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RESUMEN.

El objetivo del trabajo es establecer un medio de cultivo para el crecimiento de la cepa LABGENMOLHO01
de Saccharomyces cerevisiae, empleada a nivel industrial para la produccién de Tequila. Se probaron tres
medios de cultivo: medio YPD, medio rico conteniendo azlcar invertido como fuente de carbono y extracto
de levadura como fuente de nitrégeno, microelementos y vitaminas. Por Ultimo, un medio definido con
azucar invertido, como fuente de carbono, y fuentes inorganicas de nitrégeno, vitaminas y
microelementos. Se realizaron cinéticas de crecimiento, determinando el crecimiento celular. A la biomasa
producida, en los tres diferentes medios se les determind su capacidad de fermentar Jugo de Agave. Los
resultados obtenidos muestran que el medio definido, formulado de acuerdo con los requerimientos
nutricionales de la levadura publicados en la literatura, es el que menor soporta el crecimiento de la cepa,
esta menor capacidad de crecimiento influye negativamente en la fermentacion del Jugo de Agave.

Abstract.

The objective of the work is to establish a culture medium for the growth of the Saccharomyces cerevisiae
LABGENMOLHO1 strain, used at industrial level to produce Tequila. Three culture media were tested: YPD
medium, rich medium containing invert sugar as carbon source and yeast extract as a source of nitrogen,
microelements and vitamins. Finally, a medium defined with invert sugar, as a source of carbon, and
inorganic sources of nitrogen, vitamins and microelements. Growth kinetics were realized, determining cell
growth. To the biomass produced, in the three-different media, were determined their ability to ferment
Agave Juice. The results obtained showed that the defined medium, formulated according to the nutritional
requirements of the yeast published in the literature, is the one that supports less the growth of the strain,
this lower capacity of growth influences negatively the fermentation of Agave Juice.
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INTRODUCCION

Fermentacion alcohdlica.

La fermentacién alcohdlica comprende toda una
serie de reacciones bioquimicas a través de las
cuales algunos microorganismos, por medio de un
conjunto de enzimas, realizan la transformacion de
azlcares (como pueden ser por ejemplo la glucosa,
la fructosa, la sacarosa, el almidon, etc.) para
convertirlos en etanol, diéxido de carbono y
energia. La ecuacién general de esta reaccion es:

CeH1206 —2C2Hs0OH+2CO02[1]

Este es un proceso realizado primordialmente por
levaduras. El género Saccharomyces es el principal
responsable de la fermentacion alcohdlica [2]. S.
cerevisiae es la especie de levaduras utilizada por
excelencia para la obtencién de etanol a nivel
industrial puesto que es un microorganismo de facil
manipulacién y recuperacion, no es exigente en
cuanto a su cultivo, no presenta alto costo, tolera
altas concentraciones de etanol, produce bajos
niveles de subproductos durante el proceso.

Saccharomyces  cerevisiae, metaboliza los
azlcares, incluso en condiciones aerbbicas,
produciendo etanol y diéxido de carbono, fenémeno
denominado como efecto Crabtree [3].

Uso a niveles industriales.

S. cerevisiae es Uutilizada para fermentaciones
cldsicas en alimentos y bebidas, tales como;
panaderia, cerveza, vino, bebidas destiladas entre
otros [4]. Las principales caracteristicas que debe
tener una cepa de levadura para la produccién de
alcohol industrial son: capacidad de fermentar
rapidamente el medio y producir etanol con un
rendimiento préximo al rendimiento tedrico. Pocos
exigentes en factores de crecimiento, para evitar la
adicién de vitaminas a los medios industriales.
Tener una buena tolerancia al etanol. S. cerevisiae
es la especie de levaduras utilizada por excelencia
para la obtencion de etanol a nivel industrial puesto
gue es un microorganismo de facil manipulacion y

recuperacion, no es exigente en cuanto a su cultivo,
no presenta alto costo, tolera altas concentraciones
de etanol, produce bajos niveles de subproductos
durante el proceso de fermentacién alcohdlica y es
osmotolerante.

Los materiales ricos en azlUcar y amilaceos se
convierten facilmente en etanol y por lo tanto son
reconocidos como las materias primas mas
factibles para la produccién de etanol. Sin embargo,
es necesario que las levaduras tengan todos los
requisitos especificos para el crecimiento que
incluyen: agua, una fuente de carbono,
oxigeno/lipidos, una fuente de nitrégeno, iones
inorganicos y factores de crecimiento (vitaminas)

[5].

Uno de los productos de la fermentacion alcohdlica
mas importante en México es el Tequila, el cual se
produce por la fermentacién alcohdlica de jugo de
Agave tequilana Weber var Azul, empleando cepas
de levadura, principalmente S. cerevisiae.

El objetivo de este trabajo es comparar el
crecimiento de tres medios de cultivo para la
produccion de biomasa, de una cepa de S.
cerevisiae empleada para la produccién de Tequila
y su capacidad de fermentacién en jugo de Agave
tequilana Weber var. Azul

MATERIALES Y METODOS

La cepa de S. cerevisiae empleada durante el
trabajo es la cepa LABGENMOLHO1, usada a nivel
industrial para la produccién de Tequila. Se
analizaron tres medios de cultivo. Medio rico YPD,
conteniendo: extracto de levadura (5 g), peptona de
caseina (10 g), y dextrosa (10 g), por cada 500 mL.
Medio 1, que contiene azlcar invertido (15 g) y
extracto de levadura (10 g) por cada 500 mL. Medio
2, medio definido, conteniendo azulcar invertido
(15g), MgPO4 (0.375g), KH2PO4 (1.75g), (NH4)2S0O4
(3.75g), ademas de vitaminas tales como;
Piridoxina Bs (10 mg), cobalamina (0.12mg),
nicotinamida (25mg), &cido félico (0.4mg), biotina
(0.3 mg) e inositol (50mg) y minerales como; FeSO4
* 7H20 (0.278g), ZnSO4 + 7H20 (0.288g), CuSO4 *
5H20 (0.08g), Na2MoO4 * 2H20 (0.242g), CoCl> *
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6H20 (0.238g), MnCl. « 4H20 (0.198g), por cada
500 mL.

Se realizaron cinéticas de crecimiento por
duplicado, en los tres medios de cultivo, durante 48
h a una temperatura 28 °C, determinando el
crecimiento mediante conteo celular con cAmara de
Neubauer y densidad optica (D.O) mediante
espectrofotometria a una longitud de onda de 600
nm, se tomé muestra por duplicadoalas0h, 3 h, 6
h,18 hy 24 h.

Con la biomasa obtenida de los tres medios de
cultivo se realizaron fermentaciones en jugo de
Agave tequilana. Al jugo de Agave a una
concentracién de 220 g/L, se inocularon con la
biomasa obtenida en los distintos medios de cultivo
después de 18 horas de crecimiento, incubando a
una temperatura de 33°C, tomando muestra a las 0
h, 24 h, 36 h y 48 h; determinando el azlcar
consumido mediante la técnica de azlcares
reductores directos mediante el método del &cido
3,5-dinitrosalicilico (DNS), el método se basa en la
elaboraciéon de una solucién del jugo de agave
fermentado, diluido en agua destilada para después
definir la absorbancia a una longitud de onda de 540
nm [7]. Y determinando el crecimiento mediante
conteo celular en camara de Neubauer.

RESULTADOS Y DISCUSION

Con el propésito de investigar la influencia del
medio de cultivo para la obtencién de biomasa y su
capacidad de fermentacién en Jugo de Agave, la
cepa LABGENMOLHO1, la cual se emplea en la
produccion de Tequila, se crecié en tres medios de
cultivo: Un medio rico YPD, un medio con azucar
invertido como fuente de carbono y como fuente de
nitrégeno, microelementos y vitaminas: extracto de
levadura. Un medio definido, con azlcar invertido
como fuente de carbono, y fuentes inorganicas de
nitrégeno, vitaminas y microelementos. Los
resultados de la produccion de biomasa se
muestran en la Figura 1, donde se puede observar
gue el medio definido es el que produce la menor
cantidad de biomasa; mientras que los dos medios
ricos: YPD y medio con azucar invertido y extracto
de levadura producen practicamente el mismo
crecimiento.
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Figura 1: Cinética de crecimiento de la cepa LABGENMOLHO01 de

S. cerevisiae en tres medios de cultivo: YPD, Medio 1 (Azucar
invertido y extracto de levadura); Medio 2 (Medio definido).

Los resultados obtenidos en la cinética de
crecimiento fueron utilizados para la realizacién de
fermentaciones en jugo de Agave, partiendo de la
misma cantidad de biomasa obtenida (~0.420 g), y
asi conocer cudl es el medio donde las levaduras
actuarian con mayor actividad fermentativa,
consumiendo los azlcares presentes en el jugo de
Agave y produciendo etanol.

La realizacion de las fermentaciones se llevé acabo
en 50 mL con jugo de Agave y la adicién de biomasa
respectivamente, manteniéndolos a una
temperatura de 33°C, tomando muestra para
determinar azlcares reductores directos mediante
el método del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) y
conteo celular con camara de Neubauer.

La capacidad fermentativa de la biomasa se puede
observar en la Figura 2.
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Figura 2: Capacidad fermentativa de la cepa LABGENMOLHO01 de
S. cerevisiae obtenidas de un crecimiento en tres medios de
cultivo distintos. Comparando los azlicares reductores
consumidos y el numero de células presentes en jugo de Agave
de las Oh a las 48h.
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Los resultados nos muestran que las levaduras
obtenidas en medio YPD y en medio 1 (con azUcar
invertido y extracto de levadura) fermentan y
consumen el azicar del jugo de Agave
practicamente a la misma velocidad. Sin embargo,
la biomasa obtenida en el medio definido, su
capacidad de consumo de azlcar es menor, no
obstante, el iniciar con la misma cantidad de
biomasa.

Este resultado claramente nos indica que el medio
de cultivo en donde se producen las levaduras es
muy importante en su capacidad fermentativa.
Como es de esperar, los medios ricos tanto el YPD,
como el medio con azucar invertido como fuente de
carbono y extracto de levaduras como fuente de
nitrégeno y oligoelementos, son los que producen
mayor cantidad de biomasa. El medio definido, a
pesar de que cuenta con las cantidades descritas
en la literatura como las que permiten una buena
produccion de biomasa, no fueron capaces de
crecer en la misma proporcion. Este retraso en el
crecimiento influye negativamente en su capacidad
de fermentar jugo de Agave, ya que como se puede
observar hay una disminucién en el consumo de
azucares provenientes del jugo de Agave a las 48
horas de fermentacion.

El sustrato presente en el agave, que es utilizado
por la levadura para producir el tequila es la inulina.
La inulina (es un compuesto parecido al almidén
formado por unidades de fructosa y glucosa y
constituye una de las materias primas de reserva de
las pifas del agave) no es directamente
fermentable, pero se transforma en fructosa y
glucosa por hidrélisis acida durante la coccion, en
el proceso de produccién de Tequila. En esta etapa,
ademas de hidrolizar la inulina, algunos azlcares
son caramelizados y se producen compuestos que
contribuyen al aroma y sabor del Tequila. Sin
embargo, en esta etapa también se producen
algunos otros compuestos, mediante reacciones de
Maillard, como furfurales; que limitan la capacidad
de crecimiento de algunas levaduras. De igual
manera, el Jugo de Agave tiene una baja cantidad
de nitrdgeno y la concentracién de azlcar genera
estrés osmoético. Todas estas condiciones provocan
un ambiente hostil para el desarrollo de las
levaduras. Por tanto, es probable que la cepa
tequilera  LABGENMOHO1 tenga una menor
capacidad de fermentar Jugo de Agave al ser
previamente crecida en el medio definido, en
comparacion a un medio rico, al no disponer de

todos los requerimientos nutricionales necesarios y
suficientes. Motivo por el cual es necesario el
redisefio del medio de cultivo 2 que logre una mejor
produccion de biomasa, y no afectar su capacidad
fermentativa.

CONCLUSIONES

Con los datos obtenidos de este experimento, se
observa que la cepa LABGENMOHO1 al ser
sometida a un crecimiento en un medio definido,
cumpliendo con los requerimientos nutricionales
necesarios publicados en la literatura, no se
desarrolla de la manera deseada, pues
comparandolo con los medios ricos, las levaduras
en este medio crecieron en menor proporcion,
afectando esto posteriormente en su capacidad
fermentativa. Por lo cual se concluye que hay la
necesidad de reformular el medio definido, al no
cumplir con los requerimientos necesarios para
fermentar en jugo de Agave.
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