,
mediante sus caracteristicas morfo-fisiolégicas (Yarrow, 1998; Kurtzman &
Fell, 1998; Barnett et al, 2000) y su identidad se corroboré en el laboratorio
GeMBio del CICY, por la secuencia de pares de bases de nucleétidos del
dominio D1/D2 del gene 26S ADNr (Kurtzman & Robnett, 1998) utilizando
los primers universales NL1 y NL4 de acuerdo con los protocolo de Tapia-
Tussell et al., (2006) y Kurtzman & Robnett, (1998).

2.2. CINETICA DE CRECIMIENTO DE CEPAS DE LEVADURAS
EN MEDIO DE GLUCOSA EXTRACTO DE LEVADURA Y
PEPTONA (GELP)

La cinética de crecimiento de los aislados de levaduras se realizé por
duplicado en matraces Erlenmeyer de 125 mL con 50 mL de medio GELP
(glucosa 20 g, extracto de levadura 5 g, peptona 10 g, agua 1000 mL) que
se inocularon con 1 mL de una suspension de 3.5 x 10° células/mL de
cada uno de los aislados. Los matraces se taparon con torundas de
algodén para permitir el intercambio gaseoso, luego se incubaron a 37 °C
en agitaciéon continua a 80 rpm durante 24h, en oscuridad.

El muestreo se realizé tomando 4mL de medio de cultivo GELP cada 3 h
durante 24 h, o hasta llegar a la fase estacionaria de crecimiento de cada
aislado. El crecimiento celular se determiné por turbidez, tomando lectura
en un espectrofotometro previamente calibrado, a una longitud de onda de
590 nm.

2.3. PRUEBA DE TOLERANCIA A DIVERSAS
CONCENTRACIONES DE ETANOL

La prueba de tolerancia a etanol se realizé de acuerdo con el protocolo de
Lachance (1995). Los aislados de levadura (Tabla 2.1) se inocularon por
asada en medio YM (extracto de malta 0.3%, extracto de levadura 0.3%,
peptona 0.5 y glucosa 1%) y se incubaron por 24 h a 37 °C en oscuridad.
A partir de esta suspension se inocularon, por triplicado, y por asada,
tubos de ensayo conteniendo 8 mL de medio YM, adicionado con 4-12%
(v/v) de etanol absoluto, con incrementos sucesivos del 1%. Los tubos se
incubaron a 37 °C bajo las mismas condiciones y el crecimiento celular se
evalué visualmente por turbidez durante 9 dias.
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2.4. MATERIA PRIMA

Se utilizaron las pifias o cogollos (seudotallo) de plantas de henequén (A.
fourcroydes), colectadas en el poblado de Baca, en el estado de Yucatan.

2.5. OBTENCION DEL MOSTO

Las pifias se partieron y se cocieron a 121 °C y a una presion de 1 kg/cm?
en un autoclave durante 4 h para hidrolizar la inulina y obtener azicares
fermentables, principalmente fructosa. Las pifias cocidas se prensaron en
un molino o “trapiche” para obtener el jugo o mosto (Larqué-Saavedra et
al., 2004). El jugo se almacend en botellas de 1 L en el ultracongelador a —
70 °C hasta su utilizacion.

2.6. PREPARACION DEL MEDIO DE FERMENTACION Y
CONDICIONES FISICOQUIMICAS DEL PROCESO

Como sustrato para las fermentaciones se utilizaron 250 mL de mosto
descongelado, rectificado a 14 °Brix con agua destilada y suplementado
con 0.15 % de sulfato de amonio como fuente de nitrégeno, el medio de
cultivo, contenido en un matraz Erlenmeyer de 500 mL, se esterilizé en un
autoclave (15 min, 121 °C y 1 kg/cm?), y se inoculd con 10% (v/v) del
inoculo activo en GELP de cada uno de los aislados de levaduras. Los
matraces se taparon con algodon y se incubaron a 35-37 °C (incubadora:
Cole-Parmer Modelo 39060-04) durante 48 h en oscuridad. Los ensayos
se hicieron por triplicado (Larqué-Saavedra et al., 2004).

El muestreo de las fermentaciones se realiz6 cada 4 horas, durante las
primeras 24 h de fermentaciéon, y cada 6 horas hasta finalizar la
fermentacion a las 48 h. Como muestra se tomé un volumen de 6 mL al
que se le determinaron pH, sélidos solubles en °Brix y crecimiento celular
por turbidez en un espectrofotémetro a una absorbancia de 590 nm.
Posteriormente las muestras se centrifugaron a 3, 500 rpm (10 min) y el
sobrenadante se conservé en ultracongelacion (-70 °C), para la posterior
determinacién de azicares reductores totales (ART), azlcares reductores
directos (ARD) y etanol (Figura 2.1).
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Aislados de levaduras
(Ver tabla 2.1)

Desarrollo del inéculo en GELP Tolerancia a etanol
(Oscuridad, 80 rpm, 37 °C) (Lachance, 1995)

Fermentacion del mosto rectificado
(Inéculo activo al 10%, a 37 °C, en |
oscuridad)

" Muestreo durante Ia fermentacion:
(0, 4,8, 12, 16, 20, 24, 30, 36 y 48h) |

(D.O 590 nm) !l
(TBetermmnacion pH |
solidos solubles (°Brix) g

Congelacion (-70 °C)

Microdestilacién e
Determinacion de ART

(Dubois, 1956) y ARD
(Miller, 1959)

" Determinaciéndela |

produccion de etanol
(Castillo, 1992)

Figura 2.1. Diagrama de flujo de la fermentacion alcohdlica, realizada
utilizando los diversos aislados de levaduras como inéculo para fermentar
el mosto rectificado de A. fourcroydes utilizado en la presente

investigacion.

2.7. DETERMINACION DEL PH

La medicién del pH durante la fermentacién, se realizd6 en un
potenciémetro Beckman 40 debidamente calibrado con buffer (pH 4y 7).

2.8. DETERMINACION DE AZUCARES

La concentracion de azlcares se evalud de tres maneras:
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1) Los sélidos solubles se cuantificaron en °Brix, en un refractémetro Cole-
Parmer, modelo RHB-32.

2) Los azucares reductores directos (ARD) se determinaron por el método
del acido dinitrosalicilico (DNS) (Miller, 1959): a 1 mL de muestra se le
adicionaron 1.5 mL del reactivo DNS (Tartrato de sodio y potasio 200 g/L,
Fenol 2g/L, Metabisulfito de sodio 0.5 g/L, Hidréxido de sodio 10g/L, Acido
3,5-dinitrosalicilico 10g/L). La mezcla se calenté en bafio Maria en
ebullicién durante 10 minutos exactos, se dejé enfriar en un bafio de agua
fria, y posteriormente la muestra se aforé a 10 mL con agua destilada libre
de CO.. La lectura de la muestra se hizo en un espectrofotémetro a 550
nm Yy los valores se compararon con una curva de calibracién de glucosa
en el intervalo de 0.1-1 g /L.

3) Los azlcares reductores totales (ART) se determinaron por el método
de fenol-sulfarico (Dubois et al.; 1956): a 1 mL de muestra se le adicioné 1
mL de fenol al 5% (p/v) recién preparado; inmediatamente se agregaron a
la mezcla, en forma brusca, 5 mL de acido sulfurico (H,SO,4) concentrado y
se dej6 reposar 15 min en bafo de agua fria. La lectura se realizé en un
espectrofotémetro a 490 nm y los valores se compararon con una curva de
calibracién de sacarosa en el intervalo de 0.01-0.1 g/ L.

2.9. RENDIMIENTO EN LA PRODUCCION DE ETANOL

La cantidad de etanol producido en los diferentes tiempos de fermentacion
se determiné por el método de dicromato de potasio, que requiere que las
muestras estén destiladas. Por ello, a cada una de las muestras
fermentadas y centrifugadas, se le adicioné agua destilada, en una
proporcion de 1:1. La destilacion se realizdé en un equipo de
microdestilacion hasta recuperar el volumen inicial de la muestra, que fue
de 4 mL. El contenido de etanol se determiné en 1 mL del destilado, al que
se adicionaron 2 mL de dicromato de potasio (KoCr,0;). La mezcla se dejo
reposar 10 min, se le agregaron 5 mL de agua destilada y se realizé la
lectura en el espectrofotometro a 585 nm. Los valores se compararon con
una curva de calibracion de 2-20 g/ L de etanol (Castillo, 1992).

Al conocer la concentracion de etanol en los destilados, el rendimiento en

la produccién de este alcohol se obtuvo al relacionar la cantidad de
azucares utilizados para producir el etanol cuantificado.
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2.10. DETERMINACION DE LOS PARAMETROS CINETICOS

La velocidad especifica maxima de crecimiento (umax) se calculé utilizando
los datos experimentales para la fase de crecimiento exponencial de
acuerdo a la ecuacién (Quintero-Ramirez, 1993):

max= In (XEXG) (1/) (Ec. 2.1)

En donde

Xf = Crecimiento final
Xi = Crecimiento inicial
t = Tiempo

In = logaritmo natural

El tiempo de duplicacion (td) se calculd con la ecuacion:
td=In2/ u (Ec. 2.2)

El coeficiente de rendimiento de etanol (Yp/s), a partir de los azlcares
reductores directos (ARD) utilizados se estimé por la ecuacién (Quintero-
Ramirez, 1993):

Yp/s= (Pf-Pi)/(Sf-Si) (EC. 2.3)

En donde:

Pf = Producto final (etanol)

Pi = Producto inicial

Sf = Concentracion final de sustrato (ARD)
Si = Concentracion inicial de sustrato (ARD)

Este coeficiente se calcul6 a partir de los datos experimentales obtenidos.
Una vez obtenidos los valores de Yp/s, se determiné la eficiencia de cada
aislado dividiendo este valor entre el maximo alcanzado en una
fermentacién (0.511) y multiplicado por cien se obtuvo su eficiencia en
porcentaje (E%).

La productividad (P) de las cepas se determind con la siguiente relacién:

P = [etanol]/ t(Ec. 2.4)
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En donde:

[etanol] = Es la concentracion maxima de alcohol alcanzada en la
fermentacion.

t = El tiempo que ocurrié para obtener la concentracion maxima de etanol.
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Capitulo 3. Resultados y Discusiones

3.1. CINETICA DE CRECIMIENTO DE LOS DIFERENTES
AISLADOS DE LEVADURAS EN MEDIO DE GELP

Las cinéticas de crecimiento de los diversos aislados mostraron tres
perfiles de comportamiento (Figuras 3.1a y 3.1b). El primero
corresponde a dos aislados de K. marxianus (Cicy Ki, Exo C1) y uno
de S. cerevisiae (SCP), que no mostraron una fase de adaptacion al
medio y que desde su inoculacién en el medio mostraron un
crecimiento exponencial acelerado, es decir, una adaptacion inmediata
al medio GELP hasta las 9 horas, cuando la turbidez del medio se
mantuvo constante.

El segundo perfil observado fue el que presenté C. lusitaniae (Exo C7),
que tuvo un comportamiento similar al primer grupo ya que no mostré
una fase de adaptacion, pero alcanzé su valor de crecimiento maximo
a las 18 h, el doble de tiempo que los aislados descritos anteriormente
(Figura 3.1a).

El tercer perfil de crecimiento fue el de C. guilliermondii (Exo C54)y C.
colliculosa (Exo C3) que presentaron tres etapas en su crecimiento;
una primera etapa de adaptacién al medio de cultivo de 9 y 12 h,
respectivamente, seguida de una fase de crecimiento exponencial de
15 h (Exo C54) y 12 h (Exo C3). Posteriormente los dos aislados
finalizaron con una fase estacionaria a las 24 h (Figura 3.1a).
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Figura 3.1. Cinética de crecimiento en medio GELP incubado en
oscuridad a 37 °C y agitacion constante (80 rom). (a) Con aislados
autoctonos de K. marxianus (Exo C1 -@- y Cicy Ki - v-), C. lusitaniae
(Exo C7 -@®-), C. colliculosa (Exo C3 -A-), C. guilliermondii (Exo C54 -
). (b) Un aislado aléctono de S. cerevisiae (SCP -M-). Los
resultados son el promedio de dos repeticiones.
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La velocidad maxima de crecimiento (Umax) Y €l tiempo de duplicacion
(td) se calcularon con las ecuaciones 2.1 y 2.2.. Los datos se
obtuvieron de la cinética de crecimiento de la fase exponencial de cada
especie evaluada. Los aislados de K. marxianus tuvieron los mayores
valores de pmax Y por lo tanto los menores tiempos de duplicacion, ya
que no mostraron una fase de adaptacién. Se considera que los
aislados de K. marxianus (Cicy Ki y Exo C1) fueron los que mejor
desarrollo tuvieron en medio GELP. Con respecto a los demas
aislados los valores de pmax Y td fueron similares entre ellos y no se
notaron diferencias entre los aislados autéctonos y el aléctono (Tabla
3.1).

De acuerdo con los datos obtenidos en la cinética de crecimiento, el
tiempo de incubacion del inéculo en medio GELP sera de 9 h para los
aislados de K marxianus y S. cerevisiae; de 18 h para C. lusitaniae y
de 24 h para C. colliculosa y C. guilliermondii (Tabla 3.1). En este
tiempo las células estan en intensa actividad metabdlica, necesaria
para iniciar una fermentacién activa. Estos valores se consideraran
caracteristicos de cada aislado para los posteriores experimentos.

Tabla 3.1. Determinacién de la velocidad maxima de crecimiento (lmay)
y del tiempo de duplicacion (td), de aislados de K. marxianus, C.
lusitaniae, C. colliculosa, C. guilliermondii y S. cerevisiae, crecidas en
GELP incubado en oscuridad a 37 °C, y agitacion constante (80 rpm).

Exo C1_ || K. mandianus || 0237 | 2.97 || 0246 | 2.81 | 9
CICYKI | K marxianus || 0213 | 325 | 0.214 | 3.23 | 9
SCP || S cerevisiae || 0.165 || 42 [ 0.181 || 3.82 || 9
Exo C7 | C.lusitaniae | 0.176 | 3.93 | 0.172 | 4.029 | 18
ExoC3 || C.colliculosa | 0.194 | 357 | 0.180 | 3.85 || 24
Exo C54 || C. guilliermondii || 0.161 || 4.30 || 0.177 || 3.91 | 24
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3.2. TOLERANCIA A DIVERSAS CONCENTRACIONES DE
ETANOL

Un factor importante en la predominancia de algunas especies de
levaduras sobre otras, en un proceso de fermentacion, esta
parcialmente determinado por su grado de tolerancia al etanol. Este
alcohol es altamente téxico, inhibe el crecimiento y el metabolismo, y la
membrana celular es su principal blanco de accién (Lachance, 1995;
Man You, et al., 2003).

Los aislados de levaduras estudiados presentaron un grado de
tolerancia distinto, a las diferentes concentraciones de etanol (Tabla
3.2). El aislado al6ctono de S. cerevisiae presentd la mayor tolerancia,
ya que crecio en el medio de YM con 11% de etanol. Esta especie es
utilizada en varios procesos industriales cuyo objetivo es la produccion
de etanol, o de bebidas alcohdlicas, y una de sus caracteristicas
sobresalientes es su alto poder alcoholégeno, y su alta tolerancia al
etanol (hasta un 17%), lo que le permite estar presente en la segunda
fase de la fermentacion (Mesas & Alegre, 1999; Benitez, et al., 1983).

Los aislados de K. marxianus toleraron hasta un 7% de etanol sin
importar el sustrato del cual se aislaron (Tabla 3.2). Esta especie ha
sido registrada como parte de la micobiota natural de diversas bebidas
fermentadas de agaves. Durante el proceso de elaboracion de tequila,
Lachance (1995) obtuvo a partir de las pifias cocidas, y del mosto
fermentado (24 y 48 h) varios aislados de K. marxianus que toleraron
concentraciones de 7% de etanol, valor semejante al que se obtuvo en
el presente estudio. Con base a lo anterior se puede inferir que esta
especie esta presente en fases intermedias y avanzadas de
fermentacién.

La cepa de C. guilliermondii presenté una tolerancia al 6% de etanol.
Los demas aislados de C. lusitaniae, C. parapsilosis y C. colliculosa
presentaron una menor tolerancia a este alcohol (5%). Estos aislados
se caracterizan por estar presentes en la primera etapa de la
fermentacién alcohdlica (Tabla 3.2).

Los resultados obtenidos permiten establecer que el aislado de S.
cerevisiae, una cepa aloctona, cuenta con una alta tolerancia al etanol,
muy por encima a la tolerancia presentada por los aislados autéctonos
gue mostraron una tolerancia media y media-baja, lo que permite el
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establecimiento, el desarrollo y la sobrevivencia de los diferentes
aislados durante las diversas etapas de la fermentacion del mosto. En
pruebas de tolerancia realizadas en aislados obtenidos a partir de
agaves y de otros sustratos han registrado valores de 5 y hasta 12 %
de tolerancia a etanol (Mesas & Alegre, 1999; Estrada-Godina, et al.,
2001; Lachance, 1995).

Tabla 3.2. Determinacion de la tolerancia a diversas concentraciones
de etanol de los diferentes aislados de levadura.

] SCpP** [ S. perevisiae [ 1

l ‘CI‘CY Kl [ K. marxia_nu; ’ 7

[ ExoC1 l ﬂKi ma{r_xianu.rsr l 7
ez [ Komanionus | T

| Exascs | K mandarus | T

[ Bocss [ Cguiiermondi | 5

| Eoc3 |  Cecolicuosa | 5

| ExoC7 |  Clusitaniae | i

| Exocts ||  Coparapsiosis || 5 ]

* La determinacion se realizdé en medio de cultivo YM.

** El aislamiento se obtuvo de mosto, elaborado en la planta “Licores de
Henequén” en lzamal Yuc. Los demas aislamientos se obtuvieron de una
fermentacion espontanea realizada en el Centro de Investigacion Cientifica
de Yucatan.

La importancia de determinar el grado de tolerancia al etanol de los
diferentes aislados, radica en que la conversién oOptima de
carbohidratos a etanol requiere células tolerantes a este alcohol, para
que al ser utilizadas en una fermentacién del mosto de henequén, el
etanol producido no inhiba su crecimiento y se obtenga una alta
productividad y rendimiento de etanol (Benitez et al., 1983).
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3.3. INCREMENTO DE BIOMASA EN EL MOSTO

En la fermentaciéon del mosto con los diferentes aislados, se observd
que las cinéticas de crecimiento tuvieron diferentes comportamientos
inclusive para aquellos pertenecientes a la misma especie (Figura 3.2a
y 3.2b). El aislado Exo C1 (K. marxianus), no mostré un periodo de
adaptacion al mosto, e inici6 su crecimiento exponencial desde el
tiempo cero, hasta las 30 h, tiempo en que la turbidez del mosto se
mantuvo constante (Figura 3.2a).

Los demas aislados de K. marxianus (Cicy Ki, Ex 24C3 y Ex 48C4)
mostraron una fase de adaptacion de 4 h, para adaptarse a las nuevas
condiciones de cultivo e iniciando al cabo de este tiempo su
crecimiento exponencial, que finalizé a las 24 h para Cicy Ki y a las 30
h para Ex 24C3 y Ex 48C4 (Figura 4a). Es importante mencionar que
la especie K. marxianus se encuentra asociada a diversas especies de
agaves como A. tequilana (Lachance, 1995) y A. fourcroydes (Lappe et
al., 2004) y a varias bebidas fermentadas elaboradas con aguamiel o
mostos de agave, lo que explicaria su rapida adaptacion al mosto.

El aislado de C. lusitaniae (Exo C7) se adapté de manera inmediata al
mosto, iniciando su crecimiento exponencial desde el inicio de la
fermentacién, la cual finaliz6 a las 36 h, aunque se continué
observando un incremento en la turbidez del mosto hasta las 48 h
(Figura 3.2a). Esta especie, junto con K marxianus, ha sido aislada de
hojas de A. fourcroydes, del aguamiel y durante la primera fase de
fermentacién del mosto de henequén (Lappe et al., 2004; Estrada-
Godina et al., 2001).

El aislado de S. cerevisiae, mostré un periodo de adaptacién de 12 h,
para posteriormente comenzar su crecimiento exponencial (Figura
3.2b). Sin embargo, una vez adaptada al sustrato el crecimiento
exponencial fue acelerado y finalizé a las 36 h, 6 horas después que la
mayoria de los aislados autéctonos.

Con base a estos resultados se puede concluir que los aislados
autéctonos poseen una mejor adaptacién al mosto, que el aislado
aléctono de S. cerevisiae que requirio el triple del tiempo para
adaptarse a las nuevas condiciones de temperatura, pH y los
nutrientes del mosto, e iniciar su crecimiento exponencial a las 12 h
(Figura 3.2b).
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Figura 3.2. Cinética de crecimiento de los diferentes aislados en mosto
rectificado e incubado a 37 °C en oscuridad. (a) Mosto inoculado con
aislados autéctonos de K. marxianus obtenidos de: mosto recién
extraido (Exo C1 -®-); mosto fermentado 24h (Ex 24C3 -®-); mosto
fermentado 48 h (EX 48C4 -v¥-); de las hojas de henequén (Cicy Ki -
v-) y C. lusitaniae aislada de mosto recién extraido (Exo C7 -W-). (b)
Con un aislado aléctono de S. cerevisiae (SCP -M-). Los resultados
son el promedio de tres repeticiones + EE.
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A pesar que los aislados de C. guilliermondii (Exo C54), C. colliculosa
(Exo C3) y C. parapsilosis (Exo C16) se obtuvieron de mosto
fermentado espontaneamente, y que presentaron un crecimiento activo
en medio GELP, y después de las 48h de incubacion, no se detectaron
variaciones en la turbidez ni en la concentracién de °Bx del sustrato.

Por lo anterior, se procedié a realizar una adaptacién previa de los
aislados al sustrato, en una proporcién 1:1 de mosto y medio de cultivo
de GELP, pero tampoco se observé una variacién en los soélidos
solubles ni crecimiento (datos no mostrados). Una posible explicacion
de la incapacidad de los aislados para crecer y fermentar el mosto, es
que dicho sustrato utilizado fue sometido a congelacion, y a un
segundo proceso de esterilizacién, lo que pudo alterar su composiciéon
quimica y afectar el crecimiento de los aislados.

3.4. PARAMETROS CINETICOS DE CRECIMIENTO EN EL
MOSTO

En la tabla 3.3 se sefalan los parametros cinéticos de crecimiento
obtenidos con cada una de las cepas evaluadas durante la
fermentacion alcohdlica del mosto. Se aprecia que los valores de pimax
fueron inferiores a los obtenidos en el crecimiento del in6culo en medio
GELP, ya que debido a las condiciones de aeracion, para activar los
aislados del cultivo, las células utilizaron los nutrientes para la
generacion de biomasa por lo que los td son muy cortos (entre 2y 5 h;
Tabla 3.2).

Tabla 3.3. Determinacion de la velocidad maxima de crecimiento (lmax)
y del tiempo de duplicacion (td), de aislados de K. marxianus, S.
cerevisiae, C. lusitaniae, durante la fermentacion alcohdlica de mosto
de A. fourcroydes, rectificado e incubado a 37 °C, en oscuridad.

[ Aislado |  Especie ~.

[ Cicy Ki [ K. marxianus [ 0.077 [ 9

[ Exo C1 [ K. marxianus [ 0.046 | 15.06
| Ex 24C3 | K. marxianus | 0.103 | 6.72
[ Ex 48C4 [ K. marxianus { 0.054 | 12.83
| Exo C7 | C. lusitaniae [ 0.031 | 2235
[ SCP. [ S. cerevisiae | 0.053 | 13.07
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En el mosto se observaron td de 6 hasta 22 h, indicando un
crecimiento lento durante la fermentacion, durante la cual las células
utilizan los nutrientes hacia la produccién de etanol.

3.5. CAMBIOS EN EL PH DURANTE LA FERMENTACION

El pH inicial del mosto para todas las fermentaciones fue de 4.5.
Durante la fermentacién se registré muy poca variacion, finalizando
con pH 4.0 (Datos no mostrados).

3.6. EVALUACION DEL CONSUMO DE SOLIDOS SOLUBLES
DURANTE LA FERMENTACION

El consumo de azucares durante la fermentacion se determind como
solidos solubles (°Brix), azicares reductores directos (ARD) y azicares
reductores totales (ART), y su concentracion en el mosto, al final de la
fermentacién, dependié del aislado utilizado como inéculo en cada
fermentacién. Los resultados se muestran en las figuras 3.3, 3.4 y 3.5
respectivamente.

Todas las fermentaciones iniciaron con 14 °Brix y la concentracién de
los sdlidos solubles del mosto durante la fermentacion con los
diferentes aislados, fue disminuyendo muy poco durante las primeras
horas, lo que concuerda con lo observado en la formacion de biomasa;
durante la etapa de adaptaciéon hubo poco consumo de azucares, pero
durante el crecimiento exponencial comenzaron a utilizar los sélidos
solubles rapidamente (Figura 3.3).

45



120 4 X 21\\
x LN
@ 105 \
2]} 0%
g 90 i NN
8 §*‘\~,\ i s -
(D 7.5 \ \_\ ‘i— i
6.0
00 I L T T T T L 1 T | SR 1
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Tiempo (h)
15.0 ]i
135 & -8B _ k)
~u_
12.0 - "*:'L
x N_
@ 105
- g
S 901 \
g \-
O 75 *\
e i
T e —————
6.0 i E
00 llf T T T T T T T T T T T 1

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Tiempo (h)

Figura 3.3. Cinética del consumo de solidos solubles de los diferentes
aislados en mosto rectificado e incubado a 37 °C en oscuridad. (a)
Mosto inoculado con aislados autéctonos de K. marxianus obtenidos
de: mosto recién extraido (Exo C1 -@®-); mosto fermentado 24h (Ex
24C3 -®-); mosto fermentado 48 h (EX 48C4 -v-); de las hojas de
henequén (Cicy Ki-v-) y C. lusitaniae aislada de mosto recién extraido
(Exo C7 -B-). (b) Con un aislado aléctono de S. cerevisiae (SCP -H-).
Los resultados son el promedio de tres repeticiones + EE.
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Los aislados de K. marxianus redujeron la concentraciéon de los °Brix
del mosto de 14-7 °Brix, al final de la fermentacion. De ellos la cepa
Cicy Ki mostré ser la mas activa, pues consumioé los sélidos solubles
mas rapidamente, y a las 24 h la concentracién de los sélidos solubles,
en el mosto, fue de 7 °Brix. Los otros aislados de K. marxianus (Exo
C1 y Ex 24C3) presentaron un comportamiento similar, también
disminuyeron la concentracién de los soélidos solubles del mosto a 7
°Brix pero hasta las 30 h de fermentacion. El aislado de K. marxianus
que presentd la actividad fermentadora mas lenta fue Ex 48C4.
Probablemente esta diferencia se deba a caracteristicas intrinsecas de
los aislados de K. marxianus.

Tabla 3.4. Concentracion final de los sélidos solubles (°Brix) durante la
fermentacion alcohdlica de mosto rectificado, incubado a 37 °C en
oscuridad e inoculado con diferentes aislados de K. marxianus, C.
lusitaniae y S. cerevisiae.

—
Cicy Ki i K. marxianus I 14 ! 7 f 24
Exo C1 éf K. marxianus g 14 f 7 j 30
Ex24C3 | K. mandianus | 14 | 7 | 30
Ex48C4 | K. manianus | 14 | 7 I 36
Exo C7 ! C. lusitaniae { 14 ; 8 f 36
SCP. | S.cerevisiae | 14 { 6 | 36

El aislado de S. cerevisiae mostré una buena capacidad de utilizar los
azucares del mosto, inicidé el consumo de los sélidos solubles durante
las primeras horas de fermentacion y finalizé con 6 °Brix a las 36 h, un
grado por debajo de la especie K. marxianus (Figura 3.3b, Tabla 3.4);
por lo que fue mas eficiente en la utilizaciéon de éstos compuestos.

El aislado de C. lusitaniae (Exo C7), fue el aislado que fermenté mas
lentamente vy finalizé la fermentacién en 8 °Brix a las 36 h, y present6
la menor variaciéon en los sélidos solubles, durante la fermentacién en
mosto (Tabla 3.4).
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Con base en los resultados obtenidos, se observé que Ila
concentracion de solidos solubles residuales presentes en el mosto al
final de la fermentacién fue alta, dado que los diferentes aislados solo
utilizaron el 50% del contenido inicial de soélidos solubles, en su
mayoria representados por azucares. Sin embargo estos resultados
podrian estar afectados por la presencia de otros productos solubles
no fermentables como aminoacidos, proteinas, vitaminas, y acidos
grasos con cadena de 2 a 18 carbonos, entre otros. Por ello, también
se determinaron los azucares reductores totales y reductores directos
durante la fermentacion y se traté de esclarecer si los sélidos solubles
residuales, medidos en °Brix, correspondian a azucares fermentables
(ARD) o no (Téllez, 1998).

3.7. EVALUACJ()N DEL CONSUMO DE ART DURANTE LA
FERMENTACION

La concentracion inicial de ART en promedio fue de 108.34+3.02 g/L
de mosto, y al final de la fermentacion, de 16.38+1.84 g/L de mosto
(Ver anexo). La dinamica de su consumo por los diversos aislados se
presenta en la figura 3.4.

Con el andlisis de los ART se obtuvo una concentracion mas exacta
del contenido de azucares en el mosto. Estos datos indican que los
aislados de K. marxianus (Exo C1 y Cicy Ki), después de 24 h de
fermentacion, mostraron poca variacion en los ART y ambos aislados
finalizaron el consumo de los ART a una concentracién de 16.05 y
17.65 g/L, respectivamente. Los demas aislados de K. marxianus (Ex
24C3 y Ex 48C4) requirieron mas tiempo, para finalizar Ia
fermentacion, deteniendo el consumo de los ART a las 30 y 36 h con
una concentracion residual en el mosto de 20.812 g/L y 15.34 g/L,
respectivamente (Figura 3.4; Anexo). Como se menciond
anteriormente, esta diferencia entre aislados de la misma especie,
puede ser debido a caracteristicas intrinsecas de los aislados.

El aislado de C. lusitaniae (Exo C7) presentd un consumo importante
de los ART hasta las 48 h y la concentracién final en el mosto fue de
22.59 g/L; éste fue el aislado autéctono que menor cantidad de ART
utilizé (Figura 3.4a; Anexo). Este aislado mostré la menor capacidad
de asimilar los azucares del mosto, con la mayor cantidad residual de
ART y mayor tiempo de fermentacién, lo que pudiera influir en su
productividad.
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El aislado S. cerevisiae (SCP) tuvo el mayor tiempo de adaptacién al
mosto (12 h) (Figura 3.2), durante este tiempo consumié lentamente
los azucares presentes en el mosto. Sin embargo, después de las 20 h
de fermentacién, inici6 un consumo mas rapido de azlcares cuya
concentracion se estabiliz6 a las 36 h en 15.55 g/L (Figura 3.4b;
Anexo).
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Figura 3.4. Cinética del consumo de azucares reductores totales de
los diferentes aislados en mosto rectificado e incubado a 37 °C en
oscuridad. (a) Mosto inoculado con aislados autéctonos de K.
marxianus obtenidos de: mosto recién extraido (Exo C1 -@-); mosto
fermentado 24h (Ex 24C3 -®-); mosto fermentado 48 h (EX 48C4 -v-);
de las hojas de henequén (Cicy Ki -v-) y C. lusitaniae aislada de
mosto recién extraido (Exo C7 -B-). (b) Con un aislado aléctono de S.
cerevisiae (SCP -M-). Los resultados son el promedio de tres
repeticiones + EE.
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En el consumo de azlcares totales se observaron tres perfiles de
comportamiento. El primero corresponde a los aislados de K.
marxianus, que desde el inicio de la fermentaciéon, consumieron los
azucares presentes en el mosto hasta finalizar la fermentacion. El
segundo perfil corresponde al aislado C. lusitaniae, que consumi6
lentamente los azlcares durante la fermentacion, finalizando con la
mayor cantidad residual de ART; y por ultimo, el aislado S. cerevisiae
durante las primeras horas de fermentacion consumié muy lentamente
los ART, pero después de este periodo de tiempo, inicié6 un consumo
acelerado finalizando con la menor cantidad de azucares residuales.

La dinamica del consumo de los ART durante la fermentacion, fue la
misma observada en el consumo de los sélidos solubles (°Brix), por lo
gue se puede establecer una relacion entre ellas.

3.8. EVALUAQIC')N DEL CONSUMO DE ARD DURANTE LA
FERMENTACION

La determinacion de la concentracion de los azlcares reductores
directos (ARD) se realiz6 posteriormente para poder relacionar el
consumo de ARD hacia la produccion de etanol, debido a que la
concentraciéon de ART incluye tanto a los azlcares reductores directos
como azucares reductores indirectos (ARI). La concentracion inicial de
ARD, en promedio, fue de 88.66+1.90 g/L de mosto, y al final de la
fermentaciéon fue de 4.93+0.728 (Ver anexo). La dinamica de su
consumo por los diversos aislados se muestra en la figura 3.5.

Los aislados Exo C1 y Cicy Ki de K. marxianus presentaron una
dinamica de consumo de ARD muy semejante. Durante las primeras 4
h, tiempo que dur6é su fase de adaptacién al mosto, el consumo de
ARD fue limitado (Figura 3.2a y 3.5a), pero al iniciarse la fase
exponencial se incrementé el consumo, por lo que la concentracién de
azlcares disminuyé rapidamente hasta las 24 h de fermentacion,
quedando una concentracion residual de 8.02 y 6.66 g/L de mosto,
respectivamente. La velocidad en el consumo de los ARD fue de 3.15
g/h (Exo C1) y 3.5 g/h (Cicy Ki).

Los aislados Ex 24C3 y Ex 48C4 (K. marxianus) presentaron un
comportamiento similar; durante la fase de adaptacion (4h)
consumieron muy pocos azUcares reductores, pero después
incrementaron su consumo hasta finalizar la de fermentacién. El
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aislado EX 24C3 finaliz6 su fase exponencial a las 30 h con una
concentracion de ARD de 9.34 g/L y el aislado Ex 48C4 a las 36 h con
6.4 g/L (Figura 3.5a; Anexo). La velocidad en el consumo de ARD fue
de 2.73 g/h para Ex 24C3 y de 2.33 g/h para Ex 48CA4.
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Figura 3.5. Cinética del consumo de azucares reductores directos de
los diferentes aislados en mosto rectificado e incubado a 37 °C en
oscuridad. (a) Mosto inoculado con aislados autéctonos de K.
marxianus obtenidos de: mosto recién extraido (Exo C1 -®-); mosto
fermentado 24h (Ex 24C3 -®-); mosto fermentado 48 h (EX 48C4 -v-);
de las hojas de henequén (Cicy Ki -v-) y C. lusitaniae aislada de
mosto recién extraido (Exo C7 -B-). (b) Con un aislado aléctono de S.
cerevisiae (SCP -M-). Los resultados son el promedio de tres
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El aislado de C. lusitaniae (Exo C7), utiliz6 lentamente los ARD
durante las primeras 8 h de fermentacién, tiempo que duré su tiempo
de adaptacion al mosto. Posteriormente utilizé lentamente los ARD y
posteriormente su consumo se incrementé de manera gradual hasta
las 48 h, para finalizar su crecimiento exponencial con una
concentracién de 5.38 g/L y una velocidad de consumo de 1.64 g/h.

El aislado de S. cerevisiae consumié pocos ARD del mosto durante las
primeras 12 h de fermentacién que correspondieron a su fase de
adaptacién. Posteriormente, al iniciarse la fase exponencial de
crecimiento, se acelero la utilizaciéon de los ARD, la que finalizé a las
36 h de fermentacién con una concentracion de 5.61 g/L de ARD; la
velocidad de consumo de éstos azucares fue de 2.35 g/h, (Figura
3.5b).

La cuantificacion del consumo de los azucares durante la fermentacion
es importante ya que refleja la capacidad de los aislados de levaduras
de utilizar los azlucares presentes en el mosto. Mediante la
fermentacion de los ARD las levaduras liberan la energia necesaria
para sus actividades metabdlicas y colateralmente generan productos
secundarios como etanol, CO, y agua (Bautista-Justo et al., 2001).

Los aislados Exo C1 y Cicy Ki de K. marxianus presentaron la mayor
velocidad de consumo de ARD al finalizar su crecimiento exponencial
(3.15 y 3.5 g/h respectivamente). Seguido de los aislados EX 24C3 y
Ex 48C4 con 2.73 y 2.33 g/h. El aislado C. lusitaniae (Exo C7)
presentd la menor velocidad de consumo (1.64 g/h), debido a que su
crecimiento exponencial en el mosto fue muy lento (48 h).

El aislado de S. cerevisiae, a pesar que tuvo el mayor tiempo de
adaptacion, su crecimiento exponencial fue corto (24 h), por lo que
presenté una velocidad de consumo semejante a los aislados de K.
marxianus (Ex 24C3 y Ex 48C4) de 2.35 g/h.

Los azucares reductores directos presentes en el mosto, como glucosa
y principalmente fructosa, son producto de la hidrélisis acida de la
inulina, un polisacarido que se encuentra en mayor proporcién en el
jugo de diversos agaves (Arrizon & Gschaedler, 2002; Barahona, 1987;
Bautista-Justo et al., 2001; Sanchez-Marroquin & Hope, 1953).
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Durante la coccion de pifias de A. tequilana, la inulina, genera un 20%
de sacarosa, el trisacarido 1-B-fructosil inulobiosa, y compuestos que
no son utilizados para producir etanol. Esto explica que la
concentracion de ART residuales en el mosto de A. fourcroydes
probablemente corresponde a azicares no fermentables (ARI), que
junto con otros solidos solubles estan presentes al final de la
fermentaciéon y son los que se determinan en °Brix (Bautista-Justo et
al., 2001).

A cada uno de los aislados de levaduras, Lappe (comunicacién
personal), les determiné la capacidad para fermentar azucares simples
y complejos que se muestra en la tabla 3.5.

Tabla 3.5. Resultados de las pruebas de fermentacion de nueve
carbohidratos realizadas a los aislados de levaduras obtenidas de
hojas y mosto de henequén.

[Glucosa [+a [+a [+a [ +a | +a | +a |

| Galactosa |+a [+a [+a | +a | - | + |

[ Sacarosa [+a [+a [+a [ +a [ +a [ + [
| Maltosa | - | - [+ | - | #t | - |
| lactosa [[+a [+ [+ | + | - | - [[
[Rafinosa [ - [+a [+ [+ [+ [ - [ -
;ITrehansa! L- 1L - I - JL+ [l +t
[Fructosa [+a [+ [+ [+ [ + [ + [ -
r?[ Inulina | +t | +a [+a I
+a= Fermentacion activa

+ = Fermentacion positiva

+ = Fermentacion tardia

+Ht= Fermentacion lenta y tardia

-= Negativa después de 15 dias

ND= No determinada

55



Todos los aislados de K. marxianus (Cicy Ki, Exo C1, Ex 24 C3 y Ex
48C4) fermentaron activamente, es decir en menos de tres dias, la
glucosa, la galactosa y la sacarosa, continuando con la lactosa, la
fructosa y la inulina. El aislado Exo C1 fue el anico que no fermento la
rafinosa y el aislado Ex 24C3, después de siete dias de incubacién, fue
el unico que fermento la maltosa.

Arrizon et al. (2005), en un estudio realizado en la fermentacion del
mosto de A. tequilana con cepas de S. cerevisiae, aisladas de diversos
sustratos, determinaron diferentes comportamientos durante la
fermentacion y concluyeron que esta capacidad selectiva de fermentar
determinados azlcares, se encuentra relacionado con el sustrato del
cual fueron obtenidos.

En A. fourcroydes, los aislados de K. marxianus evaluados, durante la
fermentacion, mostraron diferencias en los carbohidratos que
fermentaron (Tabla 3.5). Esta capacidad de fermentar determinados
azucares puede estar influenciada por la disponibilidad de éstos en el
medio ambiente del cual fue aislado; lo que pudiera explicar los
diferentes comportamientos observados durante la fermentacion
alcohdlica como se determiné en A. tequilana.

El aislado autdctono de C. collicullosa (Exo C3) fermentd activamente
la glucosa, la sacarosa y la fructosa, seguido de otros carbohidratos
como la inulina, con una fermentacién lenta y tardia que ocurrié
después de 10 dias de fermentacién, en comparacién con los aislados
de K. marxianus que la fermentaron en forma activa.

El aislado de C. lusitaniae (Exo C7) ferment6 activamente la glucosa,
la sacarosa y la fructosa y en forma tardia, la trehalosa. El aislado de
C. parapsilosis (Exo C16) solamente mostré fermentacién positiva para
la glucosa, la galactosa, la maltosa y la trehalosa. El aislado de C.
guilliermondii (Exo C54) ferment6 activamente la fructosa, continuando
con la glucosa y la sacarosa, y fermenté lenta y tardiamente la
galactosa y la trehalosa.

De acuerdo con la capacidad fermentadora determinada, las levaduras
C. lusitaniae (Exo C7), C parapsilosis (Exo C16) y C. guilliermondii
(Exo C54), tienen la capacidad de desarrollarse en el mosto de A.
fourcroydes; sin embargo solo el aislado de C. lusitaniae fermenté el
mosto de A. fourcroydes, lo que pudo deberse a la composicion
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quimica del mosto y a la presencia de los compuestos generados
después de la hidrélisis de los polisacaridos del mosto durante el
cocimiento, incluyendo compuestos de Maillard, furfural y vainillina.
Como el furfural y la vainillina son toxicos para las levaduras, es
probable que el mosto de agave contenga estos compuestos en
cantidades que afecten el crecimiento y la actividad de las levaduras.
Otro factor que pudo influir en la inhibicién del crecimiento, pudo ser el
requerimiento nutricional de cada especie, como es la asimilacion de
nitrégeno (Bautista-Justo et al., 2001;Arrizon et al.,, 2006; Arrizon &
Gschaedler, 2002).

El aislado de S. cerevisiae, al igual que los aislados de K. marxianus,
fermenté activamente la glucosa, la galactosa, la sacarosa y la
maltosa, y después de 10 dias de incubacién la fructosa. En
comparacién con los aislados de K. marxianus, que ademas de estos
carbohidratos fermentaron fructosa e inulina, principales carbohidratos
presentes en el mosto de agaves (Bautista-Justo ef al, 2001;
Sanchez-Marroquin & Hope, 1953) y en A. fourcroydes ademas de
estos compuestos, se han detectado la rafinosa y trazas de xilosa y
arabinosa (Barahona, 1987).

3.9. PRODUCCION DE ETANOL

En la figura 3.6 se muestra la dinamica de produccién de etanol por los
diversos aislados durante las 48 h de fermentacién. Los aislados de K.
marxianus que produjeron la mayor cantidad de etanol fueron en orden
decreciente, Cicy Ki que produjo 3.5% (35g/L) en 24 h; Exo C1 con
3.3% (33 g/L) en 36 h; Ex 48C4 y Ex 24C3 que produjeron un 3.1 %
(31 g/L) en 30 y 36 h respectivamente (Figura 3.6a).

El aislado de C. lusitaniae (Exo C7) produjo la menor cantidad de
etanol, con respecto a los demas aislados, pues solo alcanzé un 2.5%
(25 g/L) a las 30 h. El aislado de S. cerevisiae (SCP) produjo un 3.2%
(32 g/L) en 30 h, cantidad similar a la producida por el aislado Cicy Ki
en 24 h, por lo que la actividad fermentadora de S. cerevisiae fue mas
lenta (Figura 3.6b).

Sin embargo, es importante senalar que en la fermentacién de tequila,
la produccion de etanol junto con los alcoholes superiores comienza en
las primeras horas, es decir, cuando los niveles de azlcares bajan y se
obtienen los mayores valores de etanol y otros productos secundarios
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al finalizar el crecimiento exponencial. Por lo tanto, el tequila producido
en una fermentacién lenta (mas de 24 h) es rico en sabor y aroma, en
comparacion con el producido en una fermentacion rapida (18 a 20 h),
debido a una clara diferencia en la produccién de alcoholes superiores,
aldehidos, ésteres y acidos organicos, entre otros compuestos
generados durante la fermentacién por las levaduras. Con base a
estos estudios, es importante tomar en cuenta ademas de una alta
productividad, una buena produccién de productos secundarios (Pinal
et al., 1997; Cedefio, 1995).
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Figura 3.6. Cinética de produccion de etanol de los diferentes aislados
en mosto rectificado e incubado a 37 °C en oscuridad. (a) Mosto
inoculado con aislados autéctonos de K. marxianus obtenidos de:
mosto recién extraido (Exo C1 -®-); mosto fermentado 24h (Ex 24C3 -
®-); mosto fermentado 48 h (EX 48C4 -¥-); de las hojas de henequén
(Cicy Ki-¥-) y C. lusitaniae aislada de mosto recién extraido (Exo C7 -
M-). (b) Con un aislado aléctono de S. cerevisiae (SCP -M-). Los
resultados son valores absolutos.
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En el proceso de fermentacion realizada con cada uno de los aislados
se determind que la produccién de etanol comenzd durante las
primeras horas y que la cantidad maxima de etanol producido en el
mosto por los aislados de K. marxianus (Ex 48C4), C. lusitaniae (Exo
C7) y S. cerevisiae, se obtuvo entre las 30 y 36 h junto con el
crecimiento exponencial y la estabilizacién de la concentracién de
azlcares. El mismo comportamiento se registré con el aislado Cicy Ki
de K. marxianus, que produjo la mayor cantidad de etanol (3.5 %), a
finalizar el crecimiento exponencial y la estabilizacién de azlcares,
pero en menor tiempo de fermentacion (24).

La produccién maxima de etanol para los aislados Exo C1 y Ex 24C3
de K. marxianus fue a las 36 h, y el final de su crecimiento exponencial
junto con la estabilizacion de los azucares se determiné a las 30 h; en
este lapso de tiempo hubo una variacién de 0.3% de la produccion de
etanol, la cual puede atribuirse a un error en la determinacion de etanol
debido a falta de muestra. La produccién de etanol se determiné como
valor absoluto.

La productividad de los distintos aislados se calculé a partir de la
ecuacién 2.4 (Capitulo 2). El aislado de Cicy Ki (K. marxianus) tuvo la
mayor produccién de etanol, 1. 45 g.L de mosto / h (gL/h), seguido de
SCP y Ex 48C4 con 1 gL/h, y Exo C1 y Ex 24C3 con 0.937 y 0.877
gl/h respectivamente, y finalmente el aislado Exo C7 que tuvo la
menor produccion con 0.833 gL/h (Tabla 3.6).

Tabla 3.6. Productividad de los diversos aislados evaluados en la
produccion de etanol durante la fermentacion en mosto.

24 1.45

I Clcy Ki K. marxianus

l | | I
( [ SCP l S. cerevisiae | 32.6 | 30 l 1.0
| Ex48c4 | K mandianus | 31.2 | 30 ( 1.0
| Exo C1 | K manianus | 33.7 | 36 [ 0.93
| Ex24c3 | K mamxianus | 315 | 36 | 087
I Exo C7 I C. lusitaniae I 25 l 30 ] 0.83

60




Es importante analizar, con los resultados obtenidos, las posibles
causas por las que la produccién de etanol se detuvo, pues al final de
todas las fermentaciones se determinaron en el mosto cantidades
residuales, en promedio, de 4.93+0.728 g/L de ARD vy los resultados
de la tolerancia al etanol de todas las cepas evaluadas mostraron que
la menor tolerancia a este alcohol fue de 5-7% y la mayor
concentracién alcanzada durante la fermentacion fue de 3.5 %, por lo
que el cese de la fermentacion no puede ser atribuida a ninguno de
estos factores.

Asi puede inferirse que probablemente la fermentacion finalizé debido
a que los sélidos solubles residuales contenidos en el mosto no son
asimilables por estas cepas o atribuirse a otros factores entre ellos,
productos toxicos como el furfural y la vainillina derivados de la
preparaciéon del mosto, que fue sometido a congelacién, y a un
segundo proceso de esterilizacion, lo que pudo alterar su composicion
quimica y afectar el crecimiento de los aislados, por lo que es
necesario realizar una caracterizacion de los azlcares presentes en el
mosto para poder establecer las causas de que la fermentacién haya
finalizado.

En la industria tequilera se obtienen valores entre 4 y 9% v/v de
contenido de alcohol, que depende de la concentraciéon inicial de
solidos solubles en el mosto (8-16%), del tipo de nutrientes empleados
para la suplementacién del mosto (urea, sulfato de amonio, fosfato de
amonio o sulfato de magnesio) y de la utilizacién de un cultivo iniciador
(cultivos puros o mixtos). La fermentacion finaliza en 24 h cuando se
anade un cultivo iniciador, de lo contrario, finaliza en tres dias
(Cedeno, 1995).

Arrizon y Gschaedler (2002) determinaron que la adicion de la fuente
de nitrégeno en concentraciones altas de azlcares, durante el
crecimiento exponencial, incrementa la eficiencia de la fermentacion.

Tomando en consideracién estos antecedentes, y que en la
fermentacién del mosto de A. fourcroydes se obtuvieron valores entre
2.5y 3.5% de etanol al utilizar cepas puras como inéculo, y emplear
como fuente de nitrégeno sulfato de amonio, dan resultados
alentadores para incrementar la produccién de etanol.
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3.10. PARAMETROS CINETICOS

En la tabla 3.7 se muestran los parametros cinéticos que son
necesarios evaluarse durante el desarrollo de la fermentaciéon
alcohdlica y asi obtener los rendimientos de los metabolitos producidos
durante la misma. Entre estos parametros se encuentran el
rendimiento del producto (etanol) derivado de la cantidad de sustrato
(Yps), y la eficiencia del proceso de fermentacién (E%), que se
calcularon a partir de la ecuacién 2.3.

Yp/s= (Pf-Pi)/(Sf-Si)

La fermentacion del mosto de henequén resulté ser muy buena; y los
aislados Exo C1 y Cicy Ki de K. marxianus alcanzaron el mayor
rendimiento en producciéon de etanol, de 0.425 y 0.415 g de etanol
producido /g de ARD consumidos respectivamente. Si consideramos
tedricamente que el rendimiento maximo es de 0.511 en condiciones
optimas de fermentaciéon, entonces tenemos una eficiencia de la
fermentacion de 83.17 y 81.21%, respectivamente, lo que nos indica
una eficiencia alta. Los aislados Ex 48C4 y Ex 24C3 de K. marxianus,
tuvieron rendimientos de etanol de 0.407 y 0.359 g de etanol /g de
ARD consumidos, por lo que su eficiencia fue de 79.64 y 70%
respectivamente (Tabla 3.7).

El aislado menos eficiente fue Exo C7 de C. lusitaniae con un
rendimiento de 0.320 g de etanol /g de ARD consumidos, y eficiencia
de 62.60%. Es importante mencionar que en los procesos de
fermentacion una eficiencia por debajo del 70% se considera baja. El
aislado SCP de S. cerevisiae, presenté un rendimiento de 0.410 y tuvo
una buena eficiencia en la fermentacién con 80.23%. Este aislado,
junto con los aislados Exo C1 y Cicy Ki fueron las mas eficientes
(Tabla 3.7).
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Tabla 3.7. Principales parametros cinéticos registrados durante la
fermentacién del mosto rectificado de henequén a 37 °C, en oscuridad,
con los diferentes aislados de levaduras.

&
| ExoC1 | K marxianus | mosto recién extraido | 0.425 | 83.17
| CicyKi | K marxianus |  hojasde henequén | 0.415 [ 81.21
| Ex48C4 | K marxianus | mosto fermentado48h | 0.407 | 79.64
| Ex24C3 | K marxianus | mosto fermentado24h | 0.359 | 70.00
| ExoC7 | C.lusitaniae | mosto recién extraido | 0.320 | 62.60
| scp | S. cerevisiae | mosto | 0410 | 80.234

En la determinacién de la eficiencia de la fermentacién solamente se
tomoé en cuenta la cantidad de sustrato requerida para alcanzar la
maxima concentracién de etanol, si se toma en consideracion el
tiempo requerido por cada aislado para alcanzar esta concentracion de
etanol, se deduce que el aislado mas eficiente fue Cicy Ki (K
marxianus).

Con base en los resultados obtenidos, la cepa Cicy Ki es la mas
adecuada para ser utilizada en la fermentacién alcohdlica del mosto de
A. fourcroydes, ya que este aislado posee caracteristicas deseables de
un cultivo iniciador como: capacidad de iniciar su fase exponencial en
el menor tiempo y sin necesidad de una fase de adaptacién previa a
este sustrato, lo que se traduce en una disminucion en el tiempo de
fermentacién. En la industria esto implica un ahorro en los costos de
produccién (Mesas & Alegre, 1999). Por ello que se propone utilizar la
cepa Cicy Ki en la fermentacion del mosto de henequén para la
obtencién de etanol, pues el utilizar el microorganismo seleccionado y
adaptado al sustrato ofrece ventajas para alcanzar el objetivo deseado.

El aislado Exo C7 de C. lusitaniae, fue el menos eficiente, ya que
produjo la menor cantidad de etanol al final de la fermentacion se
tardaron en producir la maxima cantidad de etanol (25 g/L). Por ello no
se recomienda utilizarlos como inéculo para llevar a cabo una
fermentacién controlada.

63




3.11. LITERATURA CITADA

Arrizon, J., Concetta, F., Acosta, G., Romano, P. y Gschaedler, A.
2006. Fermentation behaviour and volatile compound production
by agave and grape must yeasts in high sugar Agave tequilaza
and grape must fermentations. Antonie van Leeuwenhoek. 89(1):
181-189.

Arrizon, J. y Gschaedler, A. 2002. Increasing fermentation efficiency
at high sugar concentrations by supplementing an additional
source of nitrogen during the exponential phase of the tequila
fermentation process. Can. J. Microbiol. 48: 965-970.

Barahona, P. F. 1987. Determinacion de los azlcares presentes en el
jugo de henequén (Agave fourcroydes) y su variacion en el
proceso de fermentacion. Tesis de Licenciatura. Instituto
Tecnolégico de Mérida. Mérida, Yucatan.

Bautista-Justo, M., Garcia-Oropeza, L., Salcedo-Hernandez, R. y
Parra-Negrete, L. 2001. Azlcares en agaves (Agave tequilana
Weber) cultivados en el Estado de Guanajuato. Acta
Universitaria. 11(1): 33-38.

Benitez, T., Castillo, L., Aguilera, A., Conde, J., Cerda-Olmedo, E.
1983. Selection of wine yeasts for growth and fermentation in the
presence of ethanol and sucrose. Appl. Environ. Microbiol. 45
(5): 1429-1436

Cedenio, C. M. 1995. Tequila Production. Critic. Rev. Biotech. 15: 1-11.

Estrada-Godina, A. R., Cruz-Guerrero, A. E., Lappe, P., Ulloa, M.,
Garcia-Garibay, M. y Gémez-Ruiz L. 2001. Isolation and
identification of Killer yeasts from Agave sap (aguamiel) and
pulque. W. J. Microbiol. & Biotechnol. 17: 557-560.

Lachance, M. A. 1995. Yeast communities in a natural tequila
fermentation. Antonie van Leeuwenhoek. 68: 151-160.

Lappe, P., Ulloa, M., Arce-Rocha, G., Caceres-Farfan, M., Tapia-
Tussell, R., Pérez-Brito, D. y Larqué, A. 2004. Isolation and
identification of the mycobiota present in Agave fourcroydes.
Proceeding of Xl International congress on yeast. Yeast in
science and technology the quest for sustainable development.
15-20 Agosto, Rio de Janeiro, Brazil.

Man You, K., Rosenfield, C. y Knipple, D. 2003. Ethanol tolerance in
the yeast Saccharomyces cerevisiae is dependent on cellular
oleic acid content. Appl. Environ. Microbiol. (69) 3: 1499-1503.

64



Mesas, J. M. y Alegre, M. T. 1999. El papel de los microorganismos
en la elaboracion del vino. Ciencia y Tecnol. Aliment. 2(4): 174-
183.

Pinal, L., Cedeno, M., Gutiérrez, H. y Alvarez Jacobs. 1997.
Fermentation parameters influencing higher alcohol production in
the tequila process. Biotechnol. Lett. 19(1): 45-47.

Sanchez-Marroquin, y. Hope, P. H. 1953. Fermentation and Chemical
Composition Studies of Some Species. Agric. & Food Chem.
1(3): 246-249.

Téllez, M. P. 1998. El cocimiento, una etapa importante en la
produccion de tequila. Bebidas Mexicanas. 7 (1): 19-20.

65






Conclusiones

Los resultados obtenidos durante la fermentacién arrojaron las siguientes
conclusiones:
Cinética de crecimiento:

Los aislados autéctonos Exo C1, Cicy Ki, Ex 24C3 y Ex 48C4 de K.
marxianus y Exo C7 de C. lusitaniae, mostraron estar adaptadas al
mosto de A. fourcroydes, ya que iniciaron su fase de crecimiento
exponencial en las primeras horas (0-4 h) de fermentaciéon. El
aislado aléctono de S. cerevisiae, requirid 12 h para adaptarse al
sustrato, y posteriormente iniciar su crecimiento exponencial.

Los aislados autéctonos Exo C3 de C. colliculosa, Exo C 16 de C.
parapsilosis y Exo C54 de C. guilliermondii, no fueron capaces de
crecer en el mosto y fermentarlo, a pesar de que en las pruebas de
fermentacion fueron capaces de fermentar ciertos azlcares
presentes en el mosto. Estas especies no mostraron crecimiento y
tampoco variaciéon en la concentracion de los sélidos solubles.

Consumo de azucares:

La determinacion de los sélidos solubles (°Brix), mostré ser una
herramienta util como indicador facil y rapido de la dinamica de la
fermentacion.

Entre los aislados evaluados, los de K. marxianus tuvieron la mayor
velocidad de consumo de azucares durante el crecimiento
exponencial. El aislado SCP de S. cerevisiae a pesar que tuvo un
periodo de adaptacién al mosto superior a los de K. marxianus, la
velocidad en el consumo de azlcares durante su crecimiento
exponencial fue muy similar a estos.

Tolerancia y produccion de etanol:

Saccharomyces. cerevisiae presento la mayor tolerancia a etanol,
de un 11%, seguida de los aislados Exo C1, Cicy Ki, Ex24C3 y
EX48C4 de K. marxianus que toleraron un 7%. El aislado Exo C54
de C. guilliermondii toleré el 6% y la menor tolerancia de 5%, la
presentaron C. colliculosa (Exo C3), C. lusitaniae (Exo C7) y C.
parapsilosis (Exo C16).

Cambios en el pH

Durante la fermentacién hubo una ligera variaciéon del pH; al final
de la fermentacion se observé un ligero descenso del pH (4.5-4).
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Produccién de etanol
e El aislado Cicy Ki de K. marxianus, obtenido de la base de las
hojas, fue el mas productivo, ya que produjo 35 g/L de mosto en el
menor tiempo (24 h), por lo que se propone como inéculo para la
produccion de etanol.
Eficiencia
e Los aislados mas eficientes en orden descendiente fueron Exo C1
y Cicy Ki de K. marxianus con 83.17 y 81.21 % respectivamente, S.
cerevisiae con un 80.234 % y Ex 48C4 y 24 C3 de K. marxianus
con 79.64 y 70 % respectivamente, y por ultimo el aislado Exo C7
de C. lusitaniae con un 62.60%.

La fermentacion finalizé debido a varios factores, a continuaciéon se
sefalan algunas de las posibles causas:

e Presencia de productos téxicos, que inhiben el crecimiento
microbiano, pues al finalizar la fermentacién, el mosto todavia
contenia solidos solubles, y la cantidad de etanol producida, fue
inferior a la tolerancia de cada cepa evaluada.

e La fuente de nitrégeno o la concentracién utilizada en este proceso
no fue la adecuada.
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Perspectivas

Con base en los resultados obtenidos en el presente estudio, se propone
las siguientes acciones:

El uso de aislados de levaduras autéctonas, para ser utilizadas en
un proceso fermentativo, pues, al estar adaptadas al sustrato
ofrecen ventajas como acortar los tiempos de fermentacion, y una
fermentacién mas eficiente.

Realizar el estudio quimico de la composicién del mosto de A.
fourcroydes, congelado y esterilizado. Ello con el fin de esclarecer
el porque algunas cepas aisladas del mosto recién extraido y
potencialmente productoras de compuestos volatiles, no fueron
capaces de crecer en el mosto congelado y esterilizado.

Realizar la caracterizacion de compuestos volatiles del producto de
la fermentacion con cada uno de los aislamientos evaluados.
Utilizar un inéculo mixto en la fermentacién alcohélica de mosto de
A, fourcroydes, con levaduras que sean buenas productoras de
etanol y levaduras que sinteticen compuestos volatiles, el cual
podria incrementar la eficiencia de la fermentacion y la produccién
de productos secundarios.
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Anexo

Contenido de azucares (g/L) en el mosto de A. fourcroydes durante la
fermentacion con los diferentes aislados.
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Kluyveromyces marxianus (Cicy Ki).
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Kluyveromyces marxianus (Ex 48C4)
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Saccharomyces cerevisiae (SCP).
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