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RESUMEN

El presente trabajo de tesis trata del estudio de levaduras no-Saccharomyces (en
particular Kluyveromyces marxianus y Pichia kluyveri) desde el punto de vista fisiologico
en la fermentacion de mostos a base de jugo de agave para la elaboracion de tequila. Se
estudiaron la influencia de diversos factores, como la fuente de carbono, el nitrogeno, la
concentraciones de minerales (calcio y magnesio presentes en el medio), la aireacion y la
temperatura los cuales afectan el metabolismo de las levaduras, provocando cambios en la
produccion de compuestos volatiles durante la fermentacion, que contribuyen
positivamente a la bebida alcohdlica.

Las levaduras que se utilizaron fueron obtenidas de la coleccion de cepas de
CIATEJ, las cuales se aislaron de procesos de fermentacion artesanal de mezcal de los
estados de Oaxaca, Guerrero y San Luis Potosi en México. En base a los conocimientos
previos disponibles en la literatura que demuestran que las levaduras no-Saccharomyces
son buenas productoras de compuestos volatiles asi como de los resultados obtenidos se
considera que estas cepas de levaduras se podrian utilizar en la fermentacion alcoholica del
proceso de elaboracion del tequila.

Los resultados ponen en evidencia que las levaduras no-Saccharomyces estudiadas,
son afectadas por todos los factores estudiados, por lo que deben de controlarse durante el
proceso de fermentacion para de esta manera obtener un producto con los compuestos
volatiles deseados. El potencial que mostraron estas cepas de levaduras, las califica como
candidatas para poder llegar a realizar la fermentacion de manera independiente, sin la
necesidad de la presencia de Saccharomyces cerevisiae, o bien, en co-cultivo con S.
cerevisiae llegando a obtener en ambos casos una bebida mas aromatica en comparacion
con los productos que se tienen actualmente en el mercado.

El conocimiento sobre las necesidades fisiologicas de las levaduras, nos da la
oportunidad de poder modificar los compuestos presentes en la bebida alcoholica final, solo
con el hecho de controlar los parametros durante el proceso de fermentacion.

Palabras clave: tequila, fermentacion, levadura, no-Saccharomyces, inmovilizacion,
compuestos volatiles, bebidas alcohdlicas, cinéticas.



RESUME

Ce travail de thése traite de I'¢tude de levures non-Saccharomyces (Kluyveromyces
marxianus et Pichia kluyveri) du point de vue physiologique lors de la fermentation de
mott a base de jus d’agave pour ’obtention de tequila. Il consiste a déterminer comment
différents facteurs tels que la source de carbone, d'azote, les concentrations de minéraux
(calcium et magnésium) présent dans le milieu, 'aération et la température affectent le
métabolisme de la levure et provoque des changements dans la production de composés
volatiles durant la fermentation qui peuvent contribuer positivement a la boisson alcoolisée.

Les levures utilisées au cours de cette étude ont été obtenues a partir de la collection
de microorganismes du CIATEJ, qui ont été isolées a partir de différents procédés de
fermentation artisanale de mezcal des états de Oaxaca, Guerrero et San Luis Potosi au
Mexique. Sur la base de connaissances préalables disponibles dans la littérature qui
démontrent que ces levures non-Saccharomyces sont de bonnes productrices de composés
volatiles ainsi que des résultats obtenus, une utilisation de ces levures dans le procédé de
fermentation alcoolique pour la production de tequila est considérée.

Les résultats montrent que les levures non-Saccharomyces étudiés sont affectées par
tous les facteurs étudiés, ils doivent donc étre considérés et controlés durant le procédé de
fermentation pour obtenir la production des composés volatiles recherchés. Les souches
¢tudiées présentent un certain potentiel qui leur permet de se positionner comme possible
candidat pour réaliser une fermentation de maniére indépendante sans avoir besoin de la
présence de Saccharomyces cerevisiae, ou en co-culture avec S. cerevisiae pour obtenir
dans les deux cas une tequila plus aromatique par rapport aux produits qui sont
actuellement disponibles sur le marché.

La connaissance détaillée des besoins physiologiques de la levure, nous donne la
possibilit¢ de modifier les composés volatiles présents dans la boisson alcoolisée, en

contrdlant les parameétres au cours du procédé de fermentation.

Mots-clés: tequila, fermentation, levures, non-Saccharomyces, immobilisation, composés
volatils, boisson alcoolique, cinétique.



ABSTRACT

The present work aimed to study how factors such as carbon and nitrogen source,
calcium and magnesium concentration (in the medium), aeration or temperature disturb the
metabolism of non-Saccharomyces yeasts (Kluyveromyces marxianus and Pichia kluyveri),
specifically their impact on the production of volatile compounds during alcoholic
fermentation of agave must employed in Tequila elaboration process.

The used yeasts were obtained from the collection of CIATEJ strains, which were
isolated from artisanal mezcal fermentation processes from the states of Oaxaca, Guerrero
and San Luis Potosi in Mexico. It is intended to use the information generated and then
using these yeasts in alcoholic fermentation processes for the production of tequila. Based
on prior knowledge that non-Saccharomyces yeasts are good producers of volatile
compounds desired in alcoholic beverages requested by consumers and the results of this
study, the use of these strains is considered for tequila production.

The results obtained in the present study revealed that all tested factors disturbed
volatile compound production in these non-Saccharomyces yeasts and therefore need to be
considered to drive fermentation processes aiming the production of a more aromatic
beverage. Some yeast strains showed good potential to perform fermentation without or in
co-culture with S. cerevisiae obtaining in both cases a product with more desired flavors
compared to products currently on the market.

The knowledge about the physiological needs of these yeasts gives the opportunity
to modify the composition of the alcoholic beverage, only by controlling the parameters
during the fermentation process.

Keywords: tequila, fermentation, yeasts, non-Saccharomyces, immobilization, volatile
compounds, alcoholic beverage, kinetics.
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INTRODUCCION

Recientemente el estudio de las levaduras no-Saccharomyces ha permitido su
aplicacion y utilizacion en diversos procesos. En bebidas alcohdlicas contribuyen de
manera positiva al perfil aromatico de la bebida. Para la elaboracion de tequila, se tiene
industrializado el proceso, lo cual permite controlar diversos factores durante el
proceso de fermentacion, por lo que el estudio de factores nutrimentales y ambientales,
puede ayudar a mejorar el producto en cuanto a la concentracion de aromas, sin
necesidad de llegar a cambiar el tipo de levadura utilizado.

Los factores nutrimentales como la fuente de carbono y nitrogeno afectan el
metabolismo de la levadura, y por tanto la producciéon de compuestos, los cuales
estaran presentes en la bebida alcohodlica, y llegan a contribuir positiva o
negativamente al sabor y aroma. La aireacion durante el proceso de fermentacion
contribuye positivamente, favoreciendo la produccion de esteres. Los esteres son los
compuestos quimicos que estan relacionados a los aromas frutales de las bebidas, los
cuales son deseados por el consumidor, por lo que la concentracion de esteres en la
bebida es un indicativo del perfil aromatico.

Para el estudio de las condiciones ambientales se puede utilizar la fermentacion en
lote, en la cual deben de realizarse diversas fermentaciones cambiando un factor a la
vez en los diferentes niveles que se deseen estudiar, otra opcion es la realizacion de
fermentacion en continuo, donde en una misma fermentacion se logra un estado
fisiologico dinamico en equilibrio, pudiendo realizar disturbios de manera controlada y
evaluando el efecto sobre el metabolismo, lo cual permite hacer el estudio sobre el
mismo cultivo, teniendo resultados mas certeros.

Con el fin de poder llegar a hacer estimaciones, acerca de como cada uno de los
factores pueden llegar a afectar a la fermentacion, la herramienta mas adecuada es el
modelar los procesos fermentativos matematicamente, obteniendo ecuaciones que nos
permiten llegar a hacer predicciones de manera teorica, o bien, nos permiten explicar
el comportamiento fisiolégico de forma matematica, pudiendo hacer comparaciones
mas certeras, que nos permitan tomar decisiones sobre cambios en el proceso.

Todos los estudios que se realizan a nivel laboratorio deben de llegar a escalarse y
comprobarse industrialmente, debido a que la dinamica de los tanques de fermentacion
asi como la presion ejercida por los grandes volimenes de liquido, provocan cambios
que deben de considerarse para llegar a obtener el producto deseado que se formul6 en
el laboratorio. Para esto deben de tomarse en consideracion factores como geometria
de los reactores, control de flujo de aire, volumen de liquido en el reactor, entre otras
cosas.

Pero finalmente quien determina si todos estos cambios realizados durante el
proceso, son favorable o no, sera el consumidor, quien realiza la evaluacion final, para
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dar su visto bueno y aprobar que los cambios en la composicion quimica de la bebida
sean deseados.
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2.1.  EL TEQUILA.

El tequila es una bebida alcohoélica destilada de Agave que se ha convertido en emblema
de México en el mundo entero.

De acuerdo a la norma oficial mexicana NOM-006-SCFI-2012, Bebidas alcoholicas-
Tequila-Especificaciones. El Tequila es una bebida alcohdlica regional obtenida por
destilaciéon de mostos, preparados directa y originalmente del material extraido, en las
instalaciones de la fibrica de un Productor Autorizado la cual debe estar ubicada en el
territorio comprendido en la Declaracion, derivados de las cabezas de Agave de la especie
tequilana Weber variedad azul, previa o posteriormente hidrolizadas o cocidas, y sometidos
a fermentacion alcoholica con levaduras, cultivadas o no, siendo susceptibles los mostos de
ser enriquecidos y mezclados conjuntamente en la formulacion con otros azucares hasta en
una proporcion no mayor de 49% de azlcares reductores totales expresados en unidades de
masa, en los términos establecidos en la norma y en la inteligencia que no estan permitidas
las mezclas en frio. El Tequila es un liquido que puede tener color, cuando sea madurado,
abocado, o anadido de un color especifico.

El Tequila puede ser afadido de edulcorantes, colorantes, aromatizantes y/o
saborizantes permitidos por la Secretaria de Salud, con objeto de proporcionar o intensificar
su color, aroma y/o sabor.

De acuerdo al porcentaje de los azucares provenientes del Agave que se utilice en la
elaboracion del Tequila, éste se puede clasificar en una de las dos siguientes categorias:

"100% de agave"

No es enriquecido con otros azlcares distintos a los obtenidos del Agave de la
especie fequilana weber variedad azul cultivado en el territorio comprendido en la
Declaracion.

Para que este producto sea considerado como "Tequila 100% de agave" debe ser
envasado en la planta que controle el propio Productor Autorizado, misma que debe estar
ubicada dentro del territorio comprendido en la Declaracion.

Este producto debe ser denominado Uinicamente a través de alguna de las siguientes
leyendas: "100% de agave", "100% puro de agave", "100% agave", o "100% puro agave",
al final de las cuales se puede afiadir la palabra "azul".

"Tequila"

Los mostos son susceptibles de ser enriquecidos y mezclados conjuntamente en la
formulacion con otros azucares hasta en una proporciéon no mayor de 49% de azlcares
reductores totales expresados en unidades de masa. Este enriquecimiento méaximo de hasta
49% de azucares reductores totales expresados en unidades de masa, no se debe realizar
con azucares provenientes de cualquier especie de Agave. S6lo se podra incrementar el 51%
de azucares reductores totales expresados en unidades de masa con azicares reductores
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totales provenientes de Agave de la especie tequilana weber variedad azul cultivado en el
territorio comprendido en la Declaracion.

Este producto puede ser envasado en plantas ajenas a un Productor Autorizado,
siempre y cuando los envasadores cumplan con las condiciones establecidas en la norma.

El Tequila también se clasifica de acuerdo al tiempo de reposos en barricas
tendiendo 5 categorias:

Tequila blanco o plata

Producto transparente no necesariamente incoloro, sin abocante, obtenido de la
destilacion afiadiendo unicamente agua de dilucion y en los casos que proceda para ajustar
la graduacion comercial requerida, pudiendo tener una maduracién menor de dos meses en
recipientes de roble o encino.

Tequila joven u oro

Producto resultante de la mezcla de Tequila blanco con Tequilas reposados y/o
afiejos y/o extra afiejo.

También se denomina Tequila joven u oro al producto resultante de la mezcla de
tequila blanco con alguno de los ingredientes previstos, lo que se conoce como
abocamiento.

Tequila reposado

Producto susceptible de ser abocado, sujeto a un proceso de maduracion de por lo
menos dos meses en contacto directo con la madera de recipientes de roble o encino. Su
contenido alcoholico comercial debe, en su caso, ajustarse con agua de dilucion. El
resultado de las mezclas de Tequila reposado con Tequilas afiejos o extra afiejos, se
considera como Tequila reposado.

Tequila afejo

Producto susceptible de ser abocado, sujeto a un proceso de maduracion de por lo
menos un afio en contacto directo con la madera de recipientes de roble o encino, cuya
capacidad maxima sea de 600 litros, su contenido alcoholico comercial debe, en su caso,
ajustarse con agua de dilucion.

El resultado de las mezclas de Tequila afiejo con Tequila extra afiejo se considera
como Tequila afiejo.

Tequila extra afiejo

Producto susceptible de ser abocado, sujeto a un proceso de maduracion de por lo
menos tres afios, en contacto directo con la madera de recipientes de roble o encino, cuya
capacidad maxima sea de 600 litros, su contenido alcoholico comercial debe, en su caso,
ajustarse con agua de dilucion.
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2.1.1. NORMA Y DENOMINACION DE ORIGEN

La produccion de tequila estd regulada por la Norma Oficial Mexicana NOM-006-
SCFI-2012, y el organismo que cuida y vigila que se cumpla es el Consejo Regulador del
Tequila (CRT), ademds de la Camara Nacional de la Industria Tequilera, la cual es una
organizacion de Tequileros. La norma ademas de regular la produccion de tequila delimita
la especie de Agave que es utilizada para la elaboraciéon del mismo, siendo el Agave
tequilana Weber var. azul la Unica especie de Agave permitida.

La denominacion de origen se otorga a los productos para delimitar la zona donde
puede ser elaborado, debido a que la zona geografica (Figura 2.1.) delimitada retne las
caracteristicas climaticas especiales para su elaboracion. Por eso el Tequila cuenta con la
denominacion de origen para el estado de Jalisco y algunos municipios de los estados
colindantes ademas de algunos municipios del estado de Tamaulipas.

Figura 2.1. Mapa de México donde se aprecia la zona de denominacion de origen para
la produccion de tequila.
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2.1.2. IMPORTANCIA ECONOMICA

El tequila es una de las 8 bebidas alcohdlicas de mayor consumo a nivel mundial y
su industria, una de las mas importantes del estado de Jalisco. Actualmente una de las
estrategias de las empresas lideres es la generacion de nuevos productos con un valor
agregado para nichos de mercado especificos, ofreciendo productos con triple destilacion,
productos con un grado alcohdlico mas bajo, tequilas con sabores afiadidos.

El comportamiento del mercado de las bebidas alcohdlicas en México en el afio
2012 presento un volumen de consumo de 219 millones de litros, donde el tequila
representa un 36% del consumo de bebidas alcohodlicas en el pais, ocupando el primer lugar
dentro de las bebidas alcohdlicas, teniendo el aguardiente en segundo lugar con un 19%,
seguido del brandy con un 14% y el ron con un 11%, whisky con un 10% y el vodka con
un 7%. Respecto al derrame econdomico esto representd 35 mil millones MXP, donde el
tequila aporto un 36%.

La produccion anual ha ido aumentado al pasar de los afios registrando en 2013 una
produccion de 229.7 millones de litros de tequila a 40% Alc. Vol., con una exportacion
total de 170.8 millones de litros, de los cuales 83.2 millones de litros fueron exportados a
granel mientras que 87.6 millones de litros fueron exportados envasados y 58.9 millones de
litros para consumo interno en el pais.

Dentro de los paises a los que se exporta el tequila, destaca Estados Unidos, siendo
el principal pais a donde se exporta esta bebida con un 77.5% del total de la exportacion,
seguido de Alemania con un 3.4%, Espafia con un 3.3% y Francia con un 2.1%. Después
del afio 2009 y hasta la fecha se observa una tendencia de produccion total de tequila
estable cada afo, mientras que el consumo nacional tiende a tener una disminucion
mientras que la exportacion aumenta (Reporte anual de la camara nacional de la industria
tequilera)

2.1.3. PROCESO DE ELABORACION

El tequila se elabora a partir de Agave tequilana Weber var. azul, el cual fue
cultivado dentro de la zona de denominacion de origen de tequila. Una vez maduro al cabo
de 6 a 10 afos, se procede a su cosecha. El proceso de cosecha se denomina jima (Figura
2.2.) y consiste en cortar las hojas del Agave para quedarse solo con la cabeza o piia.
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Figura 2.2. Proceso de jima de las plantas de Agave.

Las pifias son transportadas hasta las fabricas donde se cortan en mitades o cuartos para
ser cocinadas, el proceso de coccion tiene el objetivo de ablandar las fibras y
principalmente hidrolizar los azlcares presentes en el Agave, esta coccion puede ser

realizada en hornos de mamposteria o autoclaves (Figura 2.3.).

Figura 2.3. Autoclaves y hornos comiinmente utilizados en la industria tequilera para
realizar el proceso de cocimiento del Agave.

Autoclave Horno de mamposteria

Posteriormente se realiza una molienda en molinos mecanicos o bien con tahonas

(Figura 2.4.) para la extraccion del jugo rico en azucares fermentables.
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Figura 2.4. Fotografias de los molinos utilizados en la industria tequilera para la
obtencion del jugo de Agave.

Molinos mecanicos Tahona

El jugo obtenido es llevado a tinas de acero inoxidable (Figura 2.5.) que cominmente
es inoculado con S. cerevisiae para que sea fermentado.

Figura 2.5. Tinas de fermentacion

Una vez terminada la fermentacion se destila en alambiques de cobre (Figura 2.6.) o
acero inoxidable donde se separan las colas y cabezas, quedandose con lo que es el cuerpo,
de esta manera después de una doble destilacion se obtiene el tequila blanco.
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Figura 2.6. Alambiques donde realiza la destilacion de los mostos para obtener el
tequila.

Para la elaboracion de tequila reposado o afiejo, se coloca el tequila blanco en barricas
de roble blanco (Figura 2.7.) para ser almacenado por lo menos 3 meses para generar el
tequila reposado y por lo menos 1 afio para generar el tequila afiejo.

Figura 2.7. Cava donde se aprecian las barricas en las cuales se realiza el proceso de
reposo o afiejamiento del tequila.

Finalmente cada uno de los tequilas se diluye con agua destilada para ser ajustado el
grado alcoholico y se embasa para su venta y distribucion.
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2.2.  FERMENTACION

Una fermentacion se define como un proceso mediante el cual las sustancias orgénicas
conocidas como sustrato, son transformadas por microorganismos y sufren una serie de
cambios quimicos que bien pueden ser reducciones y/o oxidaciones, para producir energia;
al finalizar la fermentacion, se encuentran en él medio una acumulaciéon de varios
productos, unos mas oxidados (aceptaron electrones) y otros mas reducidos (donaron
electrones) que el sustrato, con un balance total de energia positivo. Esta energia es
utilizada en el metabolismo de los microorganismos.

Desde el punto de vista bioquimico, no se considera como fermentacion a los procesos
en los que participa el oxigeno. Cuando el aceptor final de electrones es el oxigeno
molecular y no una sustancia orgéanica, el proceso se conoce como respiracion. El aceptor
bioquimico de fermentacion es equivalente al de respiracion celular anaerobia que utiliza.

En la fermentacion alcoholica se produce etanol, didoxido de carbono y agua a partir de
glucosa mediante la siguiente reaccion.

C.H,,0, = 2 C,H.OH + 2 CO,

Microbiologicamente hablando, una fermentacion se define como un proceso en el
que los microorganismos producen metabolitos y/o biomasa, a partir de la utilizacion de
sustancias orgénicas, en ausencia o presencia de oxigeno. La descomposicion de los
sustratos es llevada a cabo por enzimas producidas por los microorganismos para tal
finalidad. Por lo tanto no hay diferencia entre fermentacion y respiracion celular, puesto
que en ambos procesos los microorganismos hidrolizan un sustrato orgéanico, ya sea en
presencia o ausencia de oxigeno.

En la fermentaciéon aerobia el aceptor final de electrones es el oxigeno; es
imprescindible su presencia para el desarrollo de microorganismo y la produccion del
compuesto deseado. En este tipo de procesos, se produce fundamentalmente biomasa,
didxido de carbono y agua.

C.Hy,0, + 0, - CO, + H,0 + biomasa

En la fermentacion anaerobia, el proceso de produccion del metabolito de interés se
desarrolla en ausencia de oxigeno; los productos finales son principalmente sustancias
organicas, por ejemplo, acido lactico, acido propidnico, acido acético, alcoholes como el
etanol o butanol. Sin embargo en la mayoria de las fermentaciones anaerdbicas, se requiere
un poco de oxigeno al inicio del proceso para favorecer el crecimiento y la reproduccion de
microorganismos.
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2.2.1. FERMENTACION POR LOTES

El cultivo en lote es un sistema cerrado porque, después de inocular el medio de
cultivo o bien, iniciado el proceso de fermentacion, solo se adiciona oxigeno,
antiespumante y acidos o bases para mantener el pH en caso que asi se requiera. La
fermentacion se lleva a cabo a volumen constante en un periodo definido de tiempo,
durante el cual varia la composicion del medio de cultivo, pues al tiempo que se consume
sustrato, se genera producto y biomasa. Finalmente se detiene el proceso y se obtiene el o
los metabolitos deseados.

Para realizar exitosamente una fermentacién en lote, es necesario conocer el
comportamiento fisioldégico del microorganismo, por tanto la curva de crecimiento (Figura
2.8.), que ayudara a manipular las condiciones y la manera en que se generara el producto
deseado, por ejemplo, si se desean generar metabolitos primarios, se tiene que alargar la
fase logaritmica; si en cambio se desean metabolitos secundarios, es la fase estacionaria la
que se debe de extender. Por otro lado si se desea una alta produccion de biomasa, se tiene
que buscar las condiciones ambientales y nutrimentales en donde el microorganismo genere
la mayor concentracion de células.

Figura 2.8. Curva de crecimiento microbiano.

C A) Fase de latencia

Log B) Fase logaritmica
biomasa B D

C) Fase estacionaria

D) Fase de muerte

Tic,-mpn

2.2.2. FERMENTACION EN CONTINUO

El cultivo continuo se puede describir como un sistema abierto y a diferencia del
cultivo por lotes, se adiciona constantemente medio de cultivo fresco a los
microorganismos, a una determinada velocidad, y se extrae caldo de fermentacion (medio
de cultivo con microorganismos y metabolitos, también llamado mosto), a la misma
velocidad. Asi se logra mantener en el reactor una poblacion estable de microorganismos en
condiciones uniformes y un volumen de trabajo en el reactor constante. En muchas
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fermentaciones, el compuesto de interés se produce durante la fase exponencial; al respecto,
una de las ventajas del sistema continuo es que se puede mantener estable la poblacion en
esta fase por periodos prolongados.

Para que el cultivo continuo sea efectivo, es necesario que el proceso se encuentre
en estado estacionario. El estado estacionario se define como una condicion, en la que
varios parametros permanecen constantes a través del tiempo; entre ellos, el volumen del
cultivo, la concentracion celular y de metabolitos, y las condiciones fisicoquimicas
necesarias para el desarrollo del proceso. Por lo tanto, el estado estacionario se puede
mantener por largos periodos, siempre y cuando el sistema se mantenga libre de
contaminacion.

Durante el cultivo en continuo, una vez que se llega a la fase estacionaria, se logra
un equilibrio metabolico de la célula estable, por lo que es ideal para realizar estudios de
estabilidad metabolica. Durante esta fase se generan perturbaciones controladas y se pueden
observar cambios en el metabolismo provocados por la perturbacion hecha en el sistema de
fermentacion. Una vez realizada la perturbacion a estudiar, se recomienda que pasen 5
tiempos de residencia (TR) para garantizar que todas las células que se encontraban
presentes al momento de generar la perturbacion ya fueron removidas del mismo y se logra
nuevamente llegar al mismo estado fisiologico que se tenia en la fase estacionaria.

2.3. LEVADURAS

Levadura es un nombre genérico que agrupa a una variedad de hongos, incluyendo
tanto especies patdogenas para plantas y animales, como especies no solamente inocuas sino
de gran utilidad. Estos microorganismos constituyen un grupo intimamente asociado al
progreso y bienestar de la humanidad.

Las levaduras (Figura 2.9.) son los microorganismos mas importantes en los procesos
de fermentacion desde el punto de vista industrial, porque muchas de las especies pueden
convertir los azucares en alcohol etilico y diéxido de carbono. Participan en la produccion
de cerveza, vino, alcohol industrial, glicerol y vinagre. Las células de levaduras se utilizan
también en la industria de la panificacion y como alimento animal y humano, por su alto
contenido de proteinas.

Son organismos unicelulares eucarioticos pertenecientes al reino fungi, también
conocidos como hongo imperfectos.
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Figura 2.9. Morfologia de una levadura.
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Esquema de una célula de levadura (Gaillardin y Heslot 1987)

2.3.1. SACCHAROMYCES

La levadura Saccharomyces es la mas ampliamente estudiada y utilizada
industrialmente debido a su capacidad para producir etanol. Esta levadura ha sido
encontrada en practicamente todas las fermentaciones participando activamente en la
produccion de etanol. Es por eso que Saccharomyces esta ligada directamente con las
fermentaciones alcohdlicas.

Algunas especies de levaduras del género Saccharomyces son capaces de llevar a
cabo el proceso de fermentacion, propiedad que se ha explotado desde hace muchos afos
en la produccion de pan y de bebidas alcohdlicas. Pero también desde el punto de vista
cientifico, el estudio de las levaduras ha contribuido de manera muy importante a elucidar
los procesos basicos de la fisiologia celular utilizdndolas como modelo biologico.

Dentro del género Saccharomyces, la especie cerevisiae constituye la levadura mas
estudiada. Este organismo se conoce también como la levadura de panaderia, ya que es
necesario agregarla a la masa que se utiliza para preparar el pan para que este esponje o
levante; de hecho el término levadura proviene del latin levare, que significa levantar.
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La levadura del genero Sacchraomyces de la especie cerevisiae es la utilizada
industrialmente durante el proceso de elaboracion de tequila, la cual proviene de manera
natural del mismo proceso o bien, algunas fabricas han optado por la utilizacién de
levadura seca de panificacion, aunque mas recientemente y sabiendo la importancia que
tiene la levadura durante el proceso de produccion, con la preocupacion por la generacion
de compuestos durante la fermentacion, se han comenzado a utilizar levaduras comerciales
provenientes de otros proceso de fermentacion alcohoélica, principalmente de vino.

Considerando que en una fermentacion alcohdlica el principal metabolito es el
alcohol y, si éste se utiliza para medir la eficiencia de fermentacion, la levadura S.
cerevisiae es la que presenta los mejores rendimientos de conversion de azucar en etanol.
Pero en una fermentacion para la produccion de bebidas alcohdlicas, el etanol es el
producto metabolico mayoritario, pero respecto de la calidad sensorial de la bebida, no es el
principal metabolito que se busca que esté presente en la bebida. Lo que convierte a S.
cerevisiae en una levadura con un bajo perfil en la produccion de compuestos volatiles
aromaticos que contribuyan positivamente el sabor y aroma de la bebida.

2.3.2. NO-SACCHAROMYCES

Si bien la levadura Saccharomyces cerevisiae es la principal levadura utilizada en
las fermentaciones para la produccion de bebidas alcohdlicas por su capacidad para
producir una alta concentracion de etanol, durante la fermentacion son las levaduras no-
Saccharomyces las principales responsables de la produccion de compuestos aromaticos
como los ésteres. Estas levaduras estan presentes en las primeras horas de fermentacion
debido a su supuesta baja tolerancia al etanol, por lo que al final de la fermentacion solo
sobreviven las levaduras Saccharomyces.

Actualmente existe un gran interés de estudio sobre las cepas de levaduras no-
Saccharomyces debido a su capacidad de produccion de compuestos volatiles responsables
de los aromas y sabores en las bebidas alcoholicas fermentadas, por lo que se han
comenzado a estudiar consorcios de levaduras Saccharomyces y no-Saccharomyces en
conjunto, para la produccion de vino (Ciani y col., 2010).

En el tequila se han identificado levaduras de diferentes géneros de levaduras
no-Saccharomyces tales como, Brettanomyces, Candida, Hanseniaspora, Kluyveromyces, Pichia,
Saccharomycoides, Zygosaccharomyces, Torulaspora e Issatchenkia (Lachance, 1995), los cuales
también han sido identificados en otras bebidas alcohdlicas como el vino. Se conoce que durante el
proceso de elaboracion de bebidas de Agave en la etapa de fermentacion se encuentran consorcios
estables de bacterias y levaduras en fermentaciones espontaneas, siendo la levadura Kluyveromyces
marxianus la que ha sido, comin denominador en proceso donde la materia prima es el Agave

(Lappe-Oliveras y col., 2008).
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2.3.3. CULTIVOS MIXTOS

En algunos procesos industriales es imprescindible que se encuentre solo un tipo de
microorganismos, mientras que en otros es necesaria la presencia de un conglomerado de
ellos para alcanzar los objetivos esperados. Por lo tanto, las caracteristicas especificas de
cada proceso industrial van a definir la conveniencia de utilizar un cultivo puro o mixto.

Un cultivo puro es aquella poblacion de microorganismos de un mismo tipo que,
generalmente, se producen a partir de una sola célula. Por otro lado, un cultivo mixto esta
compuesto por varios microorganismos, cuya presencia en conjunto cumple una
determinada funcion. Las poblaciones de microorganismos, cuya presencia en conjunto
cumple una determinada funcion. Las poblaciones de fermentaciones espontaneas son un
ejemplo de cultivos mixtos, pues no se inocula una sola cepa del microorganismo de interés
y pueden crecer diferentes genero y especies de levaduras al mismo tiempo o bien
levaduras y bacterias.

El perfil aromatico de los vinos fermentados con cultivos seleccionados de S. cerevisiae
puede tener una diferencia significativa comparado con vinos fermentados de manera
espontanea con la microflora nativa (Molina y col., 2009). Por lo que las especies de
levaduras presentes durante la fermentacion tienen una influencia en el perfil aromatico ya
que estas son las que producen los compuestos como los ésteres, en cultivos mixtos de S.
cerevisiae con H. uvarum y H. guilliermondii incrementa la cantidad de compuestos
volatiles producidos al final (Moreira y col., 2005), también se ha visto que Kluyveromyces
marxianus fermentadora de lactosa llega a producir 138 mg/L de acetato de etilo (Dragone
y col., 2009). De manera general, en vinos, la diversidad de levaduras en la fermentacion
contribuye a la formacion de olores y sabores (Garde-Cerdan y col., 2006).

24. INMOVILIZACION DE LEVADURAS

La inmovilizacién de levaduras es ahora una alternativa para la produccion de vino a
nivel industrial, con el objetivo de tener una alta concentracion de células durante la etapa
de fermentacion. Se ha visto que la inmovilizacion también ayuda en fermentaciones
mixtas, ayudando a mantener una concentracion alta de no-Saccharomyces en co-cultivo
con Saccharomyces, lo cual permite elevar la concentracion de compuestos volatiles en la
bebida, debido a que son producidos principalmente por levaduras no-Saccharomyces. La
inmovilizacién genera cambios fisioldgicos y bioquimicos en la levadura en comparacion
con fermentaciones donde las levaduras estan libres en el medio, en particular estos
cambios incrementan el rendimiento de etanol (Ciesarova y col., 1998).

Ademas, la inmovilizacién favorece la produccion de altas concentraciones de ésteres
durante la etapa de fermentacion (Kourkoutas y col., 2003) y permite el reciclado de
células, permitiendo que sean utilizadas en diferentes fermentaciones en lote, lo cual se
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traduce en un ahorro econdomico durante el proceso (Zhao y Xia, 2010). Por otro lado las
desventajas de la inmovilizacion muestran que la transferencia de nutrientes al interior de
las perlas limita la disponibilidad de los mismos para que sean asimilados por las levaduras
que se encuentran atrapadas en la matriz que las inmoviliza (Verbelen y col., 2006), un
ejemplo de esto es la dificultad que presenta la glucosa, ya que esta difunde lentamente a
través de las perlas de alginato y no puede ser consumida por S. cerevisiae causando la
muerte de las levaduras que se encuentran al interior de las perlas (Converti y col., 1996).
Sin embargo el didmetro de las perlas juega un papel muy importante en la transferencia de
nutrientes cuando se utilizan levaduras inmovilizadas. Se ha visto que un diametro de 4 mm
es recomendado para la fermentacion de medios de cultivo con una concentracion de
glucosa de 100 g/L. (Abraham y Surender 1993) mientras que un didmetro de 1.5 mm es el
mas recomendado para su utilizacion en medios de fermentacion que presentan una
concentracion de glucosa de 200 g/L (Shiotani y Yamane 1981), esto debido a que la
viscosidad del medio depende directamente de la concentracion de azucares presentes en el
mismo, cambiando las propiedades reoldgicas.

Otra alternativa es la absorcion de células en soportes lignocelulosicos (Figura 2.10.),
la cual no presenta la desventaja de la transferencia de nutrientes al interior del soporte,
debido a que las células se localizan solo en el exterior del soporte, permitiendo que las
células crezcan sobre la superficie del soporte al mismo tiempo que las células estan en
contacto con el medio de fermentacion. En resumen la inmovilizacion muestra grandes
ventajas tanto técnicas como econdmicas comparada con los sistemas de fermentacion con
células libres (Dragone y col., 2005).

La inmovilizacion en gelatina de levaduras S. cerevisiae ayuda a que puedan fermentar
en presencia de una concentracion de furfural de hasta 2 g/L en el medio de fermentacion lo
que con levaduras libres inhibe el crecimiento, sin embargo cuando estan inmovilizadas el
rendimiento es de 48 gL de glucosa, en medio formulado con 100 g-L" de glucosa y 3
gL de extracto de levadura a pH 4 con HCI (Boyer y col., 1992).
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Figura 2.10. Microfotografia de las levaduras inmovilizadas en diferentes soportes.

Microscopia electronica de barrido (SEM)

a) bagazo, b) hojas de maiz, c¢) Viruta, y d) mazorcas de maiz.

Figura tomada de (Agudelo Escobary col., 2012)

2.5.  PRODUCCION DE ESTERES

Los ésteres en el tequila dan sabores y olores frutales los cuales son deseados por
algunos consumidores, estos estdn presentes en cantidades traza en bebidas fermentadas y
presentan umbrales de deteccion bajos, por lo que una minima variacion en la
concentracion de estos puede ser detectada por el consumidor, representando un grupo de
compuestos importantes para el perfil aromatico de la bebida.

Los compuestos producidos por las levaduras que dan el sabor y olor al tequila se
pueden dividir en 5 grupos: compuestos con azufre, acidos organicos, alcoholes superiores,
compuestos carbonados y ésteres volatiles, siendo estos ultimos los que representan el mas
grande e importante grupo puesto que dan el cardcter frutal altamente deseado en las
bebidas alcohdlicas como el vino (Verstrepen y col., 2003). El sabor del vino que detecta
cada individuo varia debido a que este es la respuesta final de un conjunto de una compleja
interaccion quimiosensorial que es dificil de predecir por que intervienen muchas variables
(Fleet, 2003).

32



2.5.1. SINTESIS POR ViA METABOLICA

Es de gran importancia conocer las rutas bioquimicas de degradacion de los
compuestos organicos, no solo para determinar cuales pueden ser los productos que se
obtendran en una fermentacion, sino por la posibilidad de manipular el proceso para
producir otro tipo de sustancias. Existen varias rutas o secuencias bioquimicas de
utilizacion y conversion de los azucares; las rutas de mayor relevancia desde el punto de
vista industrial son, la glucolisis, el ciclo de Krebs y la cadena respiratoria.

La glucolisis (via de Embden-Meyerhof-Parnas, EMP) representa la ruta principal
del metabolismo de la molécula de glucosa.

Los ésteres se dividen en dos grandes grupos, los ésteres de acetato y los ésteres de
acidos grasos. La formacion de esteres de acetato, es dependiente de la concentracion de
Acetil-CoA y alcoholes presentes en el medio, siendo el etanol el principal alcohol en el
medio de fermentacion, pero no es el unico alcohol en el medio, pudiendo combinarse con
los demas alcoholes superiores, por lo que el acetato de etilo es el éster que se produce en
mayor concentraciéon. Por otro lado los esteres de 4cidos grasos son producidos por la
condensacion de los 4cidos grasos con un alcohol, siendo el etanol el principal alcohol en el
medio, produciendo etil esteres de acidos grasos. Las vias de sintesis de los ésteres volatiles
en las levaduras, son el producto de condensacion de la reaccion entre un acetil-CoA y un
alcohol, la cual es catalizada por las enzimas Atfl y Atf2 para esteres de acetato y Ehtl
(Etanol hexanoil transferasa) y Eebl para etil esteres (Athenstaedt y col., 1999; Mason y
Dufour 2000).

Figura 2.11. Esquema de las rutas metabdlicas involucradas en el metabolismo de la
produccion de compuestos volatiles.
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2.5.2. ENZIMAS Y GENES INVOLUCRADOS EN LA PRODUCCION DE ESTERES

Los niveles de expresion de los genes ATF1 y ATF2 afectan fuertemente la
produccion de acetato de etilo y acetato isoamilico, ademas las enzimas Atfl y Atf2 estan
relacionadas con las vias de sintesis de un amplio rango de esteres volatiles, tales como, el
acetato de propilo, acetato de isobutilo, acetato de pentilo, hexilo, heptilo, octilo y fenil etil
acetato. La enzima Atf2 juega en rol menor en comparaciéon con Atfl, ademas la
sobreexpresion de los alelos de los genes ATF1 y ATF2 conduce a diferentes velocidades
de produccion de esteres, indicando que los diferentes perfiles aromaticos de diferentes
especies pueden deberse a mutaciones en los genes ATF (Verstrepen y col., 2003). Estos
estudios han sido reportados en cepas de Saccharomyces pero estudios en cepas de
levaduras no-Saccharomyces como Debaryomyces hansenii 'y Kluyveromyces lactis,
demuestran la existencia de genes homologos a ATF1 y ATF2 de S. cerevisiae (Dujon y
col., 2004) y también en Pichia stipitis se han encontrado estos genes homologos (Jeffries y
col., 2007).

2.52.1. MEDICION DE LA EXPRESION DE GENES

Dentro del estudio de la expresion génica por qPCR es indispensable tener una linea
basal de la expresion de los genes, comunmente esto se logra utilizando genes de referencia
(GR). Uno de los GR maés utilizados en levaduras es el gen constitutivo de la actina (ACT1)
(Niewerth y col., 2003, Babiskin y Smolke 2011, Tringe y col., 2006, Molina y col., 2007).

La normalizacion es una herramienta esencial de un sistema fiable, por lo que
consiste en tener genes de referencia con expresion estable y buena correlacion con las
cantidades totales de ARNm presentes en las muestras. La normalizacion contra un GR
unico es inaceptable a menos de que se evidencie que presentan una clara expresion
invariable bajo las condiciones experimentales descritas (Bustin y col., 2009).

Uno de los genes mas utilizados como GR es el gen ACT1, sin embargo, Teste y
col., (2009) sugieren la invalidacion de ACT1 como GR para el andlisis cuantitativo por
expresion de qPCR en S. cerevisiae y proponen los genes asparagina-glicosilacion 9
(ALG9), ARN polimerasa II (TAF10), subunidad 1 de factor de transcripcion C (TFCI1) y
enzima conjugada de ubiquitina E26 (UBC6) por su condicién estable durante el
crecimiento en glucosa por largos periodos.

Otro estudio realizado en el 2011 sobre la identificacion de genes adecuados para la
normalizacion de datos de expresion de RT-qPCR en S. cerevisiae durante la fermentacion
alcoholica, selecciona diversos GR los cuales fueron evaluados por tres diferentes métodos
estadisticos comparandolos con el gen ACTI1, encontrando que existe el riesgo de
interpretaciones erroneas sobre la base de la normalizacion de los datos con un GR no
valido. Por lo que proponen la evaluacion de la estabilidad de expresion de GR bajo ciertas
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condiciones experimentales como un requisito previo crucial para obtener informacion
fiable acerca de la expresion génica. Los genes gliceraldehido 3 fosfato-deshidrogenasa 2
(TDH2), fosfoglicerato quinasa 1 (PGK1), TFC1, gen ribosomal (18S) y en especial el gen
de la subunidad 9 de complejo I (QCRY) son los que se mantiene mas estables durante el
crecimiento a diferentes condiciones metabolicas (Vaudano y col., 2011).

Recientemente se publicd un trabajo en el que proponen una estrategia para la
seleccion y validacion de GR en levaduras; determinando un conjunto de GR candidatos
para la RT-qPCR sobre el andlisis de los cambios dindmicos de la transcripcion de S.
cerevisiae, 10 de los 12 candidatos no eran reportados como GR potenciales. Encontrando
que los GR mas estables del pool utilizado fueron: trisofosfato isomerasa (TPI1), fructosa-
bifosfato aldolasa (FBAI), piruvato quinasa 1 (CDC19) y ACTI1 en respuesta a una
perturbacion en la cantidad de glucosa disponible; y FBAI, gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa 3 (TDH3), proteina celular covalentemente ligada a la pared 12 (CCW12) y
ACT1 en respuesta a la cantidad de amoniaco disponible. Por lo tanto se refuerza la
utilizacion del gen ACT1 como un GR valido (Cankorur-Centikaya y col., 2012).

2.522. RT-qPCR

La reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) es una forma sencilla de replicar
rapidamente fragmentos especificos de ADN hasta llegar a alcanzar concentraciones que
puedan ser vistas por el ojo humano mediante una gran cantidad de técnicas desarrolladas
para su deteccion. De esta manera se busca en el genoma de microorganismos de interés
fragmentos especificos que se deseen amplificar. (Fairchild y col., 2006).

La PCR en tiempo real o PCR cuantitativa es una variacion de la técnica PCR
estandar que se emplea para la cuantificacion tanto de DNA como de mRNA en una
muestra (medida de la expresion génica). Utilizando primers especificos puede medirse el
numero de copias relativo de mRNA que contienen una muestra (RT-PCR para la medida
de la expresion génica). Por lo que, la técnica de PCR en tiempo real es aplicada a la
medicion de la expresion de genes particulares.

La reaccion en cadena de polimerasa (PCR) en tiempo real es mas rapida, sensible y
precisa para la medicion de la expresion génica a diferencia del northern blot, del analisis
en serie de la expresion génica (SAGE, por sus siglas en ingles) y de los micro-arreglos.

La simplicidad, especificidad y sensibilidad junto con su alto potencial en
rendimiento y la continua introducciéon de nuevos productos quimicos, asi como
instrumentos mas fiables y protocolos mejorados, hizo de la RT-qPCR (transcripcion
reversa con PCR en tiempo real cuantitativa) la tecnologia de referencia para la deteccion
y/o comparacion de los niveles de ARNm (Bustin y col., 2005).
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2.5.23. GENES DE REFERENCIA

Ademas de la normalizacion por medio de GR, el uso de curvas de dilucion para
probar las eficiencias de amplificacion de ensayos individuales es el método mas facil,
transparente e informativo para determinar la eficiencia de la amplificacion asi como la
relativa abundancia de la expresion génica. Ademas de las curvas de dilucion que también
proporcionan convenientes controles positivos, y pueden actuar como controles de
inhibicion por lo que ayudan a definir el rango dindmico y los limites de deteccion de todos
al mismo tiempo. Idealmente la curva de dilucion debe procesarse con cada muestra, ya que
todos estos parametros podrian (y probablemente lo hacen) variar entre muestras (Bustin,
2010).

La eficiencia (E) correspondiente de la qPCR en un ciclo en la fase exponencial y es
calculada para cada par de iniciadores de acuerdo a la ecuacion:

E= 1D(—1f*psndisnrs]

Ademas de optimizar la eficiencia de los iniciadores, es necesario comprobar la
especificidad de los iniciadores a utilizar para tener la seguridad de que Gnicamente se esta
amplificando el fragmento deseado, la manera de hacerlo mediante la técnica de qPCR es a
través de los fragmentos mostrados en la curva melting.

Para la cuantificacion relativa ha sido presentado un modelo matematico de un gen
de interés en comparacion a un GR. La proporcion de la expresion relativa o veces de
cambio (R) de un gen de interés es calculado basandose en la eficiencia y la desviacion del
Cq de una muestra no conocida contra un control, y expresado en comparacion a un GR

La cuantificacion relativa de un gen de interés en comparacion a un GR es calculada
de acuerdo a la siguiente ecuacion:

ACg gen interés (control—musestra )

(E gen de interés)

[ —_—
Razon [R] - (E gen de T.efereciajﬂ.fqgan de referencia (contro—musstra )

Los valores obtenidos de esta ecuacion deben ser sometidos a una normalizacion de
acuerdo al nimero de células y cantidad de ARN y ADNc en cada muestra.

2.5.3. SINTESIS POR VIiA QUIMICA

Los ésteres se obtienen mediante la reaccion de alcoholes o fenoles con 4cidos o con
derivados de éstos, especialmente cloruros de acido o anhidridos. Cuando la formacion de
ésteres se lleva a cabo utilizando acidos carboxilicos o sus derivados, deberia de

36



especificarse que se trata de ésteres carboxilicos o carboxilatos, ya que hay otros tipos de
ésteres como sulfatos, fosfatos, sulfonatos, etc. Sin embargo, ya que éste es el tipo de éster
mas comun y el mas importante, queda sobreentendido que cuando se dice simplemente
"éster"” se trata de un éster carboxilico.

Un 4cido carboxilico se puede transformar directamente al éster correspondiente
cuando se calienta con un alcohol en presencia de un acido mineral como catalizador. Este
método de sintesis se conoce como reaccion de Fischer o esterificacion de Fisher. Esta
reaccion es reversible y, cuando se usan cantidades equivalentes de los reactivos,
generalmente alcanza el equilibrio cuando hay una cantidad apreciable tanto de reactivos
(alcohol y 4cido carboxilico) como de productos (éster y agua). Sin embargo, tiene la
ventaja de ser una sintesis de un solo paso y, de acuerdo al principio de Le Chatelier, el
equilibrio de la reaccion se puede desplazar hacia la formacion del producto deseado
agregando un exceso de alguno de los reactivos, o eliminando del medio de reaccién uno de
los productos, ya sea el éster, 0 mas cominmente el agua. Para esto, puede aprovecharse el
hecho de que los alcoholes mas pesados que el metanol forman azeodtropos binarios con
agua o azeotropos ternarios con agua y el éster.

El mecanismo aceptado para la reaccion de Fischer es una sustitucion nucleofilica
de acilos que presenta los siguientes pasos:

a) La protonacion de un oxigeno carboxilico por un catalizador acido, para hacer mas
electrofilo al carbono carboxilico.

b) El ataque nucleofilico al carbono carboxilico por el oxigeno proveniente del alcohol.
c) La transferencia de protones entre los &tomos de oxigeno.
d) La salida de una molécula de agua.
e) La desprotonacion de un oxigeno para dar el éster y regenerar al catalizador.
En las esterificaciones el orden de reactividad es el siguiente:
e Respecto al alcohol:
CH;-OH > R-CH,-OH > R,-CH-OH > (R;-C-OH)

e Respecto al acido:

HCOOH > CH3COOH > RCH>COOH > R,CHCOOH > R3CCOOH

En general, los alcoholes terciarios no pueden ser esterificados por este método
debido a que, en condiciones acidas, la deshidratacion del alcohol terciario conocida como
eliminacion para formar alquenos es mas favorable que la esterificacion la cual ocurre
mediante sustitucion nucleofilica de acilos.

Entre la gran variedad de productos naturales que tienen grupos éster, son
particularmente importantes las grasas y aceites, los cuales son tri ésteres del glicerol y de
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acidos grasos (acidos de cadena larga, predominantemente de 12 a 18 carbonos, y numero
de carbonos par). En las grasas predominan las cadenas saturadas, mientras que en los
aceites las cadenas son predominantemente insaturadas con uno, dos o hasta tres dobles
enlaces. Las ceras son ésteres de acidos carboxilicos de cadena larga y de alcoholes
primarios también de cadena larga como el estearato de cetilo (acido de 18 carbonos y
alcohol de 16 carbonos) y el palmitato de triacontilo (4cido de 16 carbonos y alcohol de 30
carbonos). Los ésteres de bajo peso molecular tienen olores muy agradables y de hecho son
los principales componentes del sabor y olor de las frutas y de muchos otros alimentos.

Muchos ésteres sencillos, derivados de las diferentes combinaciones de alcoholes y
acidos (lineales o ramificados, generalmente con 5 carbonos o menos) tienen un uso muy
importante en la industria alimentaria y en perfumeria como aromatizantes y saborizantes
artificiales, ya sea solos, o en mezclas con otros compuestos naturales o sintéticos. Esta
aplicacion se debe al olor agradable de muchos ésteres, frecuentemente de tipo frutal,
aunada a su relativamente baja toxicidad.

2.6. FACTORES INVOLUCRADOS EN LA PRODUCCION DE ESTERES

Son muchos los factores tanto fisicos, quimicos, ambientales y bioquimicos los que
afectan el metabolismo de las levaduras que son las principales responsables de la
produccion de estos compuestos durante la etapa de fermentacion de bebidas alcohdlicas.

2.6.1. INMOVILIZACION

La inmovilizacion genera cambios fisiologicos y bioquimicos en la levadura en
comparacion con fermentaciones donde las levaduras estan libres en el medio, en particular
estos cambios incrementan el rendimiento de etanol (Ciesarova y col., 1998). Ademas,
favorece la produccion de altas concentraciones de ésteres durante la etapa de fermentacion
(Kourkoutas y col., 2003). Independientemente del soporte que se utilice para la
inmovilizacion de las levaduras el incremento en la produccion de esteres como acetato de
etilo se ve favorecida tanto en cerveza como en vino (Kourkoutas y col., 2004). La
utilizacion de Candida stellata inmovilizada en la fermentacion para la produccion de vino
con una consecutiva fermentacion con S. cerevisiae libre para terminar la fermentacion,
favorece el consumo de azucar, acetaldehido y metabolismo de acetoina lo que incrementa
la calidad del vino y permite producir vinos especiales con caracteristicas especificas (Ciani
y Ferraro 1998).
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2.6.2. AIREACION

La produccion de ésteres por las levaduras esta afectado por diversos factores,
Yamada (1927) estudio Willia anomala (Pichia anomala) aislada de la superficie de la tina
de fermentacion de Sake observando que la aerobiosis es una de las condiciones de
fermentacion que mas afectan a la produccion de ésteres. Este mismo fendmeno lo observo
Peel (1951) con Hansenula anomala (Pichia anomala) ya que en condiciones anaerdbicas
no logro producir estos compuestos. La habilidad de algunas levaduras de producir trazas
de ésteres es una propiedad de muchas levaduras como H. anomala que logra producir 25
mmol de acetato de etilo por cada 100 mmol de glucosa consumida en condiciones
aerdbicas, por lo que la formacion del acetato de etilo es un proceso aerdbico (Davies y
col., 1951), otros estudios demuestran que la produccion de acetato de etilo por Candida
pseudotropicalis fue favorecido en condiciones aerdbicas mientras que en condiciones
anaerobicas solo se produjo etanol, ademas en un medio deficiente de metales también se
favorece la produccion de ésteres (Willetts y col., 1989).

2.6.3. TEMPERATURA

La temperatura es otro factor que afecta la produccion de esteres observando que en
fermentaciones con S. cerevisiae realizadas a 15°C se producen mayor cantidad de aromas
frutales comparado con fermentaciones realizadas a 28°C en vinos (Molina y col., 2007).
La fermentacion a bajas temperaturas favorece la produccion de ésteres y modifica la
composicion de lipidos celulares en levaduras, en vinos puede atribuirse este fenomeno a la
retencion de terpenos, a la reduccion en alcoholes superiores y de un incremento en la
produccion de ésteres de etilo y acetato con el total de compuestos volatiles, ademas de que
el medio de cultivo proporciona precursores para la formacion de estos (Beltran y col.,
2008).

2.6.4. FUENTE DE CARBONO

Se ha observado que también la fuente de carbono afecta la produccion de ésteres,
Yoshioka y Hashimoto (1984) observaron que la fermentacion con glucosa aumenta la
produccion de acetato de isoamilo y acetato de etilo con gran actividad de la enzima
alcohol aciltransferasa comparado con fermentaciones donde la fuente de carbono era
maltosa y fructosa. En fermentaciones con fructosa la formacion de ésteres asi como la
actividad de la enzima disminuye. La principal fuente de carbono en el jugo de Agave para
la produccién de tequila es la fructosa por lo que este puede ser un punto fundamental en
este trabajo.
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2.6.5. NITROGENO

En la fermentacion de jugo de Agave para la produccion de tequila la concentracion
de nitrégeno es un elemento limitante para el crecimiento y capacidad fermentativa, por lo
que se tiene que enriquecer el jugo de Agave con una fuente de nitrogeno externa.
Dependiendo de la naturaleza del nitrogeno que se adiciona al jugo para la formulacion del
mosto se tiene un efecto en la produccion de compuestos volatiles. La adicion de sulfato de
amonio al jugo de Agave durante la formulacion del mosto aumenta la concentracion en la
produccioén de propanol y disminuye la concentracion de alcoholes amilicos (Arrizon y
Gschaedler 2007). En fermentaciones de jugo de uva con altas concentraciones de
nitrégeno se producen bajas concentraciones de acidos volatiles, la mejor concentracion de
nitrégeno en el medio es de 190 mg/L. Durante la fermentacion de jugo de uva el mejor
momento para adicionar el nitrégeno es al inicio de la misma (Bely y col., 2003).

La concentracion de nitrégeno en el medio afecta la concentracion de esteres
producidos, en fermentaciones de jugo de uva para la produccion de vino con cepas de
levaduras S. cerevisiae a una concentracion de 148 mg/L ese llegan a producirde 1.5 a 3.0
mg/L en comparacion con fermentaciones a una concentracion de 211 mg/L, la produccion
de esteres se incrementa de 2.5 a 4 mg/L (Carrau y col., 2010).

La concentracion de nitrégeno asi como la naturaleza de este y el tiempo en el cual
se adicionan al medio tienen un efecto en el metabolismo de la levadura durante la
fermentacion de jugo de uva, y por consiguiente en la produccién de compuestos volatiles
durante la fermentacion lo que cambia el perfil aromdtico del producto final (Bell y
Henschke 2005; Jiménez-Marti y col., 2007). La concentracion de nitrogeno que se necesita
para la fermentacion depende de la concentracion de azicar teniendo una relacion ideal de
0.62 2 0.91 mg N-g" de azucar, lo que aumenta la capacidad de las levaduras para producir
aromas frutales en el vino (Taillandier y col., 2007).

En la produccion del vino el enriquecimiento de los mostos con una fuente de
nitrdgeno inorganica (sulfato de amonio) en combinacién con una fuente de nitrdgeno
organica (aminodcidos) incrementa tanto la produccion de esteres de acetato como la de
esteres de acidos grasos de cadena mediana, y disminuye la produccion de alcoholes
superiores. Mientras que al formular los mostos con solo sulfato de amonio solo incrementa
la produccién de acetato de etilo y acido acético. La concentracion de aromas deseados en
el producto final puede ser controlada antes de la fermentacion al colocar la fuente de
nitrégeno deseada asi como la concentracion adecuada del mismo (Torrea y col., 2011).

La adiciéon de amonio como fuente de nitrdgeno para el enriquecimiento de los
mostos de fermentacion afecta la produccion de compuestos volatiles y no-volatiles, debido
a que pueden llegar a formarse aromas no deseados, bajas concentraciones de nitrégeno en
el medio favorecen la produccion de ésteres de 4cidos grasos de cadena ramificada y altas
concentraciones de nitrogeno favorecen la produccion de ésteres de dcidos grasos de cadena
mediana (Vilanova y col., 2007).
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2.6.6. MINERALES

Las enzimas piruvato descarboxilasa y etanol deshidrogenasa de Zymomonas
mobilis se ven afectadas en presencia de metales como mercurio, cobre y zinc ya que
inhiben la reduccion de acetaldehido, los cloruros de bario, magnesio y molibdeno a una
concentracion de 5 mM no tienen efecto en la actividad enzimatica de las enzimas piruvato
descarboxilasa y etanol deshidrogenasa. El cloruro de calcio a una concentracion de 0.2
mM no presenta un efecto sobre la etanol deshidrogenasa pero potencializa el efecto de la
piruvato descarboxilasa 400%. Sin embargo el cobalto, manganeso y niquel activan la
etanol deshidrogenasa y no presentan efecto sobre la piruvato descarboxilasa (Hoppner y
Doelle 1983).

La concentracion de 0.75 mM de calcio en medio formulado tiene un efecto positivo
sobre S. bayanus debido a que le ayuda a tolerar altas concentraciones de etanol en el
medio, por lo que puede llegar a producir una concentracion mayor de etanol al incrementar
la viabilidad de las levaduras (Nabais y col., 1988). El aumento en la concentracion de
calcio en melazas para fermentacion afecta la capacidad de crecimiento y fermentacion de
S. cerevisiae, por lo que altas concentraciones de calcio en el medio afectan la produccion
de etanol y por tanto el rendimiento (Chotineeranat y col., 2010).

La relacion entre la concentracion de calcio, sodio y magnesio, determina el
rendimiento en la produccion de etanol, por lo que 1.51 mg-L™ de Ca, 930 mg-L™" de sodio
y 128 mg-L™" de magnesio, son las concentraciones en medio sintético donde S. cerevisiae
presenta el mejor rendimiento de fermentacion (Soyuduru y col., 2009).

2.6.7. OTROS FACTORES

Una alta cantidad de 4cidos grasos insaturados en el medio baja la produccion de
etil ésteres pero en fermentaciones a altas temperaturas las levaduras producen octanoato y
decanoato de etilo. Los ésteres aromaticos son formados intracelularmente por las
levaduras, los etil esteres se difunden facilmente al medio de fermentacion, pero para los
¢ésteres de acidos grasos la difusion se obstaculiza por el tamafio de las cadenas de acidos
grasos (Saerens y col., 2008).

El contenido de ésteres en bebidas alcohdlicas destiladas también depende de si la
levadura esta presente en el momento de la destilacion ya que si la destilacion de los mostos
se realiza con todo y las levaduras, la concentracion de etil ésteres como decanoico,
dodecanoico y hexadecanoico inrementan (Demyttenaere y col., 2003).
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3. JUSTIFICACION

En la industria tequilera existe un interés de algunas empresas en obtener productos
para nichos de consumidores muy especificos con un valor agregado mas alto. Una via para
lograrlo es incrementar la cantidad de esteres para obtener un producto mds aromatico,
estos son producidos principalmente por las levaduras no-Saccharomyces en la fase de
fermentacion.
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4. HIPOTESIS

El aumento de la produccion de compuestos volatiles, en particular ésteres, en las
fermentaciones de tequila esta relacionado con la presencia de levaduras no-Saccharomyces
en conjunto con los factores nutricionales y ambientales de la fermentacion.
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5. OBJETIVOS

a. GENERAL

Seleccionar y caracterizar levaduras no-Saccharomyces silvestres provenientes
de procesos artesanales con capacidad de produccion de compuestos volatiles
(ésteres) en una mayor concentracion para la fermentacion del tequila.

b. ESPECIFICOS

Seleccionar al menos 2 cepas de levaduras no-Saccharomyces para la industria
tequilera en base a sus capacidades fermentativas y produccion de ésteres.

Estudiar la influencia de factores nutricionales y ambientales sobre la
produccion de ésteres por las levaduras no-Saccharomyces seleccionadas en
bioreactor en condiciones controladas, a nivel laboratorio.

Estudiar el comportamiento de las levaduras no-Saccharomyces seleccionadas
(inmovilizadas o no) en cultivos mixtos con Saccharomyces cerevisiae y su efecto
en la produccion de compuestos volatiles.

Realizar un modelo matematico del comportamiento de los cultivos mixtos.

Realizar fermentaciones a nivel piloto para obtener producto terminado.
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6.1.CEPAS DE LEVADURAS

Se utilizaron 12 cepas de levaduras de la coleccion de cepas de Ciatej, las cuales se
describen en la tabla 6.1.

Tabla 6.1. Descripcion de las cepas

Cepa Identificacion Lugar de procedencia Proceso
ARS Saccharomyces cerevisiae Jalisco Tequila
OFF1 Kluyveromyces marxianus Guerrero Mezcal
SLP1 Kluyveromyces marxianus San Luis Potosi Mezcal
DU3 Kluyveromyces marxianus Oaxaca Mezcal
GRO6 Kluyveromyces marxianus Guerrero Mezcal
DI Torulaspora delbrueckii Oaxaca Mezcal
DIl Torulaspora delbrueckii Oaxaca Mezcal
ML2 Zygosaccharomyces bisporus Oaxaca Mezcal
CF Zygosaccharomyces rouxii Oaxaca Mezcal
ML3 Zygosaccharomyces bailii Oaxaca Mezcal
MN Schizosaccharomyces pombe Oaxaca Mezcal
GRO3 Pichia kluyveri Guerrero Mezcal

6.2.MEDIOS DE CULTIVO

Los medios de cultivo son utilizados para el crecimiento de los microorganismos en un
ambiente simulado en el laboratorio y de esta manera poder estudiarlos.

6.2.1. MEDIOS SOLIDOS

Los medios de cultivo solidos son utilizados para proporcionar a los microorganismo un
soporte donde puedan crecer con todos los nutrimento necesarios para su desarrollo. Uno de los
medios de cultivo mas utilizados para el crecimiento de levaduras es el medio YPD, que
proporciona a las levaduras fuente de carbono en forma de glucosa, nitrégeno y deméas nutrimentos
necesarios para su crecimiento.
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e Medio YPD Agar
10 g/L de extracto de levaduras
20 g/L de bactopeptona
20 g/L de glucosa
20 g/L de Agar
pH4.5+£0.2 con HCI

e Medio WL Agar (Fluka)
20 g/L de Agar
5 g/L de hidrolizado enzimatico de caseina
4 g/L de extracto de levadura
50 g/L de dextrosa
0.55 g/L de fosfato monopotasico
0.425 g/L de cloruro de potasio
0.125 g/L de cloruro de calcio
0.125 g/L de sulfato de magnesio
0.0025 g/L de cloruro férrico
0.0025 g/L de sulfato de manganeso
0.022 g/L de verde de bromocresol

6.2.2. MEDIOS LIQUIDOS

Los medios de cultivo liquidos proveen a las levaduras los nutrimentos necesarios para su
desarrollo. En este trabajo se utilizdé el medio YPD liquido para la reactivacion de las cepas asi
como para preparacion de los inoculos. Los medios de fermentacion que se utilizaron fueron el
medio M11 y el medio JA.

e Medio YPD
10 g/L de extracto de levadura
20 g/L de bactopeptona
20 g/L de glucosa
pH4.5+£0.2 con HCI

e Medio M11

1 g/L de extracto de levadura*®
1 g/L de (NH4)QSO4
0.982g/L de Ca(NOs),4H,0
1.688 g/L de MgSO,**
2.227 g/L de K,HPO,
100 g/L de Fuente de carbono***
pH4.5+£0.2 con HCI
* La concentracion de extracto de levadura fue de 0.4 g/L para los medios en la seleccion de las cepas.
** Se ajusto la concentracion a 3.276 g/L cuando era MgSO,4- 7H,O
*** Las fuentes de carbono que se utilizaron fueron: glucosa, fructosa, melaza y piloncillo.
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e Medio JA para fermentacion
1 L de jugo de Agave diluido a 100 g/L de azticar
0.5 g de (NH4)QSO4

6.3.CONTEO

El conteo de células se realiza para conocer la concentracion de microorganismo en una
muestra asi como para monitorear de las poblaciones y de esta manera determinar las cinéticas de
crecimiento, para esto se cuenta con varias técnicas entre las que se encuentra el conteo directo al
microscopio, o el conteo en medio de cultivo, donde se cuentan unidades formadoras de colonias
(UFC). También existe el conteo indirecto por medio de la turbidez del medio o la estimacion de la
poblacion por la técnica del nimero mas probable.

6.3.1. DIRECTO AL MICROSCOPIO

Cuando se realiza el conteo directo al microscopio se utilizan camaras de conteo como la
camara de Neubauer o la caAmara de Thoma.

Para el conteo de levaduras en cdmara Thoma se colocd la muestra diluida y se contaron 5
cuadros medianos compuestos de 25 cuadros chicos.

Para la estimacion de células de levaduras se contaron los cuadros de las 4 esquinas y un
cuadro central, para calcular la concentracion de células por mL se utilizo la siguiente formula.

Levaduras contadas en un cuadro mediano 400 cuadros de la camara total 1000 mm?

25 cuadros pequefios 0.1 mm? {volumende la camara) 1 mL

Obien, (Levadurascnntadﬂsen;n:\sE |:l_15u:]|."n:|s=|:T1n3|:]'LEL|:1n:|ErjJ (015} _ CElfrml X10€
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—— Cuadropequeio
Cuadro mediano

- Cuadrogrande

Figura. 6.1. Camara de conteo Thoma.

Cuando se utiliz6 la cAmara de conteo Neubauer se utilizo la siguiente formula

Levaduras contadas en un cuadro mediano 200 cuadros de la camara total 1000 mm?®

X

16 cuadros pegustios 0.1 mm® (wolumen ds la camara) 1mL

. sraduras contadas en los & cuadros mediano
O bien,

_ cel
- 5) (0.25) = €&/, X108

Figura 6.2. Camara de conteo Neubauer.
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6.3.2. CONTEO EN CAJA

Los métodos para el recuento de microorganismos en caja ofrecen la ventaja de poder
recuperar las cepas y asi poder identificarlas y aislarlas. El método de extension en superficie
consiste en inocular 100 pL de muestra o dilucion de la misma sobre una caja petri con medio de
cultivo, la muestra es extendida sobre la superficie del agar ayudados por una varilla estéril de
vidrio acodada.

Para la realizacion de la técnica primeramente se realizd un conteo al microscopio en
camara de Neubauer para hacer una estimacion de la concentracion de levaduras presentes en la
muestra y realizar las diluciones necesarias para tener entre 50 y 100 levaduras al inocular 100 puL
de la dilucion y extenderlos con una varilla acodada, puesto que si se llegan a tener mas colonias en
la caja no se llegan a ver facilmente las diferencias morfologicas de las colonias (Romancino y col.,
2008). A partir del conteo al microscopio se calculd la concentracion de células en la muestra y se
realizaron las diluciones necesarias de las muestras para inocular 100 pL de la dilucion
correspondiente en cada caja petri con los medios WL y YPD. Se extendi6 la muestra con la varilla
acodada sobre la superficie de la caja realizando duplicados de cada una. Se incubaron a 37°C y se
revisaron a las 24 y 48 horas de incubacion para el conteo de levaduras y reportar las UFC/mL. En
el caso de los cultivos mixtos se realizd un conteo diferencial en el medio WL, en base a las
caracteristicas morfologicas caracteristicas de cada una de las cepas de levaduras utilizadas.

6.3.2.1. MEDIO YPD

El medio YPD es un medio ampliamente utilizado para el crecimiento de levaduras, el cual
proporciona a la levadura los nutrientes necesarios para su crecimiento. Este medio le confiere a la
levadura una fuente de nitrégeno mediante la dextrosa, la fuente de nitrogeno con la bactopeptona y
finalmente el extracto de levadura aporta aminodcidos, vitaminas y minerales esenciales para el
crecimiento.

6.3.2.2. Medio Wallerstein Laboratory (WL)

El medio WL fue desarrollado para el estudio de procesos de fermentacion. Este medio puede
ser utilizado para el crecimiento tanto de levaduras como de bacterias, pero cuando la concentracion
de levaduras es mayor que la de bacterias, se pueden agregar inhibidores para levaduras
permitiendo el desarrollo de bacterias. El extracto de levadura es una fuente de elementos traza,
vitaminas y aminoacidos, la peptona provee de nitrogeno, aminoacidos y carbono. La dextrosa es la
fuente de carbohidratos. El fosfato monopotasico es el amortiguador de pH en el medio. Los
cloruros de potasio, calcio y hierro, aportan los iones escenciales y ayudan a mantener el balance
osmotico. Los sulfatos de magnesio y manganeso son la fuente de cationes divalentes para las
reacciones enzimaticas durante el metabolismo de los microorganismos. El verde de bromocresol es
un indicador de pH y finalmente el agar es el agente solidificador del medio.
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6.4. INMOVILIZACION DE LEVADURAS
Soluciones utilizadas para la inmovilizacion de levaduras

Alginato de sodio 4% (40 g/L)

CaCl, 170 g/L

Solucién salina fisiologica, NaCl 0.9% (9 g/L)
Solucién de glucosa 40% (400 g/L)

Agua destilada estéril

Citrato de Sodio 2% (20 g/L)

Caldo YPD para el crecimiento

NOTA: Todas las soluciones fueron esterilizadas en autoclave a 121°C por 20 min.
Procedimiento para la inmovilizacion de cada una de las cepas

Se inocularon 250 mL de caldo YPD y se incub6 a 30°C y 250 rpm por 20 H, se centrifugé el
cultivo a 4000 rpm por 5 min para concentrar la solucion de células, una vez centrifugado se
realizaron 2 lavados de las células con solucion salina estéril y finalmente se resuspendio el boton
de células en 25 mL de solucion salina estéril. Se realiz6 un conteo al microscopio en cdmara de
conteo Thoma para conocer la concentracion de células, ya que se requieren 1X10° cel/mL para
posteriormente utilizar como inoculo en la fermentaciéon 10 g de perlas/L de medio y tener una
concentracion de 1X107 cel/mL en la fermentacion. Los 25 mL de suspension celular se mezclaron
con 25 mL de alginato de sodio 4%, para tener al final una soluciéon de alginato de sodio al 2%. La
mezcla se goteo en 500 mL de una soluciéon de CaCl, (170g/L) la cual induce la gelacion, esta
soluciéon se mantuvo en agitacion durante el goteo y se deja 30 min mas en agitacion después de
terminado el goteo, para el goteo de la solucion, ésta se bombeo a maxima velocidad de la bomba
utilizando una manguera de 2.54 mm de didmetro interno y una aguja de calibre 27 G X %4” (0.4 X
20 mm). Una vez terminado el tiempo de agitacion las perlas se lavaron 2 veces con agua destilada
estéril y finalmente se dejaron en una solucion de glucosa 4% para su almacenamiento en
refrigeracion a 4°C. Para el conteo de la concentracion de células por gramo de perlas se pesaron 4
perlas en un tubo eppendorf y se suspendieron en 1 mL de citrato de sodio 2% para liberar las
células y disolver el alginato de sodio, se llevaron al vortex por 10 min a maxima velocidad y se
realizé un conteo al microscopio en camara de Thoma.

6.5. TECNICAS ANALITICAS

6.5.1. AZUCARES (DNS)

La reaccion se basa en la reduccion del acido 3,5-dinitrosalicilico en acido 3-amino-5-
nitrosalicilico cuando los grupos aldehidos son oxidados por los grupos carboxilos (Miller, 1959).

La cuantificacion de los azucares reductores directos presentes en una muestra se realizo
colocando 100 pL de una dilucion de la muestra y 100 pL de reactivo DNS en un tubo, se agitd y se
coloco en bafio de agua a 95°C por 5 min, transcurrido el tiempo se paso a enfriar en un bafio de
hielo, una vez frio se le coloco 1 mL de agua destilada y se midi6 la absorbancia a 540 nm en un
lector de microplacas Bio-Rad 680XR. Debido a que la muestra contenia particulas suspendidas
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provenientes del bagazo del jugo de Agave, previamente se centrifugo y se recupero el sobrenadante
para el analisis.

El reactivo de DNS se preparo en un matraz aforado de 1 L ambar o protegido de la luz
disolviendo 10 g de hidroxido de sodio, 200 g de Tartrato de sodio y potasio, 0.5 g de metabisulfito
de sodio y 2 g de fenol en 600 mL de agua. Los reactivos se agregaron en el orden mencionado,
cada uno de los reactivos hasta su disolucion total. Una vez disuelto todo, se agregaron 10 g de
acido 3,5-dinitrosalicilico muy lentamente hasta disolver y se aforo a 1 L con agua destilada.

Los valores leidos en el lector de microplacas se convirtieron a valores de concentracion en
gramos por litro mediante una curva de calibracion la cual se obtuvo preparando diferentes
concentraciones de azucar conocido. Esta preparacion consistid en agregar en 100mL de agua
destilada 0.1g de azucar (glucosa, fructosa, xilosa, o su mezcla apropiada) para obtener una solucion
cuya concentracion fue 1g/L de azucar. De esta solucion se prepararon distintas concentraciones
haciendo diferentes diluciones, que se leen en el lector de microplacas a la longitud de onda
anteriormente mencionada. De esta forma se obtuvo una curva que relaciona la absorbancia con la
concentracion, esta curva presenta la forma lineal, siendo la variable independiente la absorbancia.

6.5.2. NITROGENO AMONIACAL

La medicion del nitrégeno amoniacal se basa en la reaccion del catién amonio (NH4") con
fenol e hipoclorito de sodio en presencia de nitroferricianuro como catalizador. Esta reaccion forma
compuestos tipo indofenol que brinda un color azul en medio alcalino.

Se prepar6 una “solucion de coloreado de fenol” disolviendo 25 g de fenol en 400 mL de
agua destilada, por separado se disolvieron 125 mg de nitroferricianuro de sodio en 50 mL de agua
destilada. Se afiaden los 50 mL de solucion de nitroferricianuro a los 400 mL de solucion de fenol y
se afor6 a 500 mL con agua destilada.

Por otro lado se prepard la “solucion de hipoclorito alcalino” disolviendo 12.5 g de
hidréxido de sodio en 400 mL de agua destilada y se le afadieron 20 mL de hipocolorito de sodio
(Clorox, cloro comercial) y se aforard a 500 mL con agua destilada.

Las muestras se centrifugaron a 13,000 rpm por 10 min para retirar las células, y de ser
necesario se diluyeron para tener una concentracion de sulfato de amonio menor a 1 g/L.

La medicién del nitrogeno amoniacal se llevo a cabo con 20 pL de muestra a la que se le
afiadio 1 mL de solucion de coloreado de fenol y se agito en vortex. Posteriormente se le afadio 1
mL de soluciéon de hipoclorito alcalino y se agitdé en vortex. Se dejé reaccionar por 10 min a
temperatura ambiente y se afladieron 8 mL de agua destilada. Se agitd en vortex y se midid la
absorbancia a 630 nm.

La curva de sulfato de amonio se preparo entre 0 y 1 g/L. de sulfato de amonio con
intervalos de 0.2 g/L.
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6.5.3. NITROGENO ASIMILABLE

Para la medicion del nitrogeno asimilable se utilizd el método Sorensen que consiste en
colocar 100 mL de muestra en un vaso de precipitados de 250 mL ajustando el pH de la muestra a
7.5 con NaOH 1N, después se agregaron 25 mL de formaldehido 37% (previamente neutralizado a
pH 7 con NaOH 1N). Se dejo en agitacion por 5 min y después se titulo con un bureta NaOH 0.1N
hasta un pH de 7.5 y se midio6 el volumen utilizado.

Después se utilizo la siguiente formula para el calculo del nitrogeno asimilable.

(Vol de NaOH utilizado) (N de NaOH ) Peso atémico NJ(1000)

cantidad de muestra

N asimilable =

(¥ mL)©0.1N) (14 ﬁ) (1000)
100 ml

N asimilable =

6.5.4. CROMATOGRAFIA DE GASES HS-GC

Los compuestos volatiles mayoritarios se analizaron por la técnica de headspace acoplado a
cromatografia de gases. Se utilizo un Headspace Hewlett Packard modelo HP 7694E, y un
cromatografo Hewlett Packard modelo HP 6890, con un detector de ionizacion de flama, para la
separacion de los compuestos se utiliz6 un columna Innowax de 60m X 0.32 mm X 0.25 pm con
una presion de 15.34 y un flujo de 1.8 mL/min para una velocidad de 26 cm/seg. La rampa de
calentamiento del horno inicio a 55°C por 5 min aumentando 5°C/min hasta llegar a 160°C y
aumentando 25°C/min hasta llegar a 220°C manteniéndose durante 8§ min. La temperatura del
detector fue de 250°C, los flujos de los gases fueron: Helio 30 mL/min, aire 300 mL/min y
Nitrogeno 30 mL/min.

Se utilizaron viales de 20 mL a los cuales se les colocaron 2 mL de muestra, se colocaron
las muestras en el Headspace el cual se programo bajo las siguientes condiciones:
Temperatura del vial de 80°C, temperatura del loop de 110°C, temperatura de la linea de
transferencia 115°C, tiempo de vial 5 min, tiempo de presurizacion 0.2 min, tiempo de llenado del
loop 0.2 min, tiempo de equilibrio 0.5 min, tiempo de inyeccién 1 min, tiempo de agitacion 5 min,
tipo de agitacion 2, tiempo del ciclo45 min. Se utilizé un liner 4711 split/Splitless con relacion
55.617:1 y un flujo del split de 100 mL/min.
Se prepararon 3 curvas de concentraciones de los compuestos estandares para la cuantificacion de
los compuestos volatiles mayoritarios.

6.5.6. CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS
Preparacion de muestras

Se centrifuga 1.5 mL de muestra para retirar las células, se coloca 1 mL de muestra
centrifugada en un matraz aforado de 20 mL y se llena hasta el aforo con fase movil. Para la
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preparacion de fase mévil se colocan 500 pL de H,SO4 en 1 L de agua ultra pura para una
concentracion de 1.87 mM. Una vez aforado el matraz se mezcla, con una jeringa de 3 mL se llena
y se desecha 2 veces para lavar la jeringa, la tercera vez se llena y se coloca un filtro de membrana
de nylon de 0.2 um de poro, se desecha la mitad de la muestra para lavar el filtro y la otra mitad se
coloca en un vial para HPLC. Las muestras se refrigeran hasta el momento de llevarlas al
cromatografo.

El cromatografo HPLC utilizado (modelo ACCELA, Thermo electron corporation) esta
compuesto de 3 partes distintas, una parte que contiene las bombas y un desgasificador (bombas
ACCELA), una parte que contiene las muestras y el automuestreador (automuestreador ACCELA)
y la tercera parte que contiene el detector UV y visible (detector PDA), estos no se utiliza para la
deteccion de compuestos pero es obligatorio para el funcionamiento del equipo. El detector es un
aparato externo (Surveyor IR Plus detector, Finnigan) que mide la diferencia de refraccion del
liquido que fluye a través el sistema con respecto a la fase mévil. El detector para todos los
experimentos se colocé a 40°C a fin de mantener los parametros de deteccion constantes. Los
resultados se expresan en unidades de RI (indice de refraccion). En estas condiciones la respuesta
del detector es especifica para cada molécula y su concentracion. Para la separacion de los
compuestos se utilizé una columna Rezex ROA-H" de 250 mm de longitud y 4.6 mm de didmetro,
con u flujo de 170 pL/min de H,SO,4 1.87mM, se inyectaron 25 pL de muestra y la temperatura de
la columna fue de 30°C. Para mantener la temperatura de la columna se utiliz6 un horno externo
(HPLC Column controller, Therma Sphere TS-130).

6.6. CONDICIONES DE FERMENTACION

6.6.1. NIVEL MATRAZ

Se utilizaron matraces Erlenmeyer de 125 mL de volumen con 50 mL de medio y matraces
Erlenmeyer de 250 mL con 100 mL de medio, para las fermentaciones a nivel matraz. La
incubadora con agitacion se programo bajo las condiciones de 30°C y 100 rpm.

6.6.2. REACTOR EN LOTES

Se realizaron fermentaciones por duplicado en reactores Applikon con capadidad de 3 L y
con volimenes de trabajo de 1.5 y 2 L, con una agitacion axial de 250 rpm y control de temperatura
a 30°C con chaqueta de calentamiento y recirculacion de agua. Se monitoreo el pH, temperatura,
Oxigeno disuelto (dO,), y gases exhaustos O, y CO,. La aireacion fue controlada con bombas para
pecera con un flujo constante, los flujos de aireacion se describiran en la parte de resultados cuando
esta se haya utilizado. El jugo de Agave se diluy6é a una concentraciéon de aztacar de 100 g/L y se
enriquecid con 0.5 g/L de sulfato de amonio. El reactor con el jugo se esterilizd en autoclave a
121°C por 15 min. El inoculo se prepar6 en medio YPD, el cual se incubo a 250 rpm/30°C durante
18 a 20 h. El fermentador se inoculd para comenzar con una concentracion de 1X10%el/mL.

Las fermentaciones que se realizaron fueron:
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Tabla 6.2. Fermentaciones realizadas a nivel reactor

Cepa Puro/Mixto Volumen Aireacion Duplicados
AR5 Puro 2L NO 2
DU3 Puro 2L NO 2
GRO3 Puro 2L NO 4
GRO3 Puro 15L 0.2 vvmm 4
ARS5/DU3 Mixto 2L NO 2
ARS5/GRO3 Mixto 2L NO 2
ARS/GRO3 Mixto 15L 0.2 vvmm 2

6.6.3. REACTOR CONTINUO

Los reactores en continuo realizaron en reactores Applikon de 3L con un volumen de
trabajo constante de 1.5 L de jugo de Agave enriquecido con 0.5 g/L de sulfato de amonio y una
concentracion de azucar de 100 g/L. El medio de alimentacion se prepard en botellas de 10 L con
8L de JA y las mismas concentraciones de azucar y sulfato de amonio, se esterilizaron a 121°C por
30 min en autoclave.

El reactor se preparo con 1.7 L de JA y se inoculo con 1X10° cel/mL preparados en caldo
YPD con incubacion de 18 a 20 h, incubados a 30°C y 250 rpm en un agitador orbital. Durante las
primeras 12h de fermentacion se mantuvo el cultivo en modo de lote, hasta que las levaduras
llegaron a su maximo de crecimiento, el cual fue determinado previamente en los reactores en
lotes. Se tomaron muestras regularmente cada 2 horas para el monitoreo de la cinética de
crecimiento.

Una vez que la levadura llegd a su méximo de crecimiento, se activaron las bombas y se
comenzd con el cultivo en continuo, manteniendo un volumen constante de trabajo de 1.5 L, de
acuerdo a los flujos descritos en la tabla 6.3. Los cuales fueron calculados en base a los resultados
que se obtuvieron de las fermentaciones en lote de cada una de las cepas en medio de jugo de
Agave, pues mostraron tener diferentes velocidades de crecimiento. El cultivo continuo se dejo
durante 5 tiempos de residencia (TR), para la estabilizacion fisiologica de la levadura y
posteriormente comenzar con las perturbaciones como se muestran en la figura 6.3.
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Adicionde Regreso a condiciones
Nitrogeno del estado basal

| |

Estado dinamico
en equilibrio

5TR 5TR 5TR 5TR 5TR 5TR

f ! 1

Encendido de las bombas Aireacion 25°C 20°C
Para comenzar el continuo

Figura 6.3. Esquema de las perturbaciones realizadas en el reactor en continuo.

La primera perturbacion fue la adicion de 0.75 g de sulfato de amonio al inicio, para
duplicar la concentracion (1g/L) de éste en el medio de fermentacion. Se esperaron 5 TR tomando
muestras regularmente durante este tiempo y posteriormente se continio con la aireacion del
fermentador durante 5 TR. Seguido de 5 TR sin aireacién para regresar a la levadura al estado
fisiologico inicial.

Para la evaluacion del efecto de la temperatura se utilizo un bafio recirculador conectado al
reactor, para controlar la temperatura a 25 °C durante 5 TR seguido de 5 TR a 20°C, durante los
cuales se tomaron muestras regularmente para el monitoreo de las cinéticas.

Las condiciones de agitacion se mantuvieron constantes todo el tiempo a 250 rpm.

De las muestras recolectadas se realizé conteo al microscopio al momento de tomar la
muestra, posteriormente, las muestras fueron centrifugadas, por un lado se recuper6 el sobrenadante
y se congelo, realizando al final la medicion de azucares, nitrogeno, etanol y compuestos volatiles.
Por otro lado a la biomasa recuperada de la muestra se le realizé un lavado con agua destilada y se
secd a 50°C para la determinacion de biomasa por peso seco.
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Tabla 6.3. Parametros de fermentacion utilizados en el reactor en continuo con cada
una de las cepas de levaduras.

AR5 DU3 GRO3
Cepa
(S. cerevisiae) (K. marxianus) (P. kluyveri)
Flujo (mL/min) 4.46 3.90 5.95
Tasa de dilucién (n) (h™) 0.1784 0.1560 0.2380
Aireacion (VVM) 0.25 0.25 0.5
Tiempo de fermentacion(h) 180 204 148.5

6.6.4. ESCALA PILOTO

Las fermentaciones en la planta piloto se realizaron en una tina de fermentacion con
un volumen de 240 L de jugo de Agave sin esterilizar, enriquecido con 0.5 g/L de sulfato de
amonio, la primera fermentacion se inoculd con la misma cantidad de AR5 y GRO3. La
segunda fermentacién se inoculo con un cultivo puro de GRO3. No se controlo ningiin
parametro, y se realizd6 como se hace normalmente en la industria tequilera. Una vez
terminada la fermentacion se paso a destilar, realizando una doble destilacion para obtener
el producto final.

6.7. MEDICION DE LA EXPRESION DE GENES ATF1, ATF2, EHT1, ACT1, QCR9Y TFC1

6.7.1. EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS TOTALES

La extraccion de ADN gendmico para probar iniciadores se realizé de acuerdo a la técnica
descrita por Tapia-Tussell y col., (2006).

El siguiente procedimiento se llevo a cabo para la obtencion de ARNm y sintesis de ADNec.

La extraccion de acidos nucléicos totales (ANT) de las muestras de la fermentacion en
continuo, se realizd por duplicado para cada una tomando como base el protocolo estandar del
Masterpure™ Yeast Purification kit (Epicentre Biotecnologies, Madison) con algunas variaciones
para optimizar la cantidad y calidad de ANT recuperados.

Se parti6 de las alicuotas de 1 mL de medio de cultivo contenido en tubos Eppendorf de 1.5
mL y se centrifugaron a 13 000 rpm por 5 min, se retir6 el sobrenadante; posteriormente se realizo
un lavado, las células fueron resuspendidas en agua grado molecular se centrifugd a 13000 rpm por
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5 min y se retir6 el sobrenadante. Se agregaron 300 pL de solucion de lisis a cada tubo y las células
fueron resuspendidas con pulsos en vortex.

La soluciéon se incub6d a 65°C en bafio maria por 30 min golpeando con los dedos el tubo
cada 10 min para favorecer el lisado de las células. Los tubos se pasaron a hielo por 5 min y se
afiadieron 150 pL del reactivo para precipitar proteinas y se agitd la mezcla por 10 s por inversion,
los tubos se centrifugaron por 10 min a 13 000 rpm. Con pipeta se transfirié el sobrenadante con
mucho cuidado de no perturbar el sedimento a otro tubo Eppendorf de 1.5 mL; al sobrenadante se le
agregaron 500 pL de isopropanol previamente enfriado a -20°C y se mezcld suavemente por
inversion, las muestras se dejaron reposar por 5 min a -20°C para favorecer la precipitacion de los
ANT.

El sedimento de ANT se obtuvo centrifugando por 10 min a 13 000 rpm, el sobrenadante se
descarto conservando la pastilla de ANT la cual fue lavada con etanol al 70% agregando 500 pL por
la pared del tubo y se vertid suavemente. El etanol fue descartado por decantacion y la pastilla se
secd con la ayuda del equipo Speed Vac Concentrator modelo DNA 1200P-115 (Thermo
Scientific) por 30 min.

Una vez seca la pastilla se resuspendié en 50 pL de buffer TE, y se dejo reposar por 1 h més
para permitir la solubilizacion de los ANT golpeando suavemente el tubo cada 15 min.

6.7.2. EXTRACCION DE mRNA
Digestion del ADN

A los tubos con 50 puL de buffer TE que contenia los ANT se les agregd 0.5 pL de DNasa I
(217/ uL; Invitrogen, Carlsbad, EUA) y se mezclo; esta mezcla se incubd a 37°C por 40 min y
posteriormente se paso a hielo. Se determind la concentracion y el indice de pureza del ARN total
con la ayuda del equipo NanoDrop. Se continu6é inmediatamente con la purificacion de ARNm

A partir del ARN total se realizo la purificacon del ARNm utilizando como base el
protocolo propuesto por el fabricante del kit comercial GenElute™ Direct mRNA Miniprep Kit
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) con algunas modificaciones para lograr la mayor
cantidad y calidad posible de ARNm. Todas las soluciones y reactivos utilizados son los contenidos

en el kit antes mencionado y se prepararon previamente como sefiala el fabricante.

Al cada tubo que contenia 50 uL. con ARN se le agregaron 200 pL de agua libre de RNasa
para ajustar el volumen a 250 pL. Se afiadieron 250 pL de solucion de union 2X a el total de la
solucion anterior completando asi 500 puL y se agitd brevemente con vortex, de esta manera se

prepard el ARNm para la unidn con las perlas oligo dT.
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Se afiadieron 15 pL de perlas oligo dT (previamente mezcladas y a temperatura ambiente) y
se mezclo el contenido a fondo por agitacion en vortex. La mezcla fue incubada a 70°C por 3 min
en bafio maria para desnaturalizar el RNA. La muestra fue retirada del bafio maria y se dejoé reposar
por 10 min a temperatura ambiente. El complejo de ARNm se centrifug6 por 2 min a 13 000 rpm y
cuidadosamente se descartd el sobrenadante por pipeteo, dejando aproximadamente 50 uL para

evitar perturbar el boton o pastilla.

La pastilla se resuspendi6 en 500 pL de solucion de lavado por pipeteo y posteriormente se
pipeted la suspension dentro de un tubo de coleccion para centrifuga con filtro, cuidando que toda la
suspension hubiera sido expulsada de la punta y que la pastilla estuviera completamente removida
del tubo. Se centrifugé 2 min a 13 000 rpm. Se removié la columna que contenia el complejo de
ARNm (perlas) y se descarto el sobrenadante, la columna se colocé de nuevo dentro del tubo de

coleccion.

Para el segundo lavado se pipetearon otros 500 pL de solucion de lavado dentro del filtro

giratorio, se centrifugd 2 min a 13 000 rpm y se descarto el sobrenadante.

La primera elucion se realiz6 transfiriendo el filtro giratorio dentro de un nuevo tubo de
coleccion y se pipetearon 50 uL. de solucion de elucion (precalentada a 70°C en bafio maria) en el
centro del filtro giratorio asegurdndose de que la solucion hiciera contacto con las perlas (complejo

de ARNm). Se incubd 5 min a 70°C y se centrifugd por 1 min a 13 000 rpm.

Para la segunda elucion se pipetearon otros 50 uL de solucion de elucion precalentada a
70°C en el centro del filtro giratorio, asegurandose de que la solucion hiciera contacto con las

perlas, se incub6 por 5 min a 70°C y se centrifugd por 1 min a 13 000 rpm.

El ARNm poli(A+) se encontraba ahora en el sobrenadante de elucion y estaba listo para su

uso inmediato o almacenamiento a -80°C. Se continud inmediatamente con la sintesis del ADNc.

6.7.3. SINTESIS DE ¢cDNA

El ADNc se sintetiz6 a partir del ARNm aislado anteriormente. Se utiliz6 el kit comercial
SuperScript™ III First-Strand Synthesis System for RT-PCR (invitrogen™ by life technologies™)

con algunas modificaciones, el procedimiento se describe a continuacion:
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En un tubo Eppendorf de 200 pL se coloco la siguiente mezcla (mezcla 1):

e Primers oligo dT 1 uL
e dNTPs 1 uL
e Muestra de ARNm 8 uL

El resto de ARNm se almacend a -80°C. El tubo se colocd en el termociclador Veriti 96 well

(Applied Biosystem) para su desnaturalizaciéon a 65°C por 5 min.

En un nuevo tubo de 200 puL se prepard la mezcla 2 cuidando el siguiente orden:

e Buffer 10X 2 ulL
e MgCl,25 Mm 4 uL
e (0.1 MdeDTT 2 uL

e Inh. RNasa (RNaseout) 1 pL
e Enzima Super Script 1 puL

Al tubo que contenia la mezcla 1 se le agregd la mezcla 2 y se colocar de nuevo en el
termociclador para el alineamiento y sintesis d¢ ADNc a 50°C por 50 min seguido de una reaccion

terminal a 85°C por 5 minutos.

Se tomo el tubo del termociclador y se agregd 1 pL. de RNasa H a la reaccidn, se coloco en el
termociclador por 20 min a 37°C para la remocion de ARN. Terminado el programa se retir6 la

reaccion y se almacend a -20°C hasta su uso.

6.7.4. MEDICION DE LA EXPRESION DE LOS GENES POR RT-qPCR

Las reacciones de qPCR tanto para las pruebas iniciales como para medir la expresion
génica de S. cerevisiae se realizaron en un termociclador LightCycler 1.5 (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Alemania) con una mezcla maestra de reaccion LightCycler® FastStart DNA

Master”™™VS

SYBR Green I (Roche Applied Science, Mannheim, Alemania). Se utilizaron capilares
de vidrio a un volumen final de 10 pL, los detalles se muestran en la tabla 6.4. Los iniciadores

utilizados fueron especificos para cada gen y se describen en las tablas 5y 6.
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Tabla 6.4. Preparacion de las reacciones de qPCR con SYBR Green Master.

Reactivo Concentracion inicial Concentracién final Volumen
SYBR Green Master 5X 1X 2.0 uL
Iniciador Directo 10 pM 200 nM 0.2 uL
Iniciador Reverso 10 pM 200 nM 0.2 uL
Agua -- -- 6.6 uL
Muestra -- -- 2.0 uL
Total -- -- 10 uL

El termociclador LightCycler 1.5 se programé como se muestra en la tabla 6.5.:

Tabla 6.5. Programacion de corrida para qPCR.

Paso del programa Temperatura Tiempo Rampa  Medicion de
fluorescencia
°O) (segundos) (°C/s)
Desnaturalizacion inicial 95 600 44
Desnaturalizacion 95 20 44
Amplificacion Alineamiento Variable 10 2.2 una vez
45 ciclos (tabla 5y 6)
Elongacion 72 20 44
95 5 2
Curva melting 65 15 2 continuo
95 - 0.04
Enfriamiento 40 5 20
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6.8. ANALISIS ESTADISTICO

Los andlisis estadisticos se realizaron en el programa estadistico Statgraphics Centurion XVI,
debido a que fue necesario un andlisis estadistico diferente para cada capitulo de resultados, estos
seran descritos en cada uno de ellos. Se utilizaron el ANOVA de uno y varios factores, el analisis de
componentes principales, el analisis de factores, el andlisis discriminante y la superficie de

respuesta.
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7.1. CAPITULO 1. Potencial de cepas no-Saccharomyces para su uso en
fermentacion alcohodlica de jugo de Agave para la produccion de tequila

100% y tequila.
7.1.1. INTRODUCCION

Las levaduras no-Saccharomyces fueron consideradas como contaminacion de las
fermentaciones alcoholicas, y durante afios se busco la manera de no tenerlas presentes en la
fermentacion. Existen reportes donde las levaduras no-Saccharomyces proliferan en las primeras
etapas de la fermentaciéon y su crecimiento es inhibido por su baja tolerancia al etanol,
aproximadamente 5 a 6 %, dando lugar a que las levaduras mas tolerantes al etanol, especies del
genero Saccharomyces, continuaran con la fermentacion (Fleet y Heard 1993, Kunkee, 1984, Fleet
y col., 1984, Ciani y Picciotti 1995). A pesar de que las levaduras no-Saccharomyces estan activas
durante un corto periodo en la fermentacion, contribuyen en la calidad aromatica de la bebida final
(Comi y col., 2001, Romano y col., 2003). Después de 1990 fueron reportadas algunas levaduras
no-Saccharomyces con la capacidad de sobrevivir durante toda la fermentacion en co-cultivo con S.

cerevisiae, donde esta fue la levadura mayoritaria durante la fermentacion (Ciani y Picciotti 1995).

Se conoce que durante el proceso de elaboracion de bebidas de Agave en la etapa de
fermentacion se encuentran consorcios estables de bacterias y levaduras en fermentaciones
espontaneas (Lappe-Oliveras y col., 2008). En el proceso de elaboracion del tequila han sido
identificados diferentes géneros de levaduras no-Saccharomyces tales como, Brettanomyces,
Candida, Hanseniaspora, Kluyveromyces, Pichia, Saccharomycoides, Zygosaccharomyces,
Torulaspora e Issatchenkia (Lachance, 1995), los cuales también han sido identificados en otras

bebidas alcohdlicas como el vino.

Actualmente existe un creciente interés en el estudio de las levaduras no-Saccharomyces
durante la fermentacion, al saber que estas son las principales responsables de la produccion de
diferentes aromas deseados en las bebidas (Carrau y col., 2008, Blanco y col., 2008, Ciani y col.,
2010). Investigaciones recientes en vino demuestran que las cepas no-Saccharomyces son capaces
de producir etanol y tolerar altas concentraciones, hasta el momento solo una investigacion reporta
un cultivo puro de Pichia kudriavzevii con la cual se realiz6 una fermentacion de vino (Sharma y

col., 2011).
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Las levaduras no-Saccharomyces en comparacion con Saccharomyces, tienen la capacidad
de sintetizar varias enzimas extracelulares tales como esterasas y B-glucosidasas las cuales poseen
un importante rol en las caracteristicas aromaticas del vino, convirtiendo los compuestos
precursores de aromas en el jugo de uva a compuestos aromaticos activos (Charoenchai y col.,

1997).

Las levaduras no-Saccharomyces del género Hanseniaspora producen altas concentraciones
de compuestos volatiles deseados en las bebidas tales como: acetato de etilo (aroma frutal, pero por
arriba de los 200 mg/L es un aroma a solvente (Mamede y col., 2005)), acetato de feniletilo (aroma
floral), alcohol fenetilico (aroma rosas) y acetoina (aroma a mantequilla), los cuales impactan en el
bouquet (Romano y col., 2003, Moreira y col., 2005). En la busqueda de aumentar la cantidad de
aromas en el vino se han realizado estudios en fermentaciones de jugo de uva Pinot noir y
Chardonnay fermentados con levaduras Pichia membranaefaciens, y jugo de uva Chardonnay
fermentado con Kloeckera apiculata produciendo concentraciones similares de acetato de etilo,

acetato de isoamilo, acetaldehido y etanol (Mamede y col., 2005).

En la fermentacion de malta para la produccion de cerveza, también se ha pretendido
utilizar levaduras no-Saccharomyces para incrementar el perfil aromatico de la cerveza, teniendo
que C. tropicalis muestra un mejor crecimiento que el presentado por S. cerevisiae, demostrando
ser una buena candidata para estudios posteriores en la fermentacion de malta (Alloue-Boraud y

col., 2015).

En este capitulo se presenta el estudio del potencial de las levaduras no-Saccharomyces
para la realizacion de fermentaciones en jugo de Agave tequilana Weber var. azul en cultivo puro
evaluando sus capacidades fermentativas en base a la produccién de etanol y produccion de
compuestos volatiles, especialmente ésteres, en comparacion a lo producido por una cepa control S.

cerevisiae (ARS).

7.1.2. METODOLOGIA

Para este capitulo se utilizaron 12 cepas de levaduras de la coleccion de CIATEJ, las cuales
fueron: Kluyveromyces marxianus (OFF1, GRO6, DU3, SLP1), Torulaspora delbrueckii (DI, DI1),
Pichia kluyveri (GRO3), Zygosaccharomyces bisporus (ML2), Z. bailii (ML3), Z. rouxii (CF),

Shizosaccharomyces pombe (MN). Todas las no-Saccharomyces fueron aisladas de procesos
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fermentativos de mezcal en los estados de Guerrero, Oaxaca y San Luis Potosi. Una
Saccharomyces cerevisiae (ARS) que fue aislada de un proceso fermentativo de tequila, la cual se
utilizd como referencia o control. Las fermentaciones se realizaron en matraz Erlenmeyer de 125

mL con un volumen de 50 mL a una concentracion inicial de azicar de 100 g/L.

Los medios de fermentacion fueron jugo de Agave (Agave tequilana Weber var. azul), y
medio minimo (M11) con glucosa, fructosa, piloncillo y melaza como fuente de carbono. (El

piloncillo se obtuvo de manera comercial de una tienda y la melaza fue obtenida de la industria).

El medio M11 se formulo con las siguientes concentraciones, 0.4 g/L de extracto de
levadura, 1 g/l de (NH4),SOs, 0.982g/L de Ca(NOs;),'4H,0, 1.688 g/L de MgSO,, 2.227 g/L de
K,HPO,, 100 g/L de fuente de carbono, ajustando el pH final a 4.5 + 0.2 con HCI.

Para tener las levaduras en el mismo estado fisiologico al inicio de la fermentacion
independientemente de la fuente de carbono en el medio de fermentacion, los indculos se
prepararon en caldo YPD (10 g/L de extracto de levadura, 20 g/L de bactopeptona, 20 g/L de

glucosa), donde no hay limitacion de nutrientes, y se incubaron a 30°C y 250 rpm de 18 a 20 h.

Se realizaron duplicados de fermentacién y se inocularon con 1X10°cel/mL incubandolos a
30°C y 100rpm por 72h. Se tomaron muestras inicial y final. Los azucares reductores totales se
midieron por la técnica de Miller con el reactivo de DNS. Para la medicion del etanol y compuestos

volatiles se utilizo6 HS-GC, metodologia previamente descrita en el capitulo 6 materiales y métodos.

7.1.3. RESULTADOS.

Se probaron las 11 cepas de levaduras no-Saccharomyces (mas una S. cerevisiae como
referencia) en diferentes medios de fermentacion para determinar sus caracteristicas fermentativas
asi como la produccion de los principales compuestos volatiles incluyendo esteres (en particular el

acetato de etilo como referencia).
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7.1.3.1. PRODUCCION DE ETANOL.

Las concentraciones mas altas de etanol obtenidas para las diferentes cepas se obtuvieron en
jugo de Agave (figura 7.1.1.). La cepa de referencia ARS (S. cerevisiae) fue la que produjo la
mayor concentracion de etanol, pero las cepas del género Kluyveromyces (OFF1, SLP1, DU3,
GRO?3) en jugo de Agave y piloncillo produjeron concentraciones similares a ARS (S. cerevisiae).
En glucosa las cepas no-Saccharomyces que produjeron la mayor concentracion de etanol fueron las
Zygosaccharomyces (ML2, ML3, CF). Cabe destacar la cepa ML2 la cual produjo en el medio con
glucosa una gran cantidad de etanol, fue la que menos produjo en los medios con fructosa, melaza y
piloncillo. Las cepas del genero Torulaspora (DI, DI1) muestran que son las que producen la mayor
cantidad de etanol en el medio con melaza sin embargo en el medio con glucosa son de las que

menos etanol producen.

En jugo de Agave las capacidades fermentativas de las no-Saccharomyces en comparacion
con S. cerevisiae son similares, sin embargo, en los demas medios de fermentacion se observo una
concentracion de azucar residual alta, especialmente en los medios donde la fuente de carbono era
fructosa o glucosa (Figura 7.1.2.), esto ligado a bajas concentraciones de produccion de etanol, en
comparacion con lo que se puede observar en la figura 7.1.3. donde los rendimientos de etanol de la
cepa ARS (S. cerevisiae) en comparacion con las no-Saccharomyces, lo que se corrobora con una
alta concentracion de azucares residuales en los medios de fermentacion formulados (Figura

7.1.2.).

Estos resultados ponen en evidencia que las levaduras no-Saccharomyces estan adaptadas al
medio de jugo de Agave o bien este les proporciona los nutrientes necesarios no solo para su
crecimiento sino, también para poder producir una buena concentracién de etanol, por lo que
muestran un rendimiento de etanol aceptable para la industria tequilera. E1 medio utilizado para la
comparacion del efecto de la fuente de carbono probablemente no tiene los nutrientes necesarios,
pero esto pone en evidencia la importancia no solo de la fuente de carbono, sino también, que los
demas nutrientes juegan un papel importante en el metabolismo para la produccion de los

compuestos volatiles deseados.

De la Torre Gonzalez y col., (2016) reportan que la presencia de glucosa en el medio como
unica fuente de carbono aumenta la tolerancia al etanol, mientras que la presencia de fructosa como

unica fuente de carbono provoca una disminucion a la tolerancia de etanol en levaduras tanto
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Saccharomyces como no-Saccharomyces. Si la presencia de glucosa como unica fuente de carbono
aumenta la tolerancia al etanol, las levaduras no-Saccharomyces podrian llegar a terminar la
fermentacion por si solas, puesto que se atribuye que no terminan la fermentacion por su baja
tolerancia al mismo. En el presente trabajo se observd que independientemente del carbohidrato
presente en el medio de cultivo, cada una de las levaduras presenta un comportamiento diferente,
siendo la produccion de etanol en algunas ocasiones mejor con fructosa que con glucosa. Si
consideramos que las levaduras provienen de procesos fermentativos de jugo de Agave, han sido
adaptadas de manera natural a este jugo, el cual contiene una mayor concentracion de fructosa que
de glucosa. La glucosa al ser el carbohidrato mas comun en los alimentos, es el primero en ser
metabolizado por los microorganismos, debido a esto, solo existe la presencia de glucosa durante
las primeras horas de la fermentacion, quedando con fructosa como unica fuente de carbono en el
medio cuando se trabaja con jugo de Agave.

En la busqueda de nuevas levaduras que puedan realizar la fermentacion con un incremento
de la concentracion de aromas en la bebida final se ha recurrido a comparar diferentes levaduras no-
Saccharomyces con S. cerevisiae, en diferentes bebidas alcohdlicas como en cerveza donde
Candida tropicalis presenta un crecimiento mejor en extracto de malta que el presentado por S.
cerevisiae (Alloue-Boraud y col., 2015). Al igual que en este trabajo, puede llegar a haber otras
levaduras que presenten mejores rendimientos de crecimiento o produccion de etanol que los que se

tienen con S. cerevisiae.

Las levaduras presentan un comportamiento particular y unico, debido a que se utilizan
como productoras de alcohol en las bebidas alcohodlicas, es de suma importancia evaluar la
capacidad que tiene cada una de ellas para poder generar etanol a partir de las diversas fuentes de
carbono, se pretende llegar a utilizar estas levaduras en fermentaciones de jugo de Agave para la
produccion de tequila. Por lo que podemos evaluar en base a la produccion de etanol, que todas las
levaduras son buenas candidatas para llegar a realizar una fermentacion alcoholica en jugo de Agave
con el objetivo de producir tequila, ahora falta revisar y evaluar los demds pardmetros, para
determinar cudl de las levaduras es mejor, no solo en produccion de etanol, sino también, en

produccién de compuestos que contribuyan al perfil aromatico de la bebida de una manera positiva.
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Figura 7.1.1. Grafica de la concentracion de etanol producida a las 72 h por las 12 cepas de

levaduras en los diferentes medios de fermentacion.
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Figura 7.1.2. Gréfica de la concentracion de azucar residual de las 12 cepas de levaduras a las 72h

de fermentacion, en los diferentes medios.
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ura 7.1.3. Grafica del rendimiento de conversion del azucar a etanol de las 12 cepas de levaduras a

las 72h en los diferentes medios de fermentacion.

7.1.3.2. PRODUCCION DE COMPUESTOS VOLATILES.

En la figura 7.1.4. se muestran las concentracion de acetaldehido a las 72 h de

fermentacion, donde se puede apreciar que las cepas DI y DIl (7. delbrueckii) presentan las

concentraciones mas altas, lo que demuestra que fue una fermentacion incompleta. Las levaduras

del genero Kluyveromyces (OFF1, DU3, SLP1, GROG6) presentan una alta concentracion de

acetaldehido en el medio donde la fuente de carbono fue el piloncillo, sin embargo, la concentraciéon

de etanol es similar a la producida en JA.
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Figura 7.1.4. Grafica de la concentracion de acetaldehido producido a las 72h por las 12 cepas de

levaduras en los diferentes medios de fermentacion.
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El acetato de etilo es el éster que se produce en mayor concentracion durante la
fermentacion de jugo de Agave para la produccion de tequila, por lo que su utiliza como indicador
de la concentracion de esteres producidos. Se puede apreciar en la figura 7.1.5. que en el medio de
fermentacion con fructosa es donde mas acetato de etilo se produce. Las cepas del genero
Kluyveromyces son las mayores productoras de acetato de etilo en los diferentes medios con
respecto a las demas cepas no-Saccharomyces. La cepa GRO3 (P. kluyveri) en el medio con glucosa
es la que produce la mayor cantidad de acetato de etilo asi mismo sobre fructosa también produce
una gran cantidad de este éster. Comparando la cepa DU3 (K. marxianus) con las demas cepas que
no son Kluyveromyces es una buena productora de acetato de etilo en los 5 diferentes medios y si la
comparamos con la cepa OFF1 en jugo de Agave la DU3 produce mayor cantidad de acetato de
etilo. La cepa ARS (S. cerevisiae) produce una baja concentracion de esteres en comparacion con
las cepas de levaduras de los géneros Kluyveromyces y Pichia, quedando al final las cepas de
levaduras de los géneros Torulaspora, Zygosaccharomyces y Shizosaccharomyces las cuales
presentan una produccion similar a las obtenidas por la cepa ARS (S. cerevisiae). Si bien, las cepas
no-Saccharomyces se consideran como las productoras de aromas durante la fermentacion, no todas
las cepas de levaduras no-Saccharomyces tiene la capacidad de generar una alta producciéon de
esteres que contribuyen al aroma final de la bebida. Por lo que es necesario el estudio de las

capacidades fermentativas de cada una de ella en cultivo puro.
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Figura 7.1.5. Grafica de la concentracion de acetato de etilo producido a las 72h por las 12 cepas de

levaduras en los diferentes medios de fermentacion.
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Los alcoholes superiores que se producen en mayor concentracion son los alcoholes
amilicos seguidos del isobutanol, 1-propanol y 1-butanol. Cada una de las levaduras presenta un
perfil de produccion de alcoholes superiores diferente. En la figura 7.1.6 se presentan las
concentraciones de 1-propanol producidas por cada una de las cepas de levaduras donde se puede
apreciar que en el medio con fuente de carbono melaza y piloncillo es donde se registran las
mayores concentraciones producidas, siendo las cepas ML3 (Z. bailli) y CF (Z. rouxii) las que
producen la mayor concentracion. En la figura 7.1.7. se muestran las concentraciones de
isobutanol, donde se puede apreciar que las levaduras Kluyveromyces (OFF1, GRO6, SLP1, DU3)
presentan una produccion mayor en comparacion a lo que produce la cepa ARS (S. cerevisiae),
mientras que las cepas MN (S. pombe), GRO3 (P. kluyveri) y ML2 (Z. bisporus) producen una
concentracion menor comparado con lo producido por AR5 (S. cerevisiae). En la figura 7.1.8. se
presenta la concentracion de 1-butanol producido, donde se observa que todas las cepas producen
concentraciones similares de este alcohol, solo se destaca que con la cepa GRO3 (P. kluyveri) no se

detectd la produccion en los medios con fructosa, glucosa y melaza.

La cepa control ARS (S. cerevisiae) produce una concentraciéon de alcoholes amilicos
mayor (Figura 7.1.9.). Del mismo modo se puede observar que las cepas de Kluyveromyces (OFF1,
GRO6, SLP1, DU3), presentan concentraciones de alcoholes amilicos superiores a las producidas
por la cepa control. La cepa MN (S. pombe) es la que presenta concentraciones menores a las

producidas por la cepa control.
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Figura 7.1.6. Grafica de la concentracién de 1-propanol producido a las 72h por las 12 cepas de

levaduras en los diferentes medios de fermentacion.
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Figura 7.1.7. Gréafica de la concentraciéon de isobutanol producido a las 72h por las 12 cepas de

levaduras en los diferentes medios de fermentacion.
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Figura 7.1.8. Grafica de la concentracion de 1-butanol producido a las 72h por las 12 cepas de

levaduras en los diferentes medios de fermentacion.
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g
ura 7.1.9. Grafica de la concentracion de alcoholes amilicos producidos a las 72h por las 12 cepas

de levaduras en los diferentes medios de fermentacion.
7.1.3.3. ANALISIS ESTADISTICO.

Se realiz6 un analisis estadistico discriminante para determinar el comportamiento de las
cepas de levaduras en los diferentes medios y del mismo modo evaluar el efecto de la fuente de
carbono, considerando como variables de respuesta la concentracion de azlcar residual,
rendimiento de produccion de etanol, y concentracion de los principales compuestos volatiles que

fueron, acetaldehido, acetato de etilo, 1-propanol, 1-butanol, isobutanol y alcoholes amilicos.

El andlisis discriminante agrupa los datos en 4 diferentes funciones, donde la funcion 1 [-
0.0485378 * (Acetaldehido) + 0.0625308 * (Acetato de etilo) - 0.307179 * (1-Propanol) + 0.425002
* (Isobutanol) - 0.25743*(1-Butanol) - 0.354149 * (Alcoholes amilicos) + 1.25136 * (Azucares
residuales) + 1.18244 * (Rendimiento de etanol)] explica el 76.36%, mientras que la funcion 2
[0.20256 * (Acetaldehido) + 0.154332 * (Acetato de etilo) + 0.821 * (Propanol) + 0.100915 *
(Isobutanol) — 0.436445 * (1-Butanol) — 0.750662 * (Alcoholes amilicos) + 0.369924 * (Azucares
residuales) — 0.451275 * (Rendimiento de etanol)] explica un 18.73%. Las 4 funciones fueron
analizadas por un ANOVA donde se demuestra que hay diferencia estadisticamente significativa en
las 4 funciones, tanto para la fuente de carbono como para la cepa de levadura utilizada. En la
figura 7.1.10. se muestra la grafica de las funciones 1 y 2 del analisis discriminante donde se puede
apreciar que las fuentes de carbono se agrupan de acuerdo a su naturaleza quimica, en el cuadrante
superior izquierdo se tiene la melaza y el piloncillo los cuales son productos de la cafia de azucar y
por tanto tienen una composicion quimica similar, mientras que en el cuadrante superior derecho se
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encuentran la glucosa y la fructosa. Finalmente al centro y abajo el jugo de Agave, con lo que se
pueden formar 3 grupos. También se puede observar que en el cuadrante superior estan las
fermentaciones realizadas en medio mineral con las diferentes fuentes de carbono, mientras que en
la parte inferior se encuentra el jugo de Agave. En el grupo del jugo de Agave se observan algunos
puntos del medio minimo con glucosa, esto puede deberse a que la glucosa es el carbohidrato mas
comun, y puede activar las vias de sintesis de varios compuestos, a pesar de que en el jugo de Agave

es la fructosa quien estd en mayor concentracion.
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Figura 7.1.10. Gréfica de funciones discriminantes de las fuentes de carbono.

Para realizar la seleccion de las cepas con las que se continu6 trabajando se tomo en cuenta
la concentracion de acetato de etilo producido, debido a que es el éster que se produce en mayor
concentracion y también se considerd el rendimiento de etanol, puesto que es una fermentacion
alcohdlica, por lo que se realizo el andlisis de la correlacion de estos 2 factores con el andlisis
discriminante, observando en la figura 7.1.11. que las cepas del genero Kluyveromyces (OFF1,
DU3, GRO6, SLP1) y la cepa GRO3 (P. kluyveri) son las que producen la mayor concentracion de

acetato de etilo con rendimientos similares a la cepa control ARS (S. cerevisiae).
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Figura 7.1.11. Gréfica de correlacion entre el acetato de etilo y el rendimiento de etanol, del

analisis discriminante de las 12 cepas de levaduras.

Si bien, los esteres son compuestos responsables de dar aromas al tequila, también los
alcoholes superiores aportan notas aromaticas deseadas, por lo que se graficaron los 3 alcoholes
superiores que se produjeron en mayor concentracion (figura 7.1.12.), teniendo que la cepa OFF1

(K. marxianus) es la que presenta la mayor concentracion de alcoholes superiores producida.
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Figura 7.1.12. Gréfica de la correlacion del anélisis discriminante de los 3 principales alcoholes

superiores producidos por las 12 cepas de levaduras.
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Las cepas de levaduras Kluyveromyces mostraron ser buenas candidatas para continuar
trabajando con ellas, pero debido a que en el tequila una alta concentracion de alcoholes superiores
no es aceptada por la norma oficial mexicana, debido a su riesgo de toxicidad, se descartd la cepa
OFF1 (K. marxianus). Se seleccioné la cepa DU3 (K. marxianus) por tener el segundo lugar de las
cepas del genero Kluyveromyces en la produccion de esteres y rendimiento de etanol (figura
7.1.11.). La segunda cepa que se selecciond fue la cepa GRO3 (P. kluyveri) por su alta produccion
de esteres (figura 7.1.11.) y baja produccion de alcoholes superiores (figura 7.1.12.). Finalmente se
selecciono la cepa DI (7. delbrueckii) para tener una cepa no-Saccharomyces con un perfil similar

al de la cepa control AR5 (S. cerevisiae).

La seleccion de cepas de levaduras para la fermentacion, va a depender de lo que se busque
en el producto final, teniendo que recientemente en la industria del vino se pretende la reduccion de
la concentracion de etanol pero al mismo tiempo aumentar la concentracion de esteres. Una manera
de poder encontrar levaduras que puedan realizar esta accion es ir a las fermentaciones naturales y
lugares de trabajo para la recuperacion y caracterizacion de cepas adaptadas naturalmente a los
procesos, como el aislamiento de levaduras de los vifiedos para la produccion de vino (Rossouw y
Bauer 2016). Con el objetivo de disminuir la concentracioén de etanol se ha probando con levaduras
que anteriormente no se consideraban buenas fermentadoras. Williopsis saturnus puede formar
bajos niveles de etanol, ademéas de reducir también la concentraciéon de alcoholes superiores (Aung

y col., 2015).

7.1.4. CONCLUSION.

Esta primera etapa del estudio destaca grandes diferencia a nivel de la produccion de etanol

en funcion de la fuente de carbono empleada en combinacion con la cepa de levadura.

Las cepas de levaduras no-Saccharomyces son buenas productoras de etanol y aromas
(ésteres) en fermentaciones de jugo de Agave, y las cepas de K. marxianus producen la mayor
cantidad de acetato de etilo por lo que son posibles candidatas para fermentar en cultivos puros sin

S. cerevisiae y asi aumentar la concentracion de esteres.

En la fermentacion, la fuente de carbono parece no ser el principal factor que afecta la
capacidad fermentativa de la levadura, sino mas bien, el factor cepa de levadura utilizada para la

fermentacion y la deficiencia de nutrientes.
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Comparando los diferentes medios utilizados se destaca el comportamiento de las levaduras
sobre el medio a base de jugo de Agave. Cabe mencionar que las levaduras utilizadas para este
estudio fueron aisladas de jugos de Agave de diferentes especies por lo que es un medio que

contiene muchos macro y micronutrientes que favorecen el buen desarrollo de las levaduras.

En la produccion de esteres destaca la influencia de la fructosa y la glucosa en el caso de
algunas de la cepas en donde se observa un incremento importante de la concentracion de esteres

producidos.

Con los resultados obtenidos en esta primera etapa se seleccionaron las cepas DU3
(Kluyveromyces marxianus), GRO3 (Pichia kluyveri) y DI (Torulaspora delbrueckii), como las
cepas no-Saccharomyces que se utilizaran para continuar con la siguiente etapa del proyecto. En el
planteamiento inicial estaba planeado seleccionar inicamente una levadura sin embargo a la vista
de estos resultados se tomd la decision de seguir trabajando con 3 cepas pertenecientes a 3 especies
de levaduras diferentes para enriquecer el trabajo y los conocimientos sobre estas levaduras en lo

particular.

PERSPECTIVA DEL USO DE LAS LEVADURAS NO-SACCHAROMYCES
ANALIZADAS EN ESTE TRABAJO.

El uso de levaduras actualmente en la industria biotecnolégica va en aumento y no solo
para la produccion de bebidas alcohdlicas. Los saborizantes son moléculas biol6gicamente activas y
con un gran interés comercial en la industria de alimentos, cosméticos, detergentes e industrias
farmacéuticas. La produccion de sabores puede realizarse mediante la extraccion de compuestos
vegetales, sintesis quimica, bio-conversidn enzimatica de precursores o sintesis de novo. Las
técnicas biotecnologicas mediante la ingenieria metabolica, muestran actualmente buenas
eficiencias de produccion para los llamados bio-saborizantes, los cuales son sabores naturales y/o
fragancias que se obtienen de sistemas enzimaticos o celulares (Carlquist y col., 2015). Algunas de
las levaduras estudiadas en este trabajo muestran un potencial en la producciéon de estos
saborizantes de manera natural sin necesidad de manipulacion genética. En especial las no-
Saccharomyces muestran ser las principales candidatas para explotar la industria en la produccion

de este tipo de compuestos.
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7.2. CAPITULO 2. Influencia de la temperatura y la agitacion durante
la fermentacion de jugo de Agave y medio semi-sintético con
levaduras no-Saccharomyces para la produccion de etanol y
compuestos volatiles.

7.2.1. INTRODUCCION

La temperatura juega un papel importante durante la fermentacion debido a que las
levaduras tienen un 6ptimo de crecimiento entre 25 y 30°C, por lo que las fermentaciones se
realizan en este rango de temperatura, favoreciendo el crecimiento de las mismas.

La fermentacion alcoholica tiene como principal objetivo de producir etanol, es por esto que
muchas investigaciones han sido encaminadas en la produccion de etanol dejando de lado los
compuestos que son responsables del perfil aromatico de las bebidas alcoholicas. Se ha demostrado
que la levadura Kluyveromyces marxianus es capaz de fermentar a temperaturas superiores en
comparacion con las temperaturas que S. cerevisiae soporta, industrialmente 5°C de diferencia en el
proceso puede repercutir considerablemente en los costos de produccion, por lo que K. marxianus
es una opcion viable que se considera actualmente para la produccion de etanol (Abdel-Banat y col.,
2010).

La temperatura es un factor que afecta la produccion de esteres observando que en
fermentaciones con S. cerevisiae realizadas a 15°C se producen mayor cantidad de aromas frutales
comparado con fermentaciones realizadas a 28°C en vinos (Molina y col., 2007). La fermentacion a
bajas temperaturas favorece la produccion de ésteres y modifica la composicion de lipidos celulares
en levaduras, en vinos puede atribuirse este fendmeno a la retencion de terpenos, a la reduccion en
alcoholes superiores y de un incremento en la produccion de ésteres de etilo y acetato con el total de
compuestos volatiles, ademds de que el medio de cultivo proporciona precursores para la formacion
de estos (Beltran y col., 2008).

Cuando se realizan fermentaciones por debajo de los 15°C se ha visto que el aroma en el
vino aumenta debido a la retencion de aromas en el vino por las bajas temperaturas, el metabolismo
de los microorganismos también es afectado por la temperatura, observando cambios en el
crecimiento y produccion de compuestos aromaticos (Andorra y col., 2010b).

Se ha reportado que cuando existe una alta concentracion de acidos grasos insaturados en el
medio provoca que exista una baja produccion de etil ésteres, pero en fermentaciones a altas
temperaturas con una alta concentracién de acidos grasos las levaduras producen octanoato y
decanoato de etilo. Los ésteres aromaticos son formados intracelularmente por las levaduras, los etil
esteres se difunden facilmente al medio de fermentacion, pero para los ésteres de acidos grasos la
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difusion se obstaculiza por el tamafio de las cadenas de acidos grasos y su hidrofobicidad al medio
(Saerens y col., 2008).

La produccion de ésteres por las levaduras esta afectado por diversos factores, Yamada
(1927) estudio Willia anomala (Pichia anomala) aislada de la superficie de la tina de fermentacion
de Sake observando que la aerobiosis es una de las condiciones de fermentaciéon que mas afectan
positivamente a la produccion de ésteres, teniendo una alta concentracion de estos compuestos al
final en la bebida. Este mismo fendémeno lo observo Peel (1951) con Hansenula anomala (Pichia
anomala) ya que en condiciones anaerobicas no logro producir estos compuestos. La habilidad de
algunas levaduras de producir trazas de ésteres es una propiedad de muchas levaduras como H.
anomala que logra producir 25 mmol de acetato de etilo por cada 100 mmol de glucosa consumida
en condiciones aerdbicas, por lo que la formacion del acetato de etilo es un proceso aerdbico
(Davies y col., 1951), otros estudios demuestran que la produccion de acetato de etilo por Candida
pseudotropicalis fue favorecido en condiciones aerdbicas mientras que en condiciones anaerobicas
solo se produjo etanol, ademas en un medio deficiente de metales también se favorece la produccion
de ésteres (Willetts y col., 1989).

72.2. MATERIALES Y METODOS

Para las fermentaciones realizadas en este capitulo se utiliz6 medio YPD para la
preparacion de los inoculos y medio M11 para la realizacion de las fermentaciones a nivel matraz
Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de medio y tapon de algodon. Para las condiciones variables se
siguié un experimento de superficie de respuesta considerando 3 niveles (alto, medio y bajo) de
temperatura y agitacion (Tabla 7.2.1.).

Tabla 7.2.1. Superficie de respuesta.

Agitacion

250 rpm | 175 rpm | 100 rpm

. | 35°C| AA AC AB
2
£ | 25°C| ca cC CB
o
E» 20°C | BA BC BB

Donde los resultados de todas las variables de respuesta se midieron a las 72h de
fermentacion. Se consideraron como variables de respuesta; la poblacion de levaduras,
concentracion de aziicar residual, etanol, esteres, (acetato de etilo y acetato de isoamilo) y alcoholes
superiores (1-propanol, isobutanol, alcoholes amilicos).
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A partir de los resultados de la concentracion de azicar residual y la producciéon de etanol
se calcularon los rendimientos para cada una de las fermentaciones en las diferentes condiciones.

De todas las fermentaciones se realizd el monitoreo de la poblacién y la evolucion de la
concentracion en el consumo de aziicar, con lo que se determinaron las velocidades de crecimiento
en base a la ecuacion de Monod y consumo de azficar, mediante el calculo de p.

Para realizar el calculo de las velocidades, se ajustaron los datos a un modelo matematico
con el programa curve fit expert de acuerdo a las siguientes ecuaciones (Tabla 7.2.2.).

Tabla 7.2.2. Modelos matematicos que se utilizaron con el programa
curve fit expert para modelar los resultados de las fermentaciones.

Modelo Ecuacion
Harris 1
'u' _-—
“ (a+bx°)
MMF (ab + cx9)
y=-—"
l (b +x9)
Logistico — a
=
YT+ be)
Richard _ a
};l' =

(1 + eb—cle.-"ri

Existen diversas leyes de velocidad de crecimiento celular. Sin embargo, la expresion que
comunmente se usa es la ecuacion de Monod para el crecimiento exponencial:

dx/dt=ux

Al resolver la ecuacion anterior, tendremos que la velocidad maxima de crecimiento en la
fase exponencial de un cultivo estd dada por:

InX=pmaxt
Por lo que al graficar el tiempo de la fase exponencial de la cinética contra el logaritmo
natural del crecimiento celular la pendiente de esta ecuacion corresponde a la velocidad maxima de

crecimiento. Por lo que las velocidades maximas de crecimiento fueron calculadas en Microsoft
Office Excel ®.
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Para la determinacion de la velocidad de consumo de azicar, esta fue calculada mediante el
calculo de la pendiente, realizando un ajuste matematico de los resultados con el programa curve fit
expert mediante la ecuacion.

Exponential Fit: y = ae”(bx)

Obteniendo el valor de b, correspondiente a la velocidad de consumo de azucar expresada
en g/h

7.2.3. RESULTADOS

7.2.3.1. Poblacion de levaduras, cinéticas y velocidades maximas de crecimiento.

La evolucion del crecimiento de las levaduras durante las 72 horas en que se realizo el
experimento se muestra en la figura 7.2.1. donde se aprecian del lado izquierdo las fermentaciones
en medio M11 y del lado derecho las fermentaciones en JA. En la tabla 7.2.3. se muestran las
velocidades de crecimiento que fueron calculadas con el modelo de crecimiento MMF.

La cepa ARS (S. cerevisiae) presenta un crecimiento mayor en JA (mayor a 1 E+08)
comparado con el observado en medio M11 (menor a 1 E+08), se puede decir que es una cepa
robusta, debido a que las variaciones de la temperatura y de la agitacion parece no tener un efecto
en el crecimiento (Figura 7.2.1.). Las velocidades maximas de crecimiento y consumo de azucar
son similares e independientes de los factores estudiados. Donde se observan diferencias es en el
factor medio de fermentacion, teniendo velocidades de crecimiento mayores en JA (Tabla 7.2.3.).

El crecimiento de la cepa DU3 (K. marxianus) en medio M11 se observa homogéneo a
diferencia de lo que se observa en medio JA. La velocidad de crecimiento fue afectada por la
temperatura, puesto que a temperaturas bajas se observan velocidades menores. Esto coincide con el
efecto que tiene la temperatura sobre el metabolismo de las levaduras y la caracteristica que tiene la
cepa DU3 (K. marxianus) al pertenecer al género Kluyveromyces que se caracterizan por ser
termotolerantes.

La levadura GRO3 (P. kluyveri) en medio M11 muestra un crecimiento alto en comparacion
con las demds levaduras, siendo afectada tunicamente por la temperatura, teniendo que a
temperatura alta de 35°C la poblacion total de levaduras es menor. La temperatura entre 25 y 30°C
favorece en crecimiento, observandose la mas alta poblacion de levaduras en esta temperatura, tanto
en medio M11 como en JA. La agitacion parece no tener efecto sobre el crecimiento (Figura
7.2.1.). Las velocidades de crecimiento coinciden con la temperatura y agitacion donde se
obtuvieron las poblaciones maximas (Tabla 7.2.3.).

Finalmente el crecimiento de la cepa DI (7. delbrueckii) fue el mas afectado por efecto
tanto de la temperatura como de la agitacion (Figura 7.2.1.) observando un crecimiento
practicamente nulo a temperatura de 35°C y una agitacion de 150 rpm (AC). Esta cepa en particular
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mostro ser la menos robusta comparada con las deméas no-Saccharomyces estudiadas, a pesar de ser
genéticamente la cepa mas parecida a S. cerevisiae. Las velocidades de crecimiento son las mas
bajas en comparacion con las demds cepas estudiadas, teniendo el mejor desempeiio a 30°C y
siendo afectada tanto al subir como al bajar la temperatura (Tabla 7.2.3.).

El crecimiento de cada una de las levaduras estudiadas es diferente en cada medio y las
reacciones a los cambios de temperatura y agitacion son muy distintos, lo que hace suponer que las
cepas de levaduras pudieron tener una adaptacion de manera natural al jugo de Agave, puesto que se
observa en su desempefio al crecer de una mejor manera en JA en comparacion a los crecimientos
obtenidos en medio M11.

Figura 7.2.1. Cinéticas de crecimiento de las cepas ARS (S. cerevisiae), DU3 (K. marxianus),
GRO3 (P. kluyveri), DI (T. delbrueckii) en medio M11 y JA.
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Cinéticas de crecimiento de GRO3 M11

Cinéticas de crecimiento de GRO3 JA
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Tabla 7.2.3. Velocidades maximas de crecimiento ([y.x) de las cepas ARS (S. cerevisiae),

DU3 (K. marxianus), GRO3 (P. kluyveri) y DI (T. delbrueckii) en medio M11 y JA.

ARS M1l JA

250 rpm 175 rpm 100 rpm 250 rpm 175 rpm 100 rpm
35°C  0.19+0.07 0.35+0.03  0.28+0.03 0.31+0.14  0.27+0.01 0.33+0.11
30°C 0.38+0.03 0.53+0.01 0.35+0.06 044+0.03  0.46+0.02 0.40+0.00
25°C  0.18+0.04 0.29+0.02  0.20+0.01 0.26+0.09  0.23+0.00 0.19+0.02
DU3 M1l JA

250 rpm 175 rpm 100 rpm 250 rpm 175 rpm 100 rpm
35°C 037+001 0.68+0.02 0.56+0.02 0.38+0.07  0.18+0.00 0.29+0.10
30°C  0.51+0.01 0.47+0.04 0.51+0.00 0.57£0.00  0.56+£0.00 0.51+0.01
25°C  032+0.05 0.28+0.05 0.29+0.01 0.38+0.00  0.37+0.01 0.16 +0.06
GRO3 M1l JA

250 rpm 175 rpm 100 rpm 250 rpm 175 rpm 100 rpm
35°C 0.25+0.02 0.34+0.05 0.34+0.00 0.38+0.00  0.19+0.00 0.27+0.02
30°C 0.54+0.00 0.50+0.01 0.46+0.10 0.49+0.04  0.55+£0.09 0.56+0.01
25°C  043+0.01 0.25+0.01 0.19+0.01 0.56+0.10  0.25+0.01 0.27+0.05
DI M1l JA

250 rpm 175 rpm 100 rpm 250 rpm 175 rpm 100 rpm
35°C 0.11+0.02 0.22+0.02 0.18+0.01 0.08+0.002 0.22+0.02  0.13+0.09
30°C 046+0.03 0.44+0.13 0.47+0.01 0.23+0.09  0.29+0.02  0.36+0.00
25°C  0.26+0.01 0.26£0.01 0.21 +0.02 0.35+0.01  0.21+0.01 0.22+0.03

Unidades de velocidad méaxima de crecimiento expresadas en h™.
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7.2.3.2. Consumo de aziicar, cinéticas y velocidades de consumo de azucar.

Las cinéticas de consumo de azcar de ARS (S. cerevisiae) en medio M11 presentan
diferencias en la velocidad y la concentraciéon de azucar final (Figura 7.2.2.). El medio JA se
observan diferencias en la velocidad de consumo de azlcar; siendo mayores en medio JA en
comparaciéon a las obtenidas en medio M11 (Tabla 7.2.4.) y a las 60 horas de fermentacion el
consumo de azlcar es casi total para todas las condiciones estudiadas en JA.

La cepa DU3 (K. marxianus) presenta cinéticas de consumo de aztcar con diferentes
velocidades por efecto de la temperatura y la agitacion, al igual como se observa con la cepa ARS
(S. cerevisiae) en medio M11. Las cinéticas en medio JA presenta un consumo casi total, excepto
las fermentaciones BB (25°C/100 rpm) CC (30°C/175rpm) donde se observa una concentracion de
azucar residual de 20 g/L a las 72h (Figura 7.2.2.).

Las cinéticas de consumo de azucar que presenta la cepa GRO3 (P. kluyveri) tienen un
comportamiento similar al observado con la cepa ARS (S. cerevisiae) donde en medio M11 las
velocidades de consumo de aztcar (Tabla 7.2.4.) son mas lentas y las concentraciones de azticar
residual son altas, por otro lado en medio JA se observa que el consumo de azicar es mayor en
comparacion con el observado en medio M11 pero no en todas las fermentaciones las levaduras
logran consumir todo el azucar a las 72 h (Figura 7.2.2.).

La cepa DI (7. delbrueckii) al igual que como se observo en el crecimiento, las cinéticas de
consumo de azlicar son afectadas tanto por la agitacion como por la temperatura, siendo la
temperatura alta lo que mas afecta el consumo (Figura 7.2.2.), ligado a un nulo crecimiento
(Figura 7.2.1.). Las velocidades de consumo de azicar (Tabla 7.2.4.) son las mas bajas en
comparaciéon con las demas cepas de levaduras analizadas en este trabajo, observandose
nuevamente que en medio JA las velocidades son mas rapidas que las obtenidas en medio M11.

El consumo de aztcar de las levaduras corresponde al crecimiento observado, teniendo que
en medio M11 es donde se observan concentraciones altas de azucar residual, mientras que en
medio JA el consumo de azlicar fue mayor.
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Figura 7.2.2. Cinéticas de consumo de azicar de las cepas de levaduras AR5 (S. cerevisiae),

DU3 (K. marxianus), GRO3 (P. kluyveri) y DI (T. delbrueckii) en medio M11 y JA.
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Cinéticas de consumo de aziicar DI M11 Cinéticas de consumo de azucar DI JA
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Tabla 7.2.4. Velocidades de consumo de azlcar de las cepas ARS (S. cerevisiae), DU3 (K. marxianus),
GRO3 (P. kluyveri) y DI(T. delbrueckii) en medio M11 y JA.

T°C Agitacién M11 ARS M11 DU3 MI11 GRO3 M11 DI

35 250 AA 0.0216 + 0.0015 0.0079 + 0.0009 0.0087 + 0.0021 0.0056 + 0.0009
35 175 AC 0.0308 + 0.0009 0.0182 + 0.0010 0.0266 + 0.0014 0.0025 + 0.0008
35 100 AB 0.0249 + 0.0005 0.0144 + 0.0040 0.0133 + 0.0028 0.0030 + 0.0011
30 250 CA 0.0250 + 0.0006 0.0198 + 0.0006 0.0171 + 0.0006 0.0147 + 0.0004
30 175 CcC 0.0173 + 0.0034 0.0284 + 0.0008 0.0134 + 0.0005 0.0266 + 0.0006
30 100 CB 0.0350 + 0.0018 0.0208 + 0.0005 0.0261 + 0.0004 0.0185 + 0.0004
25 250 BA 0.0103 + 0.0009 0.0096 + 0.0035 0.0085 + 0.0005 0.0055 + 0.0006
25 175 BC 0.0350 + 0.0004 0.0343 + 0.0004 0.0319 + 0.0020 0.0307 + 0.0003
25 100 BB 0.0160 + 0.0042 0.0131 + 0.0008 0.0194 + 0.0005 0.0077 + 0.0001
T°C Agitacién JA AR5 JA DU3 JA GRO3 JA DI

35 250 AA 0.0510 + 0.0021 0.0585 + 0.0011 0.0230 + 0.0014 0.0017 + 0.0000
35 175 AC 0.0528 + 0.0000 0.0590 + 0.0035 0.0544 + 0.0028 0.0032 + 0.0002
35 100 AB 0.0811 + 0.0025 0.0764 + 0.0147 0.0442 + 0.0063 0.0079 + 0.0040
30 250 CA 0.0450 + 0.0005 0.0389 + 0.0013 0.0346 + 0.0001 0.0440 + 0.0003
30 175 CcC 0.0366 + 0.0011 0.0279 + 0.0004 0.0419 + 0.0004 0.0492 + 0.0034
30 100 CB 0.0544 + 0.0001 0.0676 + 0.0011 0.0442 + 0.0006 0.0550 + 0.0004
25 250 BA 0.0536 + 0.0025 0.0461 + 0.0024 0.0290 + 0.0159 0.0269 + 0.0015
25 175 BC 0.0674 + 0.0028 0.0686 + 0.0065 0.0410 + 0.0001 0.0187 + 0.0004
25 100 BB 0.0332 + 0.0004 0.0235 + 0.0007 0.0196 + 0.0006 0.0192 + 0.0010

Cabe sefialar que en medio M11 el crecimiento de la levaduras se detiene antes de que el
azucar se haya terminado, por lo que debe de existir un problema de falta de algun nutriente, puesto
que en el medio de jugo de Agave si se logra consumir el aziicar.

Con los resultados de la concentracion final de levaduras se llevo a cabo el estudio de
superficie de respuesta, con lo que se obtuvo el grafico correspondiente de cada cepa, donde se
pueden observar las zonas de mayor crecimiento controlando la temperatura y la agitacion. La
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interpretacion de los graficos nos permite determinar las condiciones de temperatura y agitacion
optimas para favorecer el crecimiento y lograr tener la concentraciéon maxima de células en una
fermentacion.

Las poblaciones méaximas alcanzadas con la cepa ARS (S. cerevisiae) en medio M11
presenta poblaciones finales similares, mientras que en medio JA la poblacion maxima se registr6 a
una temperatura baja de 25°C y agitacion de 175 rpm (Figura 7.2.3.).

La cepa de levadura DU3 (K. marxianus) presentd un maximo de crecimiento a 30°C y 250
rpm, siendo mayor en medio M11 que en medio JA. Se observd un efecto por la agitacion, teniendo
que a mayor agitacion fue mejor el crecimiento (Figura 7.2.3.).

La poblacion total de levaduras de la cepa GRO3 (P. kluyveri) fue la cepa que presentd el
valor mas alto, observandose claramente un efecto por la temperatura en medio M11, siendo
afectada por la temperatura alta y favorecida por la temperatura baja. Sin tener efecto en la
concentracion de células por la velocidad de agitacion del medio de fermentacion. Por otro lado en
medio JA la cepa GRO3 (P. kluyveri) presenta concentraciones celulares variadas en las diferentes
condiciones analizadas, observado que el crecimiento aumenta conforme aumenta la velocidad de
agitacion y cambios menores por efecto de la temperatura (Figura 7.2.3.).

Finalmente la cepa DI (T. delbrueckii) mostro las poblaciones de levaduras més bajas por
efecto de la temperatura, teniendo un crecimiento casi nulo a temperatura alta de 35°C. La agitacion
favorece el crecimiento de la cepa DI (7. delbrueckii) presentando un crecimiento mayor conforme
aumenta la agitacion, sin embargo en la grafica este efecto solo se aprecia en el medio JA (Figura
7.2.3.).

La concentracion final de levaduras observada demuestra la capacidad de las levaduras para
desarrollarse en cada medio, siendo mayor en medio JA que la concentracion obtenida en medio
M11. Si bien el objetivo final de la fermentacion es la produccion de etanol, teniendo una
concentracion mayor de células se produce una mayor concentracion de etanol. Aunque no hay que
olvidar que la cantidad de glucosa que se utiliza para el crecimiento celular disminuye la cantidad
que puede llegar a transformarse en etanol.
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Figura 7.2.3. Graficos de superficie de respuesta de las concentraciones de poblacion de

levaduras a las 72 horas de incubacion con las cepas ARS (S. cerevisiae), DU3 (K. marxianus),
GRO3 (P. kluyveri) y DI(T. delbrueckii) en medio M11 y JA.

M11 JA
Crecimiento AR5 Crecimiento ARS
240 — 5 0c+7 240 — 5 (ct7
| (ct8 m—1.0c+8
220 | 5c+8 — 220 | Se+8
g 200 — ) (et8 g 200 ) (ct8
g 2.5¢+8 ~ 2.5¢+8
g 180 3.0e+8 g 180 3.0e+8
k) . 2
g 160 — 3 50+8 £ 160 —3.5e+8
£ 5
< 140 140
120 120
100 100
26 28 30 32 34 26 28 30 32 34
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
Crecimiento DU3 Crecimiento DU3
240 240 5 (ct7
220 220 = | (Oc+8
- _ — ] 5c+8
g 200 g "
& g 200 2 (Oct+8
< 180 < 2.5¢+8
2 g 180 3.0e+8
£ 160 § 160 3 50+8
< 140 < 140
120 120
100 100
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
Crecimiento GRO3 Crecimiento GRO3
240 — 5 0c+7 240 \ — 5. 0c+7
| (c+8 | (ct+8
220 | 5c+8 s 220 | 5¢+8
E 200 w— 0c+8 £ 200 w— 2 0c 8
\% 2.5e+8 ~ 2.5¢+8
g 180 3.00+8 5 180 3.00+8
2 160 3 5c+8 £ 160 3 5018
< 140 < 140
120 120
100 4 100
26 26 28 30 32 34
Temperatura (°C) Temperatura (°C)




Crecimiento DI Crecimiento DI
240 5 (c+7 240 5 (ct7
220 | (Oct+8 220 | (Oct+8
= | 5e+8 _ | 5e+8
gzoo m— ) (c+8 £ 200 m— ) (c+8
Na) 2.5¢+8 g 2.5¢+8
g 180 3.0e48 g 180 3.0e+8
§ 160 m— 3 5e+8 2 160 — 3 5c+8
on en
< 140 < 140
120 120
100 100
26 28 30 32 34 26 28 30 32 34
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Del mismo modo que con los resultados de las poblaciones de levaduras, se realizd un
estudio de superficie de respuesta con los resultados de las concentraciones residuales de azucar,
para determinar las condiciones de temperatura y agitacion que nos permitan el madximo consumo
de azucar y de esta manera tener la menor pérdida de sustrato a nivel industrial.

La concentracion de aztcar residual observada en medio M11 es mayor que la obtenida en
medio JA. Para cada uno de los medios y de las cepas de levaduras el comportamiento fue diferente,
encontrando que para ARS (S. cerevisiae) la temperatura alta y agitacion baja en medio M11 fue
donde la concentracion final de azucar fue mayor, mientras que con agitacion baja y temperatura de
30°C fue donde consumi6 todo el azicar (Figura 7.2.4.). En medio JA la concentracion final de
azucar fue baja en todas las condiciones, teniendo un mayor consumo con temperaturas y agitacion
baja.

La cepa DU3 (K. marxianus) en medio M11 muestra un optimo de consumo de azlicar a
25°Cy 175 rpm, mientras que en medio JA se observa un mayor consumo de azticar a temperatura y
agitacion alta (Figura 7.2.4.).

El consumo de azucar mostrado por la cepa GRO3 (P. kluyveri) en medio M11 muestra que
es mejor a temperatura y agitacion baja. Mientras que en medio JA tiene un consumo de aztcar casi
total en casi cualquier condicién estudiada, teniendo un optimo de 30°C y 175 rpm, viéndose
ligeramente afectado por temperatura y agitacion bajas (Figura 7.2.4.).

La cepa de levadura DI (7. delbrueckii) muestra las concentraciones mas altas de azticar
residual en comparaciéon con las demas levaduras estudiadas, lo que corresponde con los
crecimientos observados. La temperatura alta afecta de manera significativa tanto el crecimiento
como el consumo de azucar de la levadura DI (7. delbrueckii) tanto en medio M11 como en medio
JA. Siendo la temperatura el principal factor que afecta el consumo de aztcar debido a que no se
observa un efecto por la agitacion (Figura 7.2.4.).
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Figura 7.2.4. Concentracion de azicar residual (g/L) a las 72h de incubacion con las cepas
ARS (S. cerevisiae), DU3 (K. marxianus), GRO3 (P. kluyveri) y DI (T. delbrueckii) en medio
M1l yJA.
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7.2.3.3. Concentracion final de etanol producido y rendimiento de etanol respecto al consumo de
azlcar.

La concentracion final de etanol es la principal variable que se tiene en cuenta en una
fermentacion alcohdlica, debido a que es el principal objetivo del proceso.

La agitacion tiene el efecto mas fuerte en la produccion de etanol que el observado por la
temperatura con la cepa ARS (S. cerevisiae), tanto en medio M11 como en medio JA, observando
un optimo de produccion con una agitacion de 100 rpm y 30°C. Si bien el 6ptimo de produccién de
etanol se localiza en las mismas condiciones en ambos medios, la concentraciéon mas alta producida
fue en medio M11 (Figura 7.2.5.).

La cepa de levadura DU3 (K. marxianus) muestra un 6ptimo de produccion de etanol igual
que el observado por ARS (S. cerevisiae), mostrando nuevamente que la agitacion es el principal
factor que afecta la produccion de etanol, pero en este caso es en medio JA donde se observa la
concentracion maxima de produccion de etanol (Figura 7.2.5.).

Las concentraciones finales de etanol observadas con la cepa GRO3 (P. kluyveri) muestran
que en medio M11 la agitacion tiene un mayor efecto negativo, en comparaciéon con el medio JA
donde tolera mas agitacion produciendo una alta concentracion de etanol (Figura 7.2.5.). Las
condiciones 0ptimas de producciéon nuevamente son a 30°C y 100 rpm.

La cepa DI (T. delbrueckii) ha mostrado que el consumo de azicar y el crecimiento no
fueron los mejores comparadas con las demas levaduras, nuevamente la produccion de etanol es la
mas baja en comparacion con las demas levaduras, pero las condiciones 6ptimas de produccion de
etanol son las mismas que para las otras 3 cepas de lavaduras (30°C y 100 rpm). Tendiendo una
concentracion maxima de 10 g/L en medio M11 y 25 g/ en medio JA (Figura 7.2.5.).

La agitacion alta favorece un 6ptimo crecimiento, por lo que el azucar consumido se utiliza
para el crecimiento desarrollando biomasa, mientras que una agitacion baja disminuye la
transferencia de oxigeno, teniendo un medio mas anaerobio y por tanto se favorece la via
bioquimica para la produccion de etanol. Todas las cepas de levaduras estudiadas en este trabajo
muestran que el 6ptimo de produccion de etanol esta a 30°C y 100 rpm.
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Figura 7.2.5. Concentracion final de etanol producida (g/L) a las 72h de incubacién con las
cepas ARS (S. cerevisiae), DU3 (K. marxianus), GRO3 (P. kluyveri) y DI (T. delbrueckii) en medio
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El rendimiento de etanol mas alto respecto al consumo de azucar, corresponde a la
concentracion mas alta de etanol producida en muchos casos, debido a que se encuentra en
agitacion baja de 100 rpm, donde el consumo de azucar no es desviado para la produccion de
biomasa. A nivel industrial es deseado que una levadura crezca lo suficiente para tener una buena
concentracion de células para que produzcan etanol, pero que el azicar consumido no sea utilizado
solo para generar biomasa, por lo que, una buena cepa productora de etanol es aquella que es capaz
de producir una alta concentracion de manera individual.

Existen 2 casos donde se produce una alta concentracion de etanol, una de ellas es por alta
concentracion de células, donde la suma total del etanol producido por cada célula es alta. O bien
donde cada célula es capaz de producir una alta concentracion de etanol, por lo que, con poca
biomasa se puede producir una alta concentracion de etanol. La segunda opcion es la mas deseada
industrialmente, los rendimientos de produccion de etanol por célula son mayores y la cantidad de
glucosa que se destina para el crecimiento es menor, aprovechando el resto para la produccion de
etanol.

Tedricamente el rendimiento mas alto que se puede obtener es de 0.51 g etanol/g glucosa,
que es la relacidon maxima de etanol que se produce por cada molécula de glucosa. La cepa ARS (S.
cerevisiae) en medio M11 mostro un rendimiento maximo de 0.40 siendo el mas alto que se obtuvo
con las diferentes cepas de levaduras.

Si bien no se logrd llegar a obtener un rendimiento igual al tedrico, nuestra cepa control
mostro un valor de 0.40, por lo que con este experimento se pretendia determinar las condiciones de
agitacion y temperatura Optimas para realizar la fermentacion de manera que una cepa no-
Saccharomyces pueda producir la misma concentraciéon de etanol, como lo hace la levadura S.
cerevisiae, que es la que actualmente presenta los mayores rendimientos. Con los resultados
obtenidos se observa que las cepas no-Saccharomyces no logran llegar al 0.40 de rendimiento de
etanol respecto al consumo de sustrato, pero incluso AR5 (S. cerevisiae), se ve afectado su
rendimiento por las variaciones de temperatura y agitacion. Ademas no son los tnicos factores para
lograr que las cepas no-Saccharomyces lleguen a producir las mismas concentraciones que
actualmente S. cerevisiae produce.
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Figura 7.2.6. Rendimiento de la produccion de etanol respecto al consumo de azicar (Y,s) a
las 72h de incubacion con las cepas ARS (S. cerevisiae), DU3 (K. marxianus), GRO3 (P. kluyveri) y

DI(T. delbrueckii) en medio M11 y JA.
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7.2.3.4. Concentracion de la produccion de esteres.

El acetato de etilo es un éster que se produce durante la fermentacion en concentracion
superior comparado con los demds esteres. Debido a esto en la fermentacion de JA para la
produccion de tequila a nivel industrial se relaciona la concentracion de acetato de etilo con la
produccion de esteres totales. La cepa ARS (S. cerevisiae) mostro un maximo de produccion de 25
mg/L a temperatura y agitacion baja en medio M11 mientras que en medio JA fue de 80 mg/L a
temperatura baja pero agitacion de 175 rpm (Figura 7.2.7.).

La cepa DU3 (K. marxianus) muestra una alta produccion de esteres a temperatura baja y
agitacion media en medio M11. Pero es mejor en medio JA a 30 °C y 175 rpm donde se logré una
produccion de 1000 mg/L de acetato de etilo, en comparacion con los 80 mg/L que fue el maximo
de ARS (S. cerevisiae) (Figura 7.2.7.).

La mayor produccion de esteres fue obtenida con la cepa GRO3 (P. kluyveri) en medio M11
a temperatura de 25°C y agitacion de 175 rpm donde alcanzo una produccion de 2000 mg/L.
mientras que en medio JA se observa un maximo de 700 mg/L en condiciones extremas siendo
temperatura y agitacion bajas o altas (Figura 7.2.7.).

Finalmente la produccion de acetato de etilo por la cepa DI (7. delbrueckii) es
practicamente nula a excepcion de temperatura baja y agitacion baja en medio M11 donde se
produjo un maximo de 20 mg/L y por otro lado en medio JA se observa una producciéon de 200
mg/L en temperatura y agitacion alta.

Los esteres son producidos como respuesta al estrés, se ha visto que las temperaturas bajas
alrededor de 20 °C favorecen la produccion de esteres. En este trabajo se observa ese efecto solo en
medio M11, puesto que en medio JA los méximos de produccion dependen de cada una de las
cepas. También ha sido reportado que la acrobiosis favorece la produccion de ésteres, en nuestro
caso la agitacion alta parece no tener un efecto positivo sobre la produccion de ésteres. Otros
investigadores asocian una mayor concentracion de ésteres a temperatura baja asociado a la baja
volatilidad del compuesto en esta temperatura, por lo que, a temperatura alta se volatiliza mayor
concentracion de ésteres y por tanto la concentracion final serd menor. Las cepas no-Saccharomyces
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muestran producciones superiores a las observadas con ARS (S. cerevisiae), destacando la cepa de
levadura GRO3 (P. kluveri).

En general se observa una tendencia a una mayor produccion de esteres a temperaturas
bajas, lo que coincide con la bibliografia. Pero si bien, el objetivo final es producir etanol, este no se
ve favorecido a estas temperaturas, por lo que hay que realizar una valoracion de la concentracion
de etanol perdida y la concentracion de esteres ganada.

Figura 7.2.7. Concentracion final de acetato de etilo producida (mg/L) a las 72h de incubacion

con las cepas AR5 (S. cerevisiae), DU3 (K. marxianus), GRO3 (P. kluyveri) y DI (T. delbrueckii) en
medio M11 yJA.
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El acetato de isoamilo fue producido solamente por la cepa GRO3 (P. kluveri) sin detectar

produccion por las demdas cepas de levaduras. Al igual que el acetato de etilo, los maximos de
produccion de acetato de etilo corresponden a las mismas condiciones (Figura 7.2.8.). Lo que
demuestra que el acetato de etilo es un buen indicador de las condiciones en las que los esteres de

manera general pueden favorecerse. Por tanto es aceptable que se utilice como un indicador de la

produccion total de esteres.
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Figura 7.2.8. Concentracion final de acetato de isoamilo producida (mg/L) a las 72h de
incubacion con la cepa GRO3 (P. kluyveri) en medio M11 y JA.
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7.2.3.5. Concentracion de la produccion de alcoholes superiores.

Los alcoholes superiores en concentraciones altas pueden llegar a ser toxico para el
consumo humano, pero deben de estar presentes para contribuir al aroma y sabor de la bebida. Por
lo que es deseado que se produzcan pero no en concentraciones altas. De acuerdo a la norma la
concentracion de alcoholes superiores debe de ser entre 20 y 500 mg/100mL de alcohol anhidro.
Utilizando como indicador el alcohol isoamilico, que es el que se produce en mayor concentracion
por la cepa de levadura S. cerevisiae.

En este trabajo se midieron las concentraciones de 1-propanol, isobutanol y alcoholes
amilicos, como alcoholes superiores.

La cepa de levadura ARS (S. cerevisiae) muestra un maximo de produccion de 1-propanol a
30 °C, observandose un efecto en la produccion por efecto de la temperatura y sin mostrar efecto
por la agitacion (Figura 7.2.9.).

La concentracion de 1-propanol producida por la cepa DU3 (K. marxianus) es similar a la
producida por ARS (S. cerevisiae), pero esta si se ve afectada tanto por los cambios de temperatura
como de agitacion en medio M11. Mientras en medio JA es la agitacion la que afecta mas la
produccion (Figura 7.2.9.).

La cepa GRO3 (P. kluyveri) muestra la concentracion de produccion mas baja de 1-
propanol viéndose afectada en medio M11 tanto por la agitacion como por la temperatura, sin
detectar una produccion en condiciones altas. Mientras que en medio JA la produccion nula se
observo con temperatura baja y agitacion alta (Figura 7.2.9.).
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La levadura DI (7. delbrueckii) mostré concentraciones muy similares a las obtenidas con

ARS (8. cerevisiae) observando el mismo efecto donde la temperatura es quien mas afecta la
produccion, sin cambios por efecto de la agitacion (Figura 7.2.9.).

La produccion de 1-propanol no fue afectada por la temperatura y la agitacion de manera
significativa, por lo que no se observaron diferencias entre las concentraciones obtenidas de manera
particular con cada cepa, las mas grandes diferencias fueron observadas entre las cepas por lo que el
principal factor que afecto la produccion de este alcohol superior fue la cepa utilizada para realizar

la fermentacion.

Figura 7.2.9. Concentracion final de 1-propanol producida (mg/L) a las 72h de incubacién con
las cepas ARS (S. cerevisiae), DU3 (K. marxianus), GRO3 (P. kluyveri) y DI (T. delbrueckii) en medio

M11 yJA.
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La concentracion final de isobutanol producida por la cepa ARS (S. cerevisiae) mostr6 ser
afectada por la temperatura, teniendo producciones mas altas a temperatura baja y concentraciones
bajas a temperatura alta. Por otra parte la agitacion parece no tener efecto sobre la produccion de
isobutanol (Figura 7.2.10.).

La cepa DU3 (K. marxianus) produjo concentraciones mayores que las obtenidas con la
cepa ARS (8. cerevisiae). Siendo afectada la produccion en medio M11 tanto por la agitaciéon como
por la temperatura y en medio JA se observa un efecto solo por la agitacion (Figura 7.2.10.).

El isobutanol producido por la cepa GRO3 (P. kluyveri) fue la mayor concentracion
obtenida en comparacion con las demés cepas de levaduras, observandose un efecto por la agitacion
en medio M11 mientras que en medio JA fue la temperatura la que tuvo efecto sobre la produccion
(Figura 7.2.10.).

La cepa DI (T. delbrueckii) tanto en medio M11 como en medio JA, muestra un efecto por
la temperatura sin afectarle la agitacion, con concentraciones similares a las producidas por ARS (S.
cerevisiae) (Figura 7.2.10.).
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Figura 7.2.10. Concentracion final de isobutanol producida (mg/L) a las 72h de incubacion
con las cepas AR5 (S. cerevisiae), DU3 (K. marxianus), GRO3 (P. kluyveri) y DI (T. delbrueckii) en

medio M11 yJA.
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La produccion de los alcoholes amilicos al igual que el isobutanol y el 1-propanol fue
afectada por efecto de la temperatura con la cepa AR5 (S. cerevisiae), obteniéndose las
concentraciones maximas a 30 °C. La cepa DU3 (K. marxianus) mostrd las concentraciones
maximas de produccion en comparacion con las demds cepas de levaduras, siendo afectada tanto
por la agitacion como por la temperatura en medio M11, mientras que en medio JA fue solo la
agitacion la que tuvo efecto. La cepa GRO3 (P. kluyveri) mostrd las concentraciones mas bajas de
produccion de alcoholes amilicos siendo afectada al igual que DU3 (K. marxianus) en medio M11
tanto por la agitacion como por la temperatura y en medio JA fue la temperatura la que tuvo un
efecto en la produccion. La cepa DI (7. delbrueckii) mostré un efecto por la temperatura con
concentraciones similares a las producidas por ARS (S. cerevisiae) (Figura 7.2.11.).
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Figura 7.2.11. Concentracion final de alcoholes amilicos producidos (mg/L) a las 72h de
incubacion con las cepas ARS (S. cerevisiae), DU3 (K. marxianus), GRO3 (P. kiuyveri) y DI (T.

delbrueckii) en medio M11 y JA.
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La produccion de alcoholes superiores fue afectada mas, por la temperatura, que por la
agitacion. El alcohol superior que se produjo en mayor concentracion por parte de la cepa ARS (S.
cerevisiae) fueron los alcoholes amilicos. Sin embargo la cepa DU3 (K. marxianus) fue la que
presento las concentraciones mas altas de alcoholes superiores.

7.2.4. Conclusion.

Esta parte del estudio nos demuestra que cada una de las cepas de levadura muestra un
perfil de produccion de compuestos propio, y éste sera afectado tanto por las condiciones
ambientales como por la composicion quimica del medio. Si se desea una produccion alta de etanol,
las mejores condiciones son 30°C y 100 rpm, pero en este punto no se logra obtener una alta
concentracion de ésteres. Ademds de que en estas condiciones de agitacion y temperatura se
favorece también una alta concentracion de alcoholes superiores. Por lo que si queremos elevar la
concentracion de ésteres debemos de sacrificar un poco la produccion de etanol, reduciendo de esta
manera también la concentraciéon de alcoholes superiores. Por lo que a una temperatura de 25°C y
agitacion de 100 rpm se lograria aumentar la concentracion de esteres y disminuir la produccion de
alcoholes superiores.

Con esto podemos demostrar que debido a que en la industria de la produccion de tequila no
se lleva a cabo la regulacion de la temperatura en las tinas de fermentacion, puede llegar a haber
variaciones en la composicion del producto fermentado, de acuerdo al clima y la época del afio.
Debido a que es una bebida destilada, puede llegar a realizarse una homogeneizaciéon del producto
durante todo el afio, seleccionando los compuestos que se deseen durante la destilacion, controlando
la temperatura y los cortes realizados.

En este capitulo se estudio el efecto que tienen la temperatura y la agitacion en la
produccion de compuestos de interés durante la fermentacion. Encontrando que no solo las
condiciones ambientales son necesarias de controlar durante el proceso, sino también, cabe resaltar
la importancia que tiene la seleccion de la cepa de levadura a utilizar durante el proceso de
fermentacion.
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7.3. CAPITULO 3. Influencia de la concentracion de Ca y Mg en el medio
de fermentacion sobre la capacidad de produccion de etanol en levaduras
no-Saccharomyces aisladas de procesos de fermentacion de Agave.

7.3.1. INTRODUCCION

El jugo de Agave se utiliza como medio de cultivo y fermentacion en la industria tequilera,
el mosto de jugo de Agave proporciona a la levadura los nutrientes necesarios para su crecimiento.
Las levaduras son organismos heterotrofos que son capaces de utilizar una gran variedad de

nutrientes para el crecimiento y la generacion de energia (Dashko y col., 2003).

La fermentacion alcoholica se basa en la asimilacion de carbohidratos y su conversion a
etanol, esta reaccion la realizan principalmente las levaduras del genero Saccharomyces pero
también existen bacterias del genero Zymomonas que son capaces de metabolizar los carbohidratos
para producir etanol. El nitrogeno es el segundo constituyente aportado por el medio de cultivo,
todas las levaduras, asimilan el N en forma de i6n amonio. En la produccién industrial de tequila los
mostos son enriquecidos con sulfato de amonio debido a que el jugo de Agave provee una baja
concentracion de nitrégeno a las levaduras (Diaz Montafio y col., 2010). Los elementos como el S,
P, Mg, y K son elementos necesarios para realizar las reacciones metabolicas necesarias durante la
fermentacion, algunos de ellos como el Mg actian como cofactores de diversas enzimas y es
necesario en la glucolisis y en reacciones de la biosintesis de acidos grasos de levaduras, asi mismo
participa en la activacion de la hexoquinasa, fosfofructoquinasa, fosfoglicerato quinasa, enolasa y
piruvato quinasa (Walker y col., 1996) también participa en la proteccion de la levadura del estrés
causado por el etanol, la temperatura y la presion osmotica (Walker, 1994); una concentracion baja
de Mg o su ausencia durante la fermentacion provoca la produccion de acido acético (Leveau,
2000). El fosforo es asimilado por la levadura en forma de iones, el potasio es el mineral mas
importante en las levaduras durante la fermentacion debido a que en un pH 4cido el potasio estimula
la fermentacion y la respiracion, ademas de que actiia como efector de numerosas enzimas (Leveau,
2000). Otros elementos como el Cu, Fe, Zn, Co, Mo y B son considerados como elementos trazas
pues se requieren en concentraciones muy pequefias. Algunos microorganismos no pueden
sintetizar nutrientes especificos como aminoacidos, vitaminas y nucledtidos por lo que deben de ser

proporcionados por el medio de cultivo (Stanbury y col., 2003).
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El ion Ca incrementa la estabilidad de la membrana plasmatica, debido a que provoca la
disminucion de protones pasivos o bien se estabiliza por la influencia de la ATPasa que inhibe la

actividad del etanol (Nabais y col., 1988).

La alta concentracion de azucar afecta la osmosis dentro de la membrana celular, el rango
optimo de concentracion de azucar es de 10 a 18%, debido a que a concentraciones de 22% las

levaduras comienzan a tener problemas en el proceso de respiracion celular (Stanbury y col., 2003).

Para el crecimiento celular las levaduras tiene una gran demanda de Mg pero no de Ca. El
Mg es un requisito indispensable para muchos acidos grasos y enzimas glicoliticas, mientras que el
Ca se requiere en muy pocas. El Mg es utilizado intracelularmente, mientras que el Ca funciona
extracelularmente en la floculacion celular y regula el pH del mosto. El Ca ayuda a proteger las
membranas biologicas del estrés causado por el etanol, la temperatura y la presion osmotica. El Ca
antagoniza muchas de la funciones metabolicas del magnesio, a través de mecanismos de union

inhibitoria competitiva (Walker y col., 1996).

7.3.2. MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron las levaduras ARS (S. cerevisiae), DU3 (K. marxianus), GRO3 (P. kluyveri) y
DI (T. delbrueckii).

Para la preparacion de los indculos se utilizo el medio YPD en matraces de 125 mL con 50
mL de medio incubados a 30°C y 100 rpm. Los medios de fermentacién fueron JA y MI11 con
fructosa en matraces de 250 mL con 50 mL de medio incubados a 30°C y 250 rpm.

Para el estudio del aporte nutricional del jugo de Agave se prepararon medios de
fermentacion basados en el medio M 11, enriqueciéndolos con diferentes concentraciones de jugo de

Agave, descritos en la tabla 7.3.1.
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Tabla 7.3.1. Porcentaje de aztcar de los medios de fermentacion

Medio de fermentacion % de fructosa % de aztcar de jugo de Agave*

MI1 100 g/L 0

5% JA 95% =95 g/L 5% =32.26 mL
10% JA 90% = 90g/L 10% = 64.51 mL
15% JA 85% = 85g/L 15% = 96.77 mL
20% JA 80% = 80g/L 20% = 129.03 mL
100% JA 0 100 % = 645.16 mL

*El jugo de Agave que se utiliz6 para la formulacion de los medios tenia una concentracion de azicar de 155 g/L y los
mililitros mostrados son para la preparacion de 1L de medio.

Para el estudio del efecto del Ca y el Mg, los medios de fermentacion se prepararon en base
a la composicion del medio M11 modificando las concentraciones de Ca(NO;),"4H,O y

MgS0,4-7H,0 de acuerdo al modelo de superficie de respuesta que se describe en la tabla 7.3.2.

Tabla 7.3.2. Concentracion de Ca y Mg de los medios de fermentacion
utilizados en el estudio del efecto de estos minerales.

Ca(NO3),'4H,0 Ca MgS047H,0 Mg
Baja (B) 29.51 mg/L 5 mg/L 16.8 mg/L 1.66 mg/L
Centro (C) 4413 g/L 747.5 mg/L 520 mg/L 249.17 mg/L
Alta (A) 8.855 g/L 1500 mg/L 5.06 g/L 500 mg/L

Las concentraciones de Ca y Mg se establecieron de acuerdo a las maximas concentraciones
de Ca y Mg reportadas en el jugo de Agave (Aguilar Uscanga y col., 2007). Ademas se envio a
cuantificar una muestra del jugo de Agave utilizado en este trabajo para conocer la concentracion

exacta de estos minerales.
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El conteo se realizo en camara de Neubauer, la concentraciéon de azicar se realizd en
microplaca con el método de DNS y la determinacion del etanol y compuestos volatiles se realizo

por HS-GC.

El balance de carbono se llevo a cabo en medio JA y medio M11 a 30°C en matraces de 250mL
con 100 mL de medio a 250 rpm, donde se ajustaron las concentraciones de Ca y Mg. Por lo que el

medio M11 se formulo de la siguiente manera.

e 1 g/L de extracto de levadura

e 1 g/L de (NH4),SO4

e 5.066 g/L de MgSO, 7H,0 (equivalente a 500 mg/L de Mg)
e 223 ¢/l de K,HPO,

e 5.66 g/L de Ca(NOs;)-4H,0 (equivalente a 800 mg/L de Ca)

e 100 g/L de Fructosa como fuente de carbono.
Esterilizando el medio en autoclave a 121°C por 15 min.

Para la determinacién de biomasa se centrifugaron 25 mL de muestra y se lavaron con agua

destilada, el boton se resuspendio en 1 mL de agua y se coloco en una termobalanza.

La determinacion de produccion de CO, se calculo mediante la pérdida de peso, por lo que se
peso un matraz en tiempo cero, el cual se inoculo e incubo al igual que los demds matraces,
simplemente no se tomaron muestras de éste y al final de las 72 horas se volvid a pesar para
determinar la produccion de CO; por pérdida de peso. También se coloco un matraz sin inoculo
para determinar la pérdida de peso por evaporacion de agua y tener de esta manera el peso

correspondiente solo al CO..

La cuantificacion de azlcar, etanol y glicerol de las muestras del balance de carbono se
realizaron por HPLC, para lo cual se centrifugaron 1.5 mL de muestra para retirar las células, se
colocoé 1 mL de muestra centrifugada en un matraz aforado de 20 mL y se llend hasta el aforo con
fase movil. Para la preparacion de fase movil se colocaron 500 pL de H,SO4 en 1 L de agua ultra
pura para una concentracion de 1.87 mM. Una vez aforado el matraz se mezclo, con una jeringa de
3 mL se llend y se desecho 2 veces para lavar la jeringa, la tercera vez se llend y se coloca un filtro
de membrana de nylon de 0.2 um de poro, se desechd la mitad de la muestra para lavar el filtro y la
otra mitad se colocé en un vial para HPLC. Las muestras se refrigeraron hasta el momento de
llevarlas al cromatografo.
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El cromatografo HPLC utilizado (modelo ACCELA, Thermo electron corporation) esta
compuesto de 3 partes distintas, una parte que contiene las bombas y un desgasificador (bombas
ACCELA), una parte que contiene las muestras y el automuestreador (automuestreador ACCELA)
y la tercera parte que contiene el detector UV y visible (detector PDA), estos no se utiliza para la
deteccion de compuestos pero es obligatorio para el funcionamiento del equipo. El detector es un
aparato externo (Surveyor IR Plus detector, Finnigan) que mide la diferencia de refraccion del
liquido que fluye a través el sistema con respecto a la fase movil. El detector para todos los
experimentos se coloc6 a 40°C a fin de mantener los pardmetros de deteccion constantes. Los
resultados se expresan en unidades de RI (indice de refraccion). En estas condiciones la respuesta
del detector es especifica para cada molécula y su concentracion. Para la separacion de los
compuestos se utilizé una columna Rezex ROA-H™ de 250 mm de longitud y 4.6 mm de didmetro,
con u flujo de 170 pL/min de H,SO,4 1.87mM, se inyectaron 25 pL de muestra y la temperatura de
la columna fue de 30°C. Para mantener la temperatura de la columna se utiliz6 un horno externo

(HPLC Column controller, Therma Sphere TS-130).

7.3.3. RESULTADOS

7.3.3.1. Estudio de las capacidades fermentativas de las cepas de levaduras en jugo de

Agave y medio M11 enriquecido con jugo de Agave.

Para la determinacion de la concentraciéon de minerales se envid a analizar una muestra del
jugo de Agave (155g/L de aziicar) que se utilizo para este trabajo, el resultado de absorcion atdmica
mostro que el jugo de Agave tenia una concentracion de Mn < 1 ppm, Ca 388 ppm, Mg 208 ppm,

Zn4.94 ppmy Fe 16.7 ppm.

Después de la determinacion de la concentracion de Nygmiiabie por €l método de Sorensen, se
obtuvo como resultado una concentracion de 47.93 mg/L para el jugo de Agave (100 g/L de azucar).
También se le determind la concentracion de Nasimilable para el extracto de levadura que se utilizé en
la preparacion del medio M11 por lo que se preparo una solucion de 1g/L de extracto de levadura y

se obtuvo como resultado una concentracion de 40.94 mg/L de Nagimitabic-

De las diluciones de jugo de Agave en medio M11 se determinaron las cinéticas de
crecimiento y consumo de azicar. En la figura 7.3.1. se puede apreciar que el crecimiento es
similar en los diferentes medios para cada una de las cepas, observandose que en medio M11 y

M11 sin Ca es donde el crecimiento es menor en comparaciéon con los medios donde esta presente
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el jugo de Agave. Si bien las cinéticas de crecimiento son similares, las cinéticas de consumo de
azucar si presentan diferencias, siendo en el medio M11 sin Ca donde se observa la mayor
concentracion de azicar residual para todas las cepas. Debido a esto se formula la hipotesis de que
el Ca no es necesario para el crecimiento de las levaduras pero si para la fermentacion, teniendo un
consumo minimo de azlcar, solo para el crecimiento de la cepa, en las primeras horas de la
fermentacion, correspondientes al crecimiento, después el azicar ya no se consume, puesto que no

genera produccion de etanol.

Los diferentes porcentajes de jugo de Agave en el medio afectan de distinta manera a cada
una de las cepas de levaduras. Observando en la figura 7.3.1.b. que la cepa ARS (S. cerevisiae) al
igual que la cepa DU3 (K. marxianus) figura 7.3.1.d. presentan cinéticas de consumo de azucar
similares en los medios con los diferentes porcentajes de jugo de Agave y el medio JA. Mientras en
la figura 7.3.1.f. se observo que las cinéticas de consumo de azicar de la cepa GRO3 (P. kluyveri)
se van haciendo cada vez mas rapidas conforme aumenta el porcentaje de jugo de Agave hasta
llegar al medio JA, siendo este efecto més notorio en la figura 7.3.1.h. con la cepa DI (7.
delbrueckii). Debido a esto nos formulamos la hipodtesis de que en el medio JA existen nutrientes
indispensables para estas cepas de levaduras, puesto que fueron aisladas de jugo de Agave de

diferentes especies, y pueden estar adaptadas de manera natural a este medio.
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Figura 7.3.1. Cinéticas de crecimiento (a, c, e, f) y consumo de azicar (b, d, f, h) de las levaduras
ARS (S. cerevisiae), DU3 (K. marxianus), GRO3 (P. kluyveri) y DI (T. delbrueckii) en los medios
de fermentacion JA, M11, M11 sin Ca y los medios M11 enriquecidos con diferentes porcentajes de

JA.
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7.3.3.2. Evaluacién del efecto de la concentracion de Ca y Mg en las capacidades

fermentativas de las levaduras.

Se puede apreciar en la figura 7.3.2 que el crecimiento de las levaduras ARS (S. cerevisiae) DU3
(K. marxianus) y GRO3 (P. kluyveri) no se ve afectado por la concentraciéon de Ca y tampoco por la
concentracion de Mg, teniendo que el maximo crecimiento alcanzado a las 72 horas es el mismo
independientemente de la concentracion de minerales, observandose una superficie plana la cual
indica que se tiene el mismo nivel de crecimiento independientemente de la concentracion de los
minerales estudiados. Mientras que la levadura DI (7. delbrueckii) muestra los maximos de

crecimiento cuando la concentracion de magnesio es alta en combinacién con altas y bajas

concentraciones de Ca.

le+8

let8
—
E T
le+7 let7
500 490 500 490

Figura 7.3.2. Crecimiento de las levaduras al final de las 72 horas de fermentacion con las

diferentes concentraciones de Ca y Mg.
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Sin embargo la concentracion de azicar residual al finalizar las 72 horas de fermentacion es
diferente para cada una de las cepas de levaduras (figura 7.3.3.), siendo la cepa DI (7. delbrueckii)
la que menos azticar consumioé. La cepa GRO3 (P. kluyveri) mostréd diferentes concentraciones de
azucar residual en las distintas concentraciones de Ca cuando la concentracion de Mg es baja, pero
no se observaron diferencias cuando la concentracion de Mg era alta. La cepas de levadura DU3 (K.
marxianus) presento una tendencia a consumir la mayor concentracion de aztcar a concentraciones
altas de Mg y bajas de Ca, mientras que por el contrario, mostré una alta concentracion de azucar
residual cuando la concentracion de Mg fue baja y la concentraciéon de Ca alta, por lo que se puede
observar que la concentracién de Mg afecta mas en el consumo de aziicar en comparacion al efecto
que se observo por la concentracion de Ca con la cepa DU3 (K. marxianus). Finalmente la cepa que
consumi6 la mayor cantidad de azticar después de las 72 horas de fermentacion fue la cepa AR5 (S.

cerevisiae), sin embargo se observo un efecto de mayor consumo de azlicar a concentraciones bajas
de Ca.
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Figura 7.3.3. Concentracion de azucar residual de las 4 cepas de levaduras después de las 72 horas

de fermentacion.

La produccién de etanol obtenida por cada una de las cepas fue diferente (Figura 7.3.4.),
siendo la cepa ARS (S. cerevisiae) la que presentd la mayor concentracion de etanol, lo que
corresponde a lo visto anteriormente en el consumo de azucar. Cabe destacar que la menor
produccion de la cepa ARS (S. cerevisiae) fue a bajas concentraciones de Ca y Mg. Presentado una
produccion similar de etanol con una concentracién alta de Ca y baja de Mg, o bien una
concentracion alta de Mg y baja de Ca. Por lo que esta cepa muestra ser, o bien, dependiente de Ca
0o Mg. Este mismo efecto se observa en las cepas DU3 (K. marxianus) y GRO3 (P. kluyveri). La
cepa de levadura DI (7. delbrueckii) fue la que presento la menor concentracion de etanol
producida. Para las 4 cepas de levaduras se puede observar que altas concentraciones de Mg y
medias de Ca es donde se produce la mayor concentracion de etanol, lo que corresponde a 747.5

mg de Ca y 500 mg de Mg.
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Figura 7.3.4. Produccion de etanol a las 72 horas de fermentacion en las distintas concentraciones

de Cay Mg.

El etanol es un indicador importante en la fermentacion alcohdlica, debido a que es el
producto principal que se desea producir, pero una bebida alcoholica también estd formada por
distintos compuestos como lo son los ésteres que le van a conferir las caracteristicas aromaticas
principales a la bebida. En el caso del tequila el acetato de etilo es el principal éster que se produce
y es por esto que se utiliza como indicador de la concentracion de esteres producidos, en la figura
7.3.5. se puede observar la concentracion de acetato de etilo que se produjo después de las 72 horas

de fermentacion por cada una de las cepas estudiadas en este trabajo.

La cepa que produjo la mayor concentraciéon de acetato de etilo fue la cepa GRO3 (P.
kluyveri) con concentraciones desde los 200 hasta los 1600 mg/L, seguida de la cepa DU3 (K.
marxianus) que produjo desde 20 hasta 200 mg/L. La cepa ARS (S. cerevisiae) presentd
concentraciones desde los 10 hasta los 20 mg/L y finalmente la cepa que menos produjo fue la cepa

DI (T. delbrueckii) que present6 solo una maximo de produccion de 2 mg/L.
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Figura 7.3.5. Produccion de acetato de etilo de las 4 cepas de lavaduras a las 72 horas de

fermentacion.
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7.3.3.3. Balance de carbono en medio JA y medio M1l modificando Ilas

concentraciones de Cay Mg.

Finalmente se realizé un balance de carbono ajustando las concentraciones de Ca y Mg en

el medio M11, como se describié previamente en este capitulo.

Tabla 7.3.3. Concentraciones de fuente de carbono y principales productos de carbono, para la realizacion

del balance de carbono.

. Azicar Etanol Glicerol CO, Biomasa X
Medio Balance
y consumida X producido X producido X producido X producida  mol de
c mol mol mol mol c
epa arbono
P (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) *
JA
ARS 96.35 3.21 40.81 1.77 1.95 0.06 4724 1.07 3.40 0.14 0.16
JA
DU3 98.09 3.27 41.17 1.79 2.65 0.09 4224 0.96 3.01 0.12 0.32
A 96.24 3.21 43.18 1.87 1.93 0.06 36.24 0.82 2.39 0.10 0.35
GRO3 ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
JA
96.22 3.21 41.42 1.80 1.29 0.04 40.24 0.91 3.21 0.13 0.32
DI
M11
ARS 81.81 2.73 33.57 1.46 4.70 0.15 3524 0.80 1.83 0.07 0.24
M1l
DU3 54.55 1.82 18.80 0.82 4.35 0.14 15.24 0.35 4.09 0.16 0.35
Mil 96.60 3.22 36.04 1.56 1.86 0.06 40.24 0.91 2.60 0.10 0.58
GRO3 ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
M1l
DI 42.01 1.40 19.83 0.86 1.29 0.04 16.24 0.37 1.47 0.06 0.07

* La fraccion molar de biomasa fue calculada considerando la siguiente formula (CH; 790 59N 5) con un

peso molecular de 25.036 g/mol.

El balance de carbono se obtiene de restar las fracciones molares de los productos a la
fraccion molar de aztcar (fuente de carbono), para que el balance de carbono sea correcto, el
resultado final no debe de ser mayor a 0.5 lo que equivale al 15% de los moles de carbono
proporcionados por el aziicar inicial, debido a que en estos 0.5 moles se encuentran los demas
compuestos que se producen en menor concentracidon y que no se estan cuantificando, esto es

basado en estudios con Saccharomyces cerevisiae que es la cepa modelo.
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La cepa GRO3 (P. kluyveri) en medio M11 present6é un balance de 0.58, superior a lo que
normalmente se obtiene en los balances de carbono, esto debido a que la concentracion de otros
compuestos como ésteres es hasta 2000 veces superior que lo producido por la cepa ARS (S.
cerevisiae) con la que se realizan los balances de carbono normalmente. También cabe destacar que
la cepa DI (7. delbureckii) en medio M11 mostr6 un resultado cercano a cero, esto debido a que es
una cepa que presentd las menores concentraciones de compuestos diferentes a los que se
consideraron en este balance en comparaciéon a las producidas por ARS (S. cerevisiae) tanto de

ésteres como de alcoholes superiores.

Es importante mencionar que en el medio JA el consumo de azucar fue similar (cercano a
100 g/L), por lo tanto la produccion de etanol también presentd concentraciones similares, sin
embargo, las concentraciones de glicerol y biomasa fueron diferentes para cada una de las cepas.
Mas aun se observan diferencias entre medio y cepas, lo que nos hace formular la hipotesis de que
cada una de las cepas presenta un metabolismo diferente al compararlo con la cepa control AR5 (S.

cerevisiae).

La comparacion del efecto de los metales durante la fermentacion ha revelado que el uso de
potasio solo en un medio sintético tiene el mayor efecto, mientras que el cobre presenta el menor
efecto. Cuando es comparado con un medio de fermentacion que contiene una mezcla de Cu, Ca, K
y Na, el tiempo de fermentacion es igual que los medios sintéticos donde estuvo presente solo el Ca
o el Na. El mayor aumento en crecimiento celular fue observado con el potasio. Las diferencias en
la produccion de etanol observadas a nivel industrial cuando es utilizada la melaza como fuente de
carbono, son causadas principalmente por las diferencias en la concentracion de metales (Akrida-

Demertzi y Koutinas 1991).

Al estudiar el efecto de diferentes iones sobre las enzimas puras, se ha reportado que el
cloruro de calcio no presenta efecto en la enzima alcohol deshidrogenasa pero si activa fuertemente
(400% a 0.2 mM) la enzima piruvato descarboxilasa, mientras que los iones de Co, Mn y Ni activan

la alcohol deshidrogenasa (Hoppner y Doelle 1983).

7.3.4. CONCLUSION

Se observo que el crecimiento no es afectado por la concentracion de Ca en el medio, pero

si es indispensable su presencia para favorecer la produccion de etanol.
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El magnesio afecta de diferente manera a cada una de las cepas estudiadas, en combinacion
con la concentracion de Ca. Por lo que no se puede hacer una conclusiéon general de todas las

levaduras, debe de ser de manera individual.

Cada cepas muestra un perfil de produccion de compuestos propio, y este es afectado tanto

por las condiciones ambientales como por la composicion quimica del medio.

Una alta concentracion de Ca en el medio, favorece a la produccion de etanol debido a que
esta refuerza la membrana de la célula, ddndole una mayor capacidad para soportar una
concentracion mas alta de etanol en el medio (Nabais y col., 1998; Walker, 2004). En este trabajo se
observo que el crecimiento no es afectado por la concentracion de Ca en el medio, pero si es
indispensable su presencia para determinar la capacidad fermentativa de las levaduras
favoreciéndose la produccion de etanol ante la presencia del Ca. Considerando que el medio de JA
tiene una concentracion alta de etanol de manera natural, esto ayuda a las levaduras a que tengan

una productividad de alcohol mayor, comparada con otros medios utilizados.

Asi como el Ca es indispensable para la produccién de etanol, el Mg en altas
concentraciones favorece la producciéon del mismo, no solo en el medio M11, si no, también en el
medio JA que de manera natural tiene una alta concentracion de Ca, cuando se enriquece con Mg,

donde las levaduras llegan a producir una concentracion mayor de etanol.
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74. CAPITULO 4. Caracterizacion de cultivos puros libres e
inmovilizados en jugo de Agave y medio semi-sintético. (Articulo 1)

El siguiente capitulo muestra los resultados de la experimentacion de
los cultivos puros en medio de jugo de Agave y medio M11 a nivel matraz en
condiciones controladas en el laboratorio.

En este capitulo se evalto el efecto que tiene la inmovilizacidén en los
cultivos puros, debido a que se llega a generar un estrés al momento de estar
las células inmovilizadas, a pesar de ser un material inerte el que se utiliza
para inmovilizar las c€lulas, el estado fisiologico de las levaduras cambia, por
el hecho de no estar libres en el medio. La inmovilizaciéon limita la
transferencia de gases desde y hacia el interior de los soportes de
inmovilizacion, sobre todo cuando las células son embebidas en el soporte.

Ante el estrés de estar las levaduras inmovilizadas, llegan en algunas
ocasiones a aumentar la produccion de esteres que al final contribuyen en el
cambio positivo para el perfil aromatico de la bebida alcohdlica, encontrando
en este trabajo, que no se observa una cambio significativo por la
inmovilizacion de levaduras.

El trabajar con medio jugo de Agave hace que el trabajo sea muy
especifico y regional, por lo que se utilizé el medio M11, que es un medio
semi-sintético, formulado en el laboratorio y que se puede llegar a preparar en
cualquier otra parte, con lo cual, se pueden llegar a hacer comparaciones o
reproducir los resultados obtenidos en el presente trabajo. Es por ello la
importancia de trabajar con los 2 medios de fermentacion.

Se caracterizaron los perfiles de compuestos volatiles que llega a
producir cada una de las levaduras, tanto libres como inmovilizadas en ambos
medios, lo que nos permite tener la informacién y poder sugerir cambios a los
productores, en base a los perfiles aromaticos que requieran. Haciendo un
cambio de la levadura con la cual se trabaja, para tener al final una bebida mas
aromatica.
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Various consortia of yeasts and bacteria involved in the natural ferme ntation process of tequila have been
identified, particularly non-Saccharomyces yeasts. This study evaluates the fermentative capacity of two
non-Saccharomyces yeasts (isolated from traditional mezcal fermentation): Kluyveromyces marxianus
(DU3) and Pichia kluyveri (GRO3), and assesses their production of volatile compounds. The values found
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fermentation. The fermentations were performed in two different media, agave juice (JA) and a semi-
synthetic medium (M11). The study also compared free and immobilized yeast fermentations in the JA
medium in order to evaluate the potential benefits of immobilization on the yeast behaviour. This study
demonstrated the potential of non-Saccharomyces yeasts, which fermented the agave juice in the same
manner as S. cerevisiage but with higher ester production. Furthermore, K. marxianus produced more
higher alcohols than 5. cerevisige. This could lead to tequila with different aroma profiles. Results were
different in the synthetic medium, thus showing sensitivity to the composition of the medium. No
significant differences between yeast fermentations with free and immeobilized cells were detected,

except for ethanol yield.

© 2014 Published by Elsevier Ltd.

1. Introduction

Tequila, the distilled Agave beverage traditionally associated
with Mexico, is produced exclusively in the territory of the appel-
lation of origin of the beverage, according to Mexican regulations
(SECOH, 2012, NOM-006-SCFI-2012). The classic process of tequila
production is divided into five steps: cooking of the Agave tequilana
Weber var azul stems, milling of the cooked agaves, fermentation,
distilling and, in some cases, ageing. In some distilleries, cooking is
carried outin brick ovens heated by steam injection; in others, steel
autoclaves are used. Agaves contain high concentrations of highly
branched fructans, which are hydrolysed during the cooking step so
as to obtain simple sugars (fructose, glucose and sucrose). The
cooked agave is milled to extract the sweet must containing a high
concentration of fructose. In recent years, a diffusion process has
been developed using hot water to extract fructans or fructose from

* Corresponding author. Tel: 52 33 33 45 52 00; fax: 452 33 33 45 52 45,
E-muil addresses: agschaedler@ciate].mx, gechaedlera@hotmail.com
(A, Gschaedler).

http: [jdx doiorg 101016/ . hwt.2014.08.005
0023-6438/© 2014 Published by Elsevier Ltd.

crude crushed agave oragave fibres. Hydrolysis is achieved using an
acid treatment. The initial sugar concentration in fermentation is
between 40 and 160 g/L, depending on which type of tequila is
being produced. The lowest sugar concentrations occur when only
agave sugars are used (tequila 100%) and higher concentrations
result from the addition of other sugars, mainly corn fructose syrup
(tequila). Fermentation is mainly carried out with selected
Saccharomyces cerevisiae inocula, although some factories still work
with spontaneous fermentations. Normally, the fermentation lasts
for 24—96 h, at a temperature between 30 and 35 °C. The final
concentration of ethanol in fermented must lies between 30 and
90 g/L, depending on the initial sugar concentration (Cedeno, 1995).

Non-Saccharomyces yeasts have long been considered as con-
taminants of alcoholic fermentation and, for years, practitioners
attempted to avoid their presence during the process. According to
the literature, non-Saccharomyces yeasts proliferate in early
fermentation stages, but their growth is rapidly inhibited due to
their low ethanol tolerance (about 50—60 g/L). Thus, the fermen-
tation continues with more tolerant yeasts, some belonging to the
genus Saccharomyces (Ciani & Picdotti, 1995; Fleet & Heard, 1993).
However, although non-Saccharomyces yeasts are active for short
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periods in the fermentation, they contribute significantly to the
aromatic quality of the final beverage (Romano, Fiore, Paraggio,
Caruso, & Capece, 2003).

Interest in the study of non-Saccharomyces yeasts for alcoholic
fermentation is currently growing, since these are the main
component responsible for the production of different flavours
(Ciani, Comitini, Mannazzu, & Domizio, 2010). During the produc-
tion of beverages from Agave using spontaneous fermentation, a
stable consortium of bacteria and yeasts is present (Lappe-Oliveras
et al, 2008). In the process of tequila making, different genera of
non-Saccharomyces yeasts are detected such as Breftanomyces,
Candida, Hanseniaspora, Kluyveromyces, Pichia, Saccharomycoides,
Zygosaccharomyces, Issatchenkia and Torulaspora (Lachance, 1995).
These genera have also been identified in other alcoholic beverages,
such as wine.

In tequila, recent studies have shown that fermentation with
non-Saccharomyces yeasts (Hanseniaspora) is able to produce
ethanol levels as high as those given by S. cerevisiae in an agave
juice enriched with yeast extract. The failure of non-Saccharo-
myces yeasts to survive under traditional agave juice conditions
is attributed to a deficiency of nutrients and not to their inability
to tolerate ethanol (Diaz-Montano, Favela-Torres, & Cordova,
2010). Lopez-Alvarez, Diaz-Pérez, Sosa-Aguirre, Macias-Rodri-
guez, & Campos-Garcia (2012) demonstrated that a strain of
Kluyveromyces marxianus was also able to ferment the juice of A.
tequilana, and that the concentrations of volatile compounds and
the ethanol yield were higher than those obtained with
S. cerevisiae.

Yeast immobilization is also an alternative for the alcoholic
beverage industry. For example, this is used in wine production to
obtain a higher yeast concentration during the fermentation stage,
thus increasing productivity, in order to favour the production of
esters (Viana, Taillandier, Vallés, Strehaiano, & Manzanares, 2011)
and to allow recycling of the yeasts, which results in decreased
costs (Zhao & Xia, 2010). In mixed fermentations, this strategy
helps to obtain and maintain equal concentrations of non-Saccha-
romyces and Saccharomyces yeasts during the fermentation step.
However, immobilization can generate physiological and
biochemical changes with respect to free yeasts. In particular, these
changes can lead to an increased ethanol yield (Ciesarova Domeény,
Smogrovicova, Patkova, & Sturdik, 1998) or to the limited transfer of
nutrients into the immobilization matrix, which decreases their
availability (Verbelen, De Schutter, Delvaux, Verstrepen, & Delvaux,
2006).

In this study, in order to produce tequila with an aromatic profile
rich in esters and with acceptable ethanol yields, the use of two
non-Saccharomyces yeasts isolated from spontaneous mezcal fer-
mentations was explored and compared with a fermentation per-
formed with S. cerevisige isolated from tequila fermentation. Also,
the influence of yeast immobilization on the productions of ethanol
and volatile compounds was considered in order to evaluate the
potential use of immobilized yeast during tequila fermentation. As
Agave juice is a medium that presents differences in each batch, the
fermentation experiments were performed in parallel in a semi-
synthetic medium (M11), as an internal control having a chemical
composition that is easy to reproduce everywhere.

2. Methodology
2.1. Yeast strains

Three yeasts from the CIATE| (Centro de Investigacidn y Asis-
tendia en Tecnologia y Diseno del Estado de Jalisco) collection were

used: AR5 Saccharomyces cerevisiae, isolated from tequila fermen-
tation, and DU3 K. mamxianus and GRO3 Pichia kluyveri, isolated

from mezcal fermentation (Amaya-Delgado, Herrera-Lopez, Arri-
zon, Arellano-Plaza, & Gschaedler, 2013).

2.2. Fermentation and culture medium

Two fermentation media were used: a semi-synthetic medium
M11 (100 g/L fructose, 1 g/L yeast extract, 1 g/L (NH4),S0.4, 3.27 g|L
MgS04-7H20, 2.23 gfL K;HPO4, 0.98 g/L Ca(NO3)2-4H70) and an
agave juice medium (A. tequilana Weber var. azul with 100 g/L of
sugar enriched with 0.5 g/L (NH4)2504).

YPD medium (10 g/L yeast extract, 20 g/L peptone, 20 g/L
glucose ) was used for the preparation of the inocula.

2.3. Yeast immobilization

The immaobilized yeast was prepared using alginic acid sodium
salt from brown algae (Sigma—Aldrich®) mixed with a suspension
of cells in water (2E+09 cell/mL). Equal volumes of the two solu-
tions were used so as to obtain approximately 1E+09 cell/g bead as
a final concentration in a 20 g/L alginic sodium yeast cells sus-
pension, which was dripped using a pump and a 29G needle into a
170 g/L CaClz solution mixed with a magnetic stirring bar. After the
beads had been incubated for 30 min in the CaCly solution, they
were removed and washed with distilled sterile water to remove
the excess calcium. The beads had an average diameter of 2 mm and
were stored in a 40 g/L glucose solution at 4 °C until use.

2.4, Fermentation conditions

All the fermentations were carried out in 250 mL Erlenmeyer
flasks with 50 mL of medium, at a temperature of 30 °C and
100 rpm stirring for 72 h. Fermentation time was selected ac-
cording to the standard industrial process. The 100 rpm stirring was
chosen on the basis of a previous study (not published) which
showed that this condition allowed yeast growth and ethanol
production to be obtained simultaneously, as occurs in dassical
fermentation in the tequila industry (Cedeno, 1995). The inocula
were incubated at 30 °C and 250 rpm for 18 h. The fermentation
medium was inoculated with liquid inoculum grown in YPD me-
dium ovemnight to start at a concentration of 1E+06 cell/mL or with
beads to start at a concentration of 1E+07 cell/mL. Every 24 h, some
beads were removed and the number of cells in the beads were
counted. The fermentations were carried out in duplicate.

2.5. Cell counting

The cell concentration in the liquid medium was determined by
microscopic counting. The beads were dissolved in a 20 g/L citric
acid solution and stirred in a vortex, then the cells were counted in
a Neubauer chamber.

2.6. Sugar concentration

The reducing sugar concentration (fructose and glucose) was
measured with DNS (Dinitrosalicylic acid) reagent ( Miller, 1959).

2.7. Ethanol and volatile compounds determination

Volatile compound profiles were obtained using a dynamic
Head Space Sampler (HSS Model 7694 E, Hewlett Packard, Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, USA) coupled to a gas chromatograph
(GC Hewlett Packard 6890, Agilent Technologies, Palo Alto, CA,
USA) with a flame ionization detector (FID). A 2 mL sample of must
was introduced into a 20 mL vial, which was immediately sealed
and stored at —20 °C until analysis. Each vial was equilibrated at
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Fig.1. Growth kinetics of free yeasts in semi-synthetic medium (M11) and agave juice medium (JA) for the yeasts ARS (Saccharomyces cerevisioe ) @, DU3 { Kluyveromyces marxianus)

¢ and CRO3 (Pichia kluyveri) ¥.

80 °C for 5 min in the HSS and shaken for 1 min, pressurized with
carrier gas for 12 s, loaded into the sample loop for 12 s, equili-
brated for 30 s, and finally injected into the column for 1 min. Loop
temperature was 110 °C and the transfer line temperature was
115 °C.

Substances were separated on a polyethylene glycol capillary
column (HP-Innowax, 60m = 0.32 mm i.d.; film thickness, 0.25 um)
and analysed by GC under the following conditions: 45 °C for 7 min,
heated at 10 “C/min up to 160 °C, heated at 20 “C/min to 220°C, and
maintained at 220 °C for 8 min. Injector and detector temperatures
were set at 250 °C. The carrier gas was helium at a flow rate of
1.8 mL/min. Data acquisition and analysis were performed using
software supplied by the manufacturer (Arellano, Gschaedler, &
Alcazar, 2011).

Compounds were identified according to their retention times,
obtained with ethanol, methanol, ethyl acetate, 3-methylbut-1-yl
ethanoate (isoamyl acetate), ethanal (acetaldehyde), 2-
methylpropan-1-ol (isobutanol), propan-1-ol (propanol), 2-
methylbutan-1-0l and 3-methylbutan-1-ol (amylic alcohols),
which were purchased from Sigma—Aldrich Canada (Oakville, ON,
Canada). Volatile compounds were quantified with ChemsStation
software (Agilent), by comparing retention indices with those of
pure standard compounds and using calibration curves obtained in
hydroalcoholic solution covering the normal concentration range of
the substances in tequila.

2.8. Consumable nitrogen by Sorensen method

The formol-titration method was used to determine the amino-
acid nitrogen in the medium. A 100 mL sample was mixed with
40 mL of neutralized formaldehyde. The solution was titrated with
NaOH 0.1 mol/L (Brown, 1922; Sérensen, 1907).

2.9. Statistical analyses

The statistical analyses used to compare fermentative perfor-
mances were one-way Analysis of variance (ANOVA) to test for
significant differences between the media, the strains, and the
immobilized yeasts. Principal component analysis (PCA) was also
carried out on the concentration of volatile compounds, ethanol
yield, and yeast population in order to visualize relationships be-
tween variables. Statistical analyses were performed using Stat-
graphics Centurion XVI statistical software.

3. Results and discussion
Each strain was cultivated as free cells in both agave juice (JA)

and semi-synthetic medium (M11). Because the behaviour of free
cells was better in agave juice, this medium was selected for the

study of the influence of immobilization. Figs. 1 and 2 show the
growth evolution of the different strains, both free and immobi-
lized, and Fig. 3 depicts sugar concentration throughout the fer-
mentations. In Tables 1 and 2, the final concentrations of ethanol,
sugar, yeast population and the main volatile compounds are
shown for both media. Table 3 presents the p-value results of the
ANOVA analysis.

3.1. Yeast population

311 Free cells

Fig. 1 shows the kinetics of growth of the free yeasts. Final
populations were found to range from 690E+07 cells/mL (AR5
M11) to 3.13E+08 cells/mL (GRO3 JA). In both media, the GRO3 (P
kluyveri) strain showed the highest population. For AR5 and GRO3,
the final concentration of yeast was higher in JA than in medium
M11. These results point out that non-Saccharomyces yeast growth
is similar to or greater than that of 5. cerevisiae (ARS). The differ-
ences in final population could be statistically attributed to the
strain factor (Table 3).
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Fig. 2. Growth kinetics of immobilized veasts in agave juice medium (JA) for ARS
(Saccharomyces cerevisiae) @, DU3 (Kluyveromyces marxianus) O and GRO3 (Pichia
Muywveri) ¥ (2A: yeast cells in liquid medium; 2B: yeast cells immobilized in the
beads).
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Fig. 3. Sugar consumption kinetics in agave juice medium (JA) and semi-synthetic
medium {M11) medium with free and immobilized yeasts. Fig. 3A (AR5, Saccharo-
myces cerevisioe): @M11 ARS free, oJA ARS free, WA ARS immobilized Fig 3B (DU3,
Kluyveromyces mamignus): @M11 DU3 free, QJA DU3 free, ¥JA DU3 immobilized,
Fig. 3C (GRO3 Fichia kluyveri): @M11 GRO3, oJA GRO3, ¥ JA GRO3 immobilized.

Table 1
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Similar behaviour was observed by Sadoudi et al. (2012) for
different non-Saccharomyces in wine fermentations, with a sugar
concentration of 200 g/L. Under this condition, the maximal
numberofcells obtained with S. cerevisiae was 1.48E+08 (on day 5),
while with non-Saccharomyces C. zemplinina achieved 2E+08 (on
day 6). As in our study with free cells, the highest population was
obtained with non-Saccharomyces.

3.1.2. Immobilized cells

Fig. 2 illustrates the kinetics of fermentations inoculated with
immobilized cells, and presents the growth of free cells in the
medium after the inoculation (Fig 2A) and of immobilized yeast
included in the beads (Fig 2B). The non-Saccharomyces tended to
grow more in the free medium, while S. cerevisiae (AR5) grew more
inside the beads. As in the free cell culture (Fig. 1), GRO3 presented
the highest final population. No significant differences were
observed between the final populations with free or immobilized
yeast for a given strain.

The initial cell concentration included in the beads of each strain
was 10E+06 cells/mL and, at the end of the fermentation, the AR5
concentration was 38E+06 cells/mL, for DU3 16.7E+06 cells/mL
and for GRO3 25E+06 cells/mL (cell concentrations inside the
beads). These results are evidence of yeast cell growth inside the
beads, the highest population being detected with 5. cerevisiae
(ARS5). Growth was also observed in the liquid medium because the
beads were not made with a double layer and the yeast cells at the
surface of the beads could thus become free in the medium. This
waork is, to our knowledge, the first to report the behaviour of non-
Saccharomyces yeasts immobilized in pure culture, and highlights
behaviour very different from that observed with 5. cerevisiae.

3.2. Sugar consumption

Fig. 3 compares for each strain the kinetics of sugar concentra-
tion during the free and immobilized fermentations in medium
M11 and JA. The sugar consumption after 72 h was always faster in
JA with free cells than in M11 medium. After 36 h of fermentation,
AR5 and DU3 had consumed nearly all the sugar present in the JA
medium, while GRO3 took a further 12 h to achieve this. In contrast,
the residual sugar concentrations in M11 were higher, particularly
in the case of Kluyveromyces DU3 (29.4 g/L).

The observations generally reported in the literature for wine
yeasts show that S. cerevisiae strains cause faster fermentation than
non-Saccharomyces strains (Romano et al, 2003). Sadoudi et al.

Residual sugar, ethanol, total yeasts and major volatile compounds final concentrations in fermentations with free veasts, AR5 (Soccharomyces cerevisiae), DU3 (Kluyveromyces

marxianus ), GRO3 ( Pichia kuyveri) in JA and M11

M11 ARS M11 DU3 M11 GRO3 JA ARS JaDU3 JAGRO3
Acetaldehyde (mg/fL) 161 = 1222 T+=43 254279 86 + 56.19 28 + 663 33+ 18
Ethanol (g/L) 41 + 247 166 =091 334+ 048 30+338 30.21 = 0.34 30+ 232
Methanol ( mg/L) 583 =05 5.04 + 052 4+ 551 4274 + 0.85 45 = 3.68 47 + 4
Ethylacetate (mg/L) 13 + 261 138 + 8.36 658 + 4827 2,08 = 0.87 33.05 + 1.31 257 + 2092
Ispamylacetate (mgfL) WD ND 667 + 1.28 ND WD 339+ 048
1-Propanol { mg/L) 20 = 498 18.18 = 0.54 702 =08 14 +2.55 11.34 = 0.24 567 £053
Isobutanol (mg/L) 2046 + 032 7031 = 0.06 172 £ 5.82 19 + 4,05 107 = 14.42 123 = 416
1-Butanol {mg/L) 021 +023 ND ND 049 = 0.04 007 = 0.1 ND
Amylicalcohols (mg/L) 31 = 5.06 7062 = 1.46 627 + 1.27 72 = 1606 188 + 7.85 15.87 =054
Initial sugar {g/L) 10146 = 0.74 100.94 = 0.74 9963 =037 103.06 + 0.89 10453 + 1.19 10055 = 0.89
Final sugar (g/L) 448 + 115 2037 + 14 1464 + 0.07 3.25 + 0.98 281 +0.18 346 =003
Sugarconsumed {gjL) 9699 + 041 71+214 8499 +0.44 981 = 0.00 102 = 1.37 97.08 + 092

Final population
yeast (cell/mL)
Ethanol yield

6.90E+07 = 1.41E+06

0.426 = 002

1.58E+-08 + 7.78E+06

0.232 = 001

269E+08 = 940E+07

0392 £ 0.01

1.53E+08 + 3.B9E+07

0297 £ 0.03

1.33E+08 = 247E+07

0297 =0

3.13E+08 + 5.66E+06

0308 =002

ND = Mon detected. JA = agave juice. M11 = semi-synthetic medium.
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Table 2

Residual sugar, ethanol, total yeasts and major volatile compounds final concentrations in fermentations with the immobilized yeasts, ARS (Saccharomyces cerevisioe ), DU3

(Kluyveromyces marxianus), GRO3 (Pichia kluyveri) in JA.

JA ARS® JA DU3* JA GRO3?
Acetaldehyde (mg/L) 180 = 3821 59+ 56 4008 = 1
Ethanol (g/L) 33+ 639 31+335 3191+ 118
Methanol (mg/L) 9+228 862 +1.23 9.19 + 044
Ethyl acetate (mgjL) 0.88 = 1.09 17 + 3.19 251 =+ 7159
Ispamyl acetate {mg/L) ND ND 23+1.19
1-Propanol (mg/L) 15+ 3.98 1556 + 14 7.59 + 049
Isobutanol (mg/L) 14 + 5,08 101 = 22.38 12064 = 1.04
1-Butanol (mg/L) 0.55 = 0.06 ND ND
Amylic alcohols (mg/L) 64 = 20.06 148 = 15.92 1089 + 026
Initial sugar (g/L) 83 + 10.59 7679+ 132 84 = 3.12
Final sugar (g/L) 447 = 0.2 4.55 = 0L15 413 =037
Sugar consumed (gfL) 79 + 12.91 7225 + 099 80+ 215
Final population yeast (cellfmL) 1.32E+08 = 1.65E+07 1L73E+08 = 1.34E 407 3.72E+08 = 4.19E+07
Ethanol yield 0.412 = 001 0436 = 004 0397 =0

* Immobilized yeast cells. ND = Non detected. |A = agave juice. M11 = semi-synthetic medium.

(2012) also showed that sugar consumption by 5. cerevisiae was
faster than that of non-Saccharomyces.

Immobilization of the DU3 and AR5 strains did not affect the
consumption of sugar, giving identical sugar consumption profiles
on JA. GRO3 immobilization affected the sugar consumption more:
it was slightly slower when cells were immobilized but these dif-
ferences were not statistically significant (Table 3).

In all the strains, the sugar consumption rate proved to be
affected by immobilization during the first 12 h and presented a
latency stage at the beginning of the fermentation. This may have
been due to the limitation of nutrient transfers into the immobili-
zation matrix as reported by Converti, Casagrande, De Giovanni,
Rovatti, and Del Borghi ( 1996) and Verbelen et al. (2006). Howev-
er, the diameter of the alginate beads played an important role in
the transfer of nutrients when immobilized yeast was used. Ac-
cording to the literature, a diameter between 1.5 mm (Abraham &
Surender, 1993) and 4 mm (Shiotani & Yamané, 1981) is recom-
mended. In order to avoid nutrient transfer limitation in this study,
beads with an average diameter of 2 mm were used.

3.3. Ethanol production and yield of sugar conversion to ethanol

Final ethanol concentrations ranged between 16.6 g/L with free
DU3 in medium M11 and 41.3 g/L with free AR5 in medium M11
(Table 1). In the M11 medium, each strain had a different final
ethanol concentration. In contrast, all the strains presented similar
ethanol production in JA (30 g/L).

Because the amount of sugar consumed differed among exper-
iments, the ethanol yield was calculated. The highest yield obtained
was 0.426 g/g, given by free S. cerevisiae (AR5 ), and the lowest yield,
0.232 g/g, was for free K. marxianus (DU3 )in M11 medium Table 1).
Better yields were obtained with immobilized yeasts (Table 2).
Non-Saccharomyces DU3 and GRO3 showed low yields in M1l
medium with free yeast. Thus, if the medium is adequate, non-
Saccharomyces yeasts are able to exhaust sugar and produce satis-
factory levels of ethanol (similar to the concentration obtained in
the industry). The significant differences found in the ethanol yield
were due to the immobilization effect only (Table 3).

Similarly, Mariam, Manzoor, Ali, and Haq (2009) reported that
the use of immobilized Saccharomyces for bioethanol production
gave better results and Babu, Satyanarayana, Balakrichnan, Rao, and
Rao (2012) found high fermentation efficiencies (from 91 to 95%) in
repeated batch experiments with immobilized Saccharomyces
(both authors used sugar cane molasses, and Babu et al. sugar cane
juice too). Norton, Watsin, and D’amore (1995) suggested that the
matrix structure could protect the immobilized Saccharomyces
against ethanol.

3.4. Production of acetaldehyde

Acetaldehyde is the last intermediate compound in the pro-
duction of ethanol. At high concentrations (more than 40 mg/mL of
anhidric alcohol in the final product), it is considered to have a
negative impact on aroma (Escalona Buendia et al, 2004). The
maximum concentration of acetaldehyde was obtained in JA with
immobilized AR5 (180 mg/L). The minimal concentration was 7 mg/
L, obtained in M11 with free DU3 (Tables 1 and 2). No significant
differences in the acetaldehyde production where detected be-
tween immobilized and free cells or between JA and M11 media;
significant differences were observed only between strains
(Table 3).

3.5. Production of higher alcohols

The production of higher alcohols, considering 1-propanol,
isobutanol, 1-butanol and amylic alcohols, showed differences in
concentration due to the strain factor but no influence of immo-
bilization was detected (Table 3). Production of 1-propanol was
also dependent on the medium factor (Table 3). In general, the
highest concentrations were observed with the strain AR5
(Tables 1 and 2).

Isobutanol concentrations, in comparison with 1-propanol
concentrations, had opposite production profiles, in which the
GRO3 strain produced the highest concentration, followed by DU3,
and the lowest isobutanol concentration was observed with AR5
strain (Table 1). Isobutanol production was influenced only by the

Table 3

ANOVA p-value (*p = 0.05).
Main effects Residual sugar Total yeast Ethanol yield ¥ pjs  Ethyl acetate  Isoamyl acetate  1-Propanol  Isobutanol  Amylic alcohols  Acetaldehyde
Azstrain 0.0806 00000 0.1251 0000 0.0000* 0.0000* 00000 0.0000* 0.0011*
B:immobilization 07218 09920 0.0148* 0.889 0.5931 01137 07217 0220 01165
C:medium 0.o018= 01821 0.0631 noost= 0.1222 QL0044 07077 0.0013* 05647
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strain factor (Table 3). In this study, large differences between yeast
specdies were highlighted.

Amylic alcohols were produced at a higher concentration than
the other higher alcohols studied. In this case, the DU3 strain
provided the highest concentration, followed by AR5, and the GRO3
strain gave the lowest concentration (Table 1). The production of
amyl alcohols was always higher in JA than in M11. Statistical sig-
nificant differences in the amyl alcohols production were found for
the factors medium and strain (Table 3).

1-butanol was the higher alcohol that was produced at the
lowest concentration in comparison with the other higher alcohols
studied. Non-Saccharomyces did not produce 1-butanol. It was
produced only by the ARS strain and at a higher concentration in JA
(0.49 mg/[L) (Table 1).

Higher or fusel alcohol formation takes place by the anabolic
and catabolic route. In the anabolic route, the 2-oxo acids are
formed via de-novo biosynthesis of amino acids. They are trans-
formed to aldehydes by a decarboxylation, which is termed the
catabolic (Ehrlich) route to higher alcohol formation. In the cata-
bolic route, higher alcohol concentration is determined by the
amino acid concentration in the medium and the sugar consump-
tion rate. In addition, some higher alcohols could be generated from
the reduction of aldehydes and ketones present in the fermentation
medium. So the production of higher alcohols is generally corre-
lated with the nitrogen concentration (Branyik, Vicente, Dostalek,
& Teixeira, 2008; Carrau et al, 2008; Pires, Teixeira, Branyik, &
Vicente, 2014). Assimilable nitrogen concentration in the agave
juice, basically in the form of amino acids, was 479 mg/L. In M11
medium, it was 409 mg/L, brought by the yeast extract (1 g/L). The
concentration of inorganic nitrogen, added as (NHa)z 504, was
100 mg/L in agave juice and 200 mg/Lin M11 medium. Arrizon and
Gschaedler (2007) reported that the ratio of erganic/inorganic ni-
trogen in the medium affected the production of higher alcohols,
showing that, when the inorganic nitrogen concentration was
higher in relation to the organic nitrogen concentration, the amylic
aleohol concentration decreased and the propanol concentration
increased. In the present study, the same behaviour was observed,
principally in JA. For example, AR5 amylic alcohol concentration
was 72.8 mg/L while propanol concentration was 14.0 mg/L. Even
with the GRO3 strain, which produced the weakest higher ethanol
concentration, this effect was observed in JA.

Regarding immobilization, Smogrovicova and Domény (1999)
observed that the higher-alcohol production increased when
yeast was immobilized, especially concerning the production of 1-
propanol. In our case, no differences in higher-alcohol concentra-
tions were observed between free and immobilized fermentations.
According to Virkajarvi and Pohjala (2000), the low concentration
of higher alcohols produced by immobilized yeasts is due to the
limitation of mass transfer within the alginate beads. Again, in our
case, such a limitation could not be incriminated.

Investigating the strain effect, Sadoudi et al. (2012) found that
the non-Saccharomyces produced a lower concentration of higher
alcohols in Sauvignon Blanc juice for wine production than
S. cerevisiae did. In our case, the non-Saccharomyces GRO3
(P Kluyveri), produced a lower concentration of higher alcohols
than ARS (5. cerevisiae) in both media studied, but the opposite was
found with DU3 (K. marxianus), which produced higher concen-
trations than AR5 (5. cerevisiae). It is important to mention that
Sadoudi et al. (2012) did not include K. marxianus in their study. In
fermentations of agave juice, Diaz-Montano, Délia, Estarrén-
Espinosa, and Strehaiano (2008) reported that S. cerevisige pro-
duced stronger concentrations of higher alcohols (amyl alcohol, n-
propanol, isobutanol) in comparison with strains of the genus
Kloeckera, which produced more ethyl acetate. In this work, the two
non-Saccharomyces yeasts tested presented different behaviour;

K. marxianus produced stronger concentrations of higher alcohols
than S. cerevisiae, and P. kluyveri showed the lowest production.
Thus, the case of non-Saccharomyces cannot be generalized. The
production of higher alcohols depends directly on the yeast species,
some of them producing more higher alcohols than S. cerevisiae, as
observed with K. marxianus strain in this study.

3.6. Production of esters

The two non-Saccharomyces strains considered in this study
showed a great production of esters (ethyl acetate and isoamyl
acetate) in comparison with 5. cerevisige. The production was
greater in M11 medium than that obtained in JA (Table 1). Signifi-
cant statistical differences in the production of ethyl acetate were
observed due to the strain and the medium (Table 3). [soamyl ac-
etate production was only detected in fermentations with strain
GRO3, with higher production in M11 medium (Table 1).

The synthesis of esters has been studied in 5. cerevisiae. They are
formed enzymatically during fermentation and contribute to the
fruity and floral sensory properties of the beverages. Flavour-active
esters are the products of acetyltransferase activities catalysing the
condensation reaction between acetyl-CoA and a higher alcohol or
ethanol. The production of acetate esters during fermentation is
dependent on the activity of at least three acetyltransferases in
S. cerevisiae, and is correlated with the C:N ratio, unsaturated fatty
acids, and free oxygen concentrations in the medium. It is signifi-
cantly related to ATF1 and ATF2 gene expression (Saerens et al,
2008; Verstrepen et al, 2003). Non-Saccharomyces yeasts are
generally considered to be greater ester producers (Ciani et al,
2010), which was confirmed in this study. In wine fermentation
Hanseniaspora yeasts produce high concentrations of desirable
volatile compounds such as ethyl acetate (fruity), phenyl ethyl ac-
etate (floral), phenethylalcohol (rose) and acetoin (butter), which
have an impact on the final aroma bouquet of the beverage
(Moreira, Mendes, Hogg, & Vasconcelos, 2005; Romano et al,
2003). Other examples indude studies performed with Pinot noir
grape and Chardonnay juice, which were fermented with the yeasts
Pichia membranaefaciens and Kloeckera in an attempt to increase
the number of flavours in the wine.

High concentrations of ethyl acetate, isoamyl acetate, acetalde-
hyde and ethanol were observed (Mamede, Cardello, & Pastore,
2005). Nevertheless, no research has reported the regulatory
mechanisms that allow this high production of esters.

The effect of cell immobilization on ester production was not
significant according to the statistical analysis (Table 3) despite
slight differences for AR5 and DU3 (Tables 1 and 2). In other studies
using S. cerevisiae in beer and wine fermentation, cell immobili-
zation was correlated with an increase in the production of esters
(Mallouchos, Komaitis, Koutinas, & Kanellaki, 2003; Willaert &
Nedovic, 2006). However such behaviour was not observed in
this study, in which yeast strains and culture media were shown to
be the dominant factors (Table 3).

In our study, non-Saccharomyces produced up to 130 times more
ethyl acetate than S. cerevisiae under the same fermentation con-
ditions, which opens up new perspectives for continuing the study
of the non-Saccharomyces ester production metabolism.

3.7. PCA statistical analysis

Finally, a PCA analysis was carried out in order to observe the
correlations between the different variables. Here 84.5% of variance
was explained by 3 different components. An interesting finding in
the PCA plot (Fig. 4) was that variables grouped the GRO3 strain at
the left side and strains AR5 and DU3 on the opposite side. The
GRO3 strain had a correlation with high yeast population, and ester
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Fig. 4. Principal components plot of the volatile compounds produced and correlated
with each yeast strain studied. @®ARS (Succharomyces cerevisioe), YDU3 (Kluyver-
amyces marxianus), WGRO3 (Pichio kluyveri).

and isobutanol concentration. High residual sugar concentration
was correlated with the DU3 strain in M11 medium. AR5 and DU3
strains were correlated with acetaldehyde, amylic alcohols and 1-
propanol, meaning that these strains had similar profiles in JA
The PC1 explains incomplete fermentation, where less sugar con-
sumption produces a smaller yeast population and high acetalde-
hyde concentration, but the ethanol yield is not affected.

4. Conclusions

The three strains showed different behaviours. Non-Saccharo-
myces proved to be greater ester producers in pure culture, The
GRO3 strain not only produced the highest concentration of ethyl
acetate, but also produced the highest concentration of isoamyl
acetate and weaker higher-alcohol concentrations. The DU3 strain
produced stronger ester concentrations in comparison with AR5,
but also stronger higher-alcohol concentrations.

Generally speaking, the strategy of cell immobilization did not
have obvious positive effects on the performance of the fermen-
tation, regarding both sugar consumption and ester production.

Comparing the two media, the 5. cerevisiae (ARS) strain was
more robust, since it attained good results in both of the media
studied, whereas non-Saccharomyces achieved better results in JA
than in M11 medium. Thus, in studies with non-Saccharomyces, it is
important to work with a medium as similar as possible to the
natural medium in which the strain was isolated.

The main concusion is that the non-Saccharomyces strains
studied in this work were able to ferment the agave juice to pro-
duce tequila with an ethanol concentration similar to that of
S. cerevisiae and with higher concentrations of esters.
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7.5. CAPITULO 5 Efecto de la concentracion de nitrégeno, aireacion y
temperatura en cultivo continuo en reactor con jugo de Agave, sobre la
produccion de etanol y compuestos volatiles son Saccharomyces cerevisiae,
Kluyveromyces marxianus'y Pichia kluyveri.

7.5.1. INTRODUCCION

El incremento en la productividad volumétrica en sistemas de fermentacion
continua es alcanzado cuando se controla la concentracion de sustrato y la concentracion de
biomasa activa en la fermentacion. El sistema de fermentacion en lote causa diferentes
estados fisiologicos comparado con el sistema de fermentacion en continuo, causado por las
condiciones de operacion, inmovilizacion de células y las mutaciones que surgen durante el
tiempo que permanece el sistema en continuo (Branyik y col., 2008).

En un cultivo en lote, las levaduras tienen una primera etapa de adaptacion al
medio, seguida de la fase exponencial de crecimiento y posteriormente la fase estacionaria,
donde la concentracion de células viables permanece constante, hasta que se termina el
sustrato. En la fermentacion en continuo al llegar a la fase estacionaria se activa el sistema
y se logra mantener la fase estacionaria durante un tiempo prolongado. Esto se logra debido
a que comienza a enriquecerse el medio de cultivo con medio fresco y por tanto la
concentracion de sustrato se ve favorecida. Al mismo tiempo se retira medio con lo que se
remueven los metabolitos producidos por la levadura y de esta manera se evita la represion
del metabolismo por concentracion de producto.

Para el estudio de diferentes condiciones ambientales asi como concentracion de
nutrientes, en este capitulo se realizaron fermentaciones en continuo, manteniendo un
estado fisiologico dindmico en equilibrio y atribuyendo cualquier cambio en la produccion
de metabolitos a un cambio metabolico provocado por el disturbio provocado de manera
controlada durante la fase dinamica en equilibrio en cultivo en continuo. El nutriente que se
estudio en este sistema fue la concentracion de nitrogeno y los factores ambientales fueron
la aireacion y la temperatura.

7.5.2. METODOLOGIA

Las fermentaciones en continuo se realizaron en fermentadores de 3L marca
Applikon con un volumen de trabajo de 1.5L, las tasas de dilucion se calcularon de acuerdo
a la pumax de crecimiento de los cultivos puros en matraz con medio JA. Los reactores se
prepararon con 1.7 L de jugo de Agave a 100 g/L de azucar y se enriquecieron con 0.5 g/L
de sulfato de amonio, se esterilizaron y posteriormente se inocularon teniendo una
concentracion inicial de 1X10° cel/mL y se dejaron crecer por 12 horas en lote, tomando
muestras cada 2 horas para el seguimiento del crecimiento en la evolucion de la poblacion y
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después comenzar la alimentacion para la fermentacién en continuo. Monitoreando el
cambio de pH, pero sin tener una regulacién del mismo.

Una vez iniciada la alimentacién (Jugo de Agave diluido a 100g/L enriquecido con
0.5 g/L de sulfato de amonio y ésterilizado 121°C por 30 min) se esperaron 5 tiempos de
residencia para lograr un estado fisiologico estable, el cual se comprobd mediante el
monitoreo en linea con el que se disponia; los cuales fueron a través de los sensores de
gases exhaustos de CO, y O,, asi como el oxigeno disuelto y el pH. Posteriormente se le
agregaron 0.75 g de sulfato de amonio como un pulso directamente al reactor, para elevar la
concentracion de sulfato de amonio a 1 g/L en el jugo de Agave. Pasados 5 tiempos de
residencia se comenz6 a airear durante 5 tiempos de residencia, después se quito la
aireacion y se esperaron 5 tiempos de residencia para lograr nuevamente un estado
fisiologico estable en la levadura y continuar con los cambios de temperatura, comenzando
con 5 tiempos de residencia a 25°C seguido de 5 tiempos de residencia a 20°C.

Todas las muestras que se tomaron a lo largo de la fermentacion en continuo se les
realiz6 conteo al microscopio directo en camara de neubauer, se centrifugaron y congelaron
para posteriormente realizar la medicion de la concentracion de azucares residuales por
DNS vy la concentracion de nitrogeno amoniacal por el método colorimétrico con fenol.
También se prepar6 un vial para la medicion de compuestos volatiles mayoritarios por
Headspace acoplado a un cromatografo de gases.

Los flujos de alimentacion que se utilizaron para cada una de las cepas fueron
diferentes, debido a que mostraron tener velocidades de crecimiento distintas, siendo para
AR5 4.46 mL/min con un valor de pmw=0.1786 h”', DU3 3.9 mL/min con un valor de
Umax=0.1563 h™! y GRO3 5.95 mL/min con un valor de pm.=0.2381 h.

7.5.3. RESULTADOS DE LAS FERMENTACIONES EN CONTINUO

Se sigui6 con el estudio de las cepas ARS (S. cerevisiae), DU3 (K. marxianus) y
GRO3 (P. kluyveri). Encontrando que las perturbaciones en la mayoria de los casos
provocan un cambio en el metabolismo, los cuales pueden llegar a hacer mas lento o bien
potenciar el mismo.

7.5.3.1. FERMENTACION EN CONTINUO AR5

Las graficas que a continuacion se presentan corresponden a la fermentacion en
continuo con la cepa ARS (S. cerevisiae), la escala de tiempo se modifico de acuerdo a los
cambios realizados durante la fermentacion, teniendo que a las 12 horas comenz6 el
continuo, a las 40 horas se le adicion6 el sulfato de amonio para aumentar la concentracion
de nitrogeno, a las 68 se comenzo la aireacion a 0.5 vvim, a las 96 se quitod la aireacion para
permitir que la levadura en el cultivo regresara al mismo estado fisiologico de inicio, a las
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124 horas se cambio la temperatura a 25°C, a las 152 h se cambio la temperatura a 20°C
para finalmente terminar a las 180 horas. Las escalas en la concentracion no son las mismas
para todas las fermentaciones, se dejaron escalas diferentes para poder apreciar los cambios
que ocurren con cada una de ellas.

En la figura 7.5.1. se muestran las concentraciones de células y biomasa durante la
fermentacion en continuo con la cepa ARS (S. cerevisiae), observando un incremento en las
primeras 12 horas, lo que corresponde a la fase exponencial de crecimiento del sistema en
lote, una vez comenzado el sistema de alimentacion de jugo fresco, la levadura sigue
creciendo durante las primeras horas, pero después comienza a disminuir la concentracion
lentamente hasta estabilizarse, esto ayudado también debido a que se saca medio de cultivo
a la misma velocidad que la alimentacion, sacando no solo medio sino también células
vivas, lo cual favorece a que se mantenga constante la poblacion celular. A las 40 horas
cuando se agrega el nitrogeno, se observa un efecto positivo en el crecimiento, aumentando
la concentracion celular y por tanto la biomasa. A las 68 h, se comenzo a airear, observando
un efecto positivo en el crecimiento, por lo que la concentracion celular aumento
alcanzando los niveles mas altos durante la fermentacion en continuo. A las 96 horas
cuando se quitd la aireacion para regresar al estado basal, la concentracion celular
nuevamente comenzo a bajar llegando al mismo nivel que se tenia a las 40 horas. El cambio
de temperatura a 25°C afecto a las células durante las primeras horas, después de esto las
células de levaduras lograron mantenerse en una concentracion estable, un poco por debajo
de la concentracion que se tenia a 30°C. La disminucioén en la temperatura hace que el
metabolismo de las levaduras sea mas lento, por lo que la temperatura que mas afecto el
crecimiento fue a 20°C donde se observd que la concentracion disminuyd
considerablemente, pero lograron mantenerse estables en un nivel bajo de concentracion.

Figura 7.5.1. Cinética de la concentracion de células y biomasa en la fermentacion en
continuo con la cepa ARS (S. cerevisiae). B (Basal), N (Nitrogeno), A (Aireacion), 25
(Temperatura de 25°C), 20 (Temperatura de 20°C).

1.4e+8 0.006
—e— Poblacion —e— Biomasa
1.2e+8 1 0.005 A
10248 1 0.004 |
8.0e+7 |
— -
0.003 1
£ 6.00+7 | £
8 £ 0.002 |
4.0e+7 | E 0.
2.0e+7 | 0.001 1
0.0 0.000 1
B N A B 25 20 B N A B 25 20
12 40 68 96 124 152 180 1‘2 4‘0 é8 96 124 152 150
tiempo (h) tiempo (h)

133



La produccién de CO, se mantuvo estable en cada una de las etapas estudiadas,
observando que se logra una estabilidad metabolica con los 5 tiempos de residencia
esperados en cada una de ellas (Figura 7.5.2.). La disminucion de la concentracion de CO,
observado de las 68 a las 96 horas corresponde a la etapa donde se aireo el reactor, por lo
que el CO; fue diluido con el aire administrado, la temperatura de 25°C disminuye un poco
la concentracion de CO; producida, sin verse una afectacion como con la temperatura de
20°C donde se observa que la produccion fue disminuyendo lentamente hasta llegar a cero,
lo que demuestra una disminucién de la actividad metabdlica a 20°C, terminados los 5
tiempos de residencia a 20°C y para comprobar que las células no estaban muertas, se
regreso la temperatura a 30°C, con lo que la actividad metabolica subié nuevamente hasta el
nivel antes observado. Por otro lado la concentracion de oxigeno en los gases exhaustos,
muestra un comportamiento inverso al observado con el CO,.

La concentracion de oxigeno disuelto disminuye por efecto del consumo del mismo
por parte de las levaduras (Figura 7.5.2.). Se observa una disminucion de la concentracion
de este durante las primeras horas que corresponden a la etapa de crecimiento, hasta que
llega a un nivel bajo, donde se mantiene durante todo el experimento, a pesar de haber
aireado el medio de las 60 a las 96 horas, el oxigeno disuelto no vuelve a subir su
concentracion, lo que nos dice que el oxigeno administrado que va quedando en el medio es
utilizado por las levaduras, teniendo un efecto positivo en el crecimiento. Durante las
demas etapas es normal que el oxigeno disuelto este en cero, debido a que no existe una
aireacion del medio de cultivo.

Figura 7.5.2. Cinética de la concentracion de gases exhaustos y oxigeno diuelto en el
reactor de la fermentacion en continuo con la cepa ARS (S. cerevisiae). B (Basal), N
(Nitrogeno), A (Aireacion), 25 (Temperatura de 25°C), 20 (Temperatura de 20°C).
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El pH muestra un comportamiento diferente en cada una de las fases estudiadas
durante la fermentacion en continuo (Figura 7.5.3.). El jugo de Agave es acido de manera
natural, comenzando la fermentaciéon a un pH de 4.4 el cual disminuye hasta 4.0 y se
mantiene estable en los primeros 5 tiempos de residencia. La adicion de nitrogeno, causo
una disminucion de pH lo cual puede deberse a la produccion de &cidos organicos por parte
de la levadura hacia el medio, o bien, la asimilacién de NH,4 con la liberacion de H', debido
a que el nitrégeno fue administrado en forma de pulso, durante el sistema en continuo se va
lavando la concentracion de nitrogeno por efecto del consumo por parte de las levaduras y
por efecto del mismo sistema donde se administra medio nuevo con una concentracion de
0.5 g/L de sulfato de amonio. La aireacion de las 68 a las 96 horas produce un aumento del
pH, debido a que el metabolismo se desvia hacia el crecimiento celular en lugar de
produccién de metabolitos, habiendo una menor concentracion de CO; en el medio. La
temperatura a 25°C provoco un aumento de pH, lo que demuestra que el metabolismo de la
levadura se ve afectado, pero logra mantener una estabilidad durante los 5 tiempos de
residencia, por otro lado, a 20°C se ve fuertemente afectado el metabolismo observando que
el pH va aumentado lentamente hasta llegar al pH inicial del jugo, lo que nos muestra que
el metabolismo de la levadura se hace muy lento, y con la temperatura tan baja, queda
activo solo el metabolismo basal para mantenimiento celular, por lo que no hay produccion
de metabolitos secundarios, o bien, el metabolismo es muy lento en comparacion al que se
tiene a 30°C y como el flujo de alimentacion y salida estan calculados para la temperatura
de 30°C.
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Figura 7.5.3. Evolucion del pH a lo largo de la fermentacion en continuo con la cepa
ARS (S. cerevisiae). B (Basal), N (Nitrogeno), A (Aireacion), 25 (Temperatura de
25°C), 20 (Temperatura de 20°C).
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La concentracion de azucar se justo en el medio de cultivo a 100 g/L diluyendo el
jugo con agua destilada, al inicio se observa un efecto de aumento de la concentracion, lo
cual se habia observado previamente en los cultivos en matraz y en los reactores en lote.
Ademas este efecto también es reportado en la fermentacion de medio de extracto de malta
para la produccion de cerveza con las levaduras Saccharomyces cerevisiae y Candida
tropicalis, donde en las primeras 4 horas la concentracion de maltosa aumenta y después a

las 8 horas baja, para terminar a las 16 horas la concentracion en el medio (Alloue-Boraud
y col., 2015).

Durante los primeros 5 tiempos de residencia se observa una disminucion hasta 90
g/L, lo que demuestra que se consumen alrededor de 10g/L con la velocidad del flujo con el
que se opero el sistema continuo. La adicion de nitrégeno, causa una disminucion de la
concentracion de azlcar, debido a que el metabolismo se acelera por efecto del aumento de
la concentracion de nitrogeno por lo que hay una mayor demanda de azucar. Durante la
aireacion se observd que la concentracion celular aumentd y se esperaria que la
concentracion de azucar disminuyera, pero se mantiene constante al mismo nivel que se
tenia durante la estabilidad. Al realizar el cambio de temperatura a 25°C, la concentracion
de azlcar aumenta durante las primeras horas mientras que la levadura se adapta a las
nuevas condiciones y después disminuye, lo que demuestra que tiene la capacidad de poder
adaptarse a la temperatura de 25°C, por otro lado cuando la temperatura del fermentador se
programo a 20°C, la concentracion de aziicar aumenta sin lograr adaptarse la levadura a esta
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temperatura, observando un cambio progresivo durante los 5 tiempos de residencia, sin
lograr llegar a una estabilidad.

La concentracién de nitrogeno disminuye, lo que demuestra que se consume
totalmente, el aumento a las 40 horas corresponde al pulso que se le administra al reactor de
manera intencional (Figura 7.5.4.). Durante las primeras horas de la aireacion se observa
que aumenta un poco la concentracion de nitrdgeno, lo que se puede atribuir a una
adaptacion y modificacion del metabolismo, debido a que durante esta etapa se observo
una preferencia por el crecimiento celular. Con la temperatura de 25°C se observa un
aumento de la concentracion de nitrogeno, el cual se estabiliza, por lo que la levadura logra
estabilizar su metabolismo a esta temperatura, pero a 20°C la concentracion va aumentado
lentamente hasta regresar a la concentracion inicial, lo cual demuestra que el metabolismo
de la levadura se va haciendo cada vez mas lento sin lograr estabilizarse, por lo que la
temperatura de 20°C, provoca un estrés y cambios metabolicos grandes en la levadura. Si
bien la levadura hace un gran esfuerzo por mantenerse viva, no logra observarse una
estabilidad en concentracion celular en 5 tiempos de residencia.

Figura 7.5.4. Evolucion de la concentracion de azucar y nitrogeno a lo largo de la
fermentacion en continuo con la cepa ARS (S. cerevisiae). B (Basal), N (Nitrogeno), A
(Aireacion), 25 (Temperatura de 25°C), 20 (Temperatura de 20°C).
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El etanol es el principal metabolito que se desea producir durante una fermentacion
alcohdlica, teniendo que la concentracion de etanol aumenta durante la etapa de
crecimiento y logra estabilizarse su produccion a lo largo de la fermentacion en continuo,
en la figura 7.5.5.a se muestra la evolucion de la concentracion de etanol total en el reactor
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en continuo, mientras que en la figura 7.5.5.b se realiz6 una normalizacion en base al
numero de células, para observa si los cambios observados eran provocados por un cambio
en el metabolismo celular o si estos correspondian a una modificacion de la concentracion
celular. De esta manera se puede tener una vision mas clara del metabolismo celular y no
llegar a realizar conclusiones erroneas, debido a que el objetivo es revisar el metabolismo
celular, la normalizacion nos ayuda a ver la cantidad de metabolito producido por cada
millon de células.

La adicién de nitrégeno al medio parece no tener un efecto en la produccion de
etanol, mientras que la aireacidn muestra un ligero aumento al inicio y después se
estabiliza, pero la concentracion producida por célula es menor. El aumento en la
concentracion de etanol que se observa con la aireacion es efecto del aumento de la
cantidad de células en el medio. Una vez que se quita la aireacion a las 96 horas para
regresar al nivel inicial, se observa una disminuciéon de la concentracion de etanol en el
medio, provocado por la disminucion de la cantidad de levaduras en el reactor, pero la
concentracion que produce cada una de las células aumenta, al pasar a un estado de
anaerobiosis.

La temperatura de 25°C muestra una disminucion de la concentracion de etanol en
el medio, la cual es causada por la diminucion de la cantidad de levaduras en el reactor,
debido a que la concentracion producida por célula se mantiene estable. Por otro lado a
20°C se observa que la concentracion total de etanol en el medio disminuye hasta llegar a
los niveles mas bajos registrados durante la fermentacion en continuo, pero la
concentracion que produce cada célula a 20°C es mayor durante las primeras horas, y
después disminuye.
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Figura 7.5.5. Evoluciéon de la concentracion producida de etanol a lo largo de la
fermentacion en continuo con la cepa AR5 (S. cerevisiae). B (Basal), N (Nitrogeno), A
(Aireacion), 25 (Temperatura de 25°C), 20 (Temperatura de 20°C).

(a:concentracion en el reactor, b: normalizado a 1 millon de células)
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La concentracion de acetaldehido producida por la levadura muestra una evolucion
de la concentracion en el reactor variable (Figura 7.5.6.), lo que corresponde a los cambios
de concentracion de células, debido a que la concentracion producida por célula se
mantiene estable, tanto con la adicion de nitrogeno como con la aireacion y el regreso al
nivel inicial. La temperatura es la unica que muestra un ligero aumento de la produccion de
acetaldehido por parte de las células, el cual es mas notorio a 20°C.
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Figura 7.5.6. Evolucion de la concentracion producida de acetaldehido a lo largo de la
fermentacion en continuo con la cepa ARS (S. cerevisiae). B (Basal), N (Nitrogeno), A
(Aireacion), 25 (Temperatura de 25°C), 20 (Temperatura de 20°C).

(a:concentracion en el reactor, b: normalizado a 1 millon de células)
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Los ésteres se producen en concentraciones pequefias, pero sensorialmente aportan
un caracter de olor bastante alto, pues estas concentraciones son suficientes para que
puedan ser detectados y contribuyan al sabor y aroma de las bebidas alcoholicas. En el
tequila el acetato de etilo es el que se produce en una concentracién mayor en comparacion
a los demas ésteres, es por esto que se utiliza como indicador de la concentracion de ésteres
totales.

En la fermentacion se observa que el acetato de etilo comenzo a producirse durante
los primero 5 tiempos de residencia donde se buscaba la estabilidad metabdlica, teniendo
un aumento en la produccion por célula. La adicion de nitrégeno disminuy6 la produccion
de este éster, mientras que durante la aireacion se observo que fue la etapa donde se logro
hasta cierto punto una estabilidad en la produccion por parte de las células,

La produccion de ésteres se vio afectada por cada uno de los cambios que se
produjeron en el sistema de manera intencional, sin lograr una estabilidad en su produccion,
debido a que se ha observado que la produccion de ésteres depende mucho del estrés al que
esté sometida la célula, lo que se ve reflejado en un aumento en la concentracion de ésteres
en el reactor. La concentracion de esteres observada en el reactor se debe a un aumento de
la concentracion de células, pero también a la cantidad que cada célula produce, la cual

140




aumenta con cada perturbacion. Si bien los cambios de temperatura reflejan una
disminucion en la concentracion de ésteres que se tiene en el reactor, la capacidad que se
produjo por cada célula aumenta ante el cambio de temperatura y después disminuye con
una tendencia a ir aumentado. Por lo que se puede decir que la temperatura baja si provoca
un aumento en la produccion de ésteres por parte de la célula, pero como la concentracion
de células es baja, la concentracion final que se observa en el reactor es baja.

El caprato de etilo muestra oscilaciones en su concentracion en el reactor, pero la
produccion por célula es relativamente estable, teniendo un ligero aumento por efecto de la
temperatura, el cual se observa mas a 20°C.

El caprilato de etilo se ve afectado por efecto de al aireaciéon, mientras que la
temperatura favorece positivamente la produccion del mismo. Siendo nuevamente la
temperatura de 20°C donde mas se produce, al igual que lo observado con el caprato de
etilo.

Espinosa Vidal y col., (2013) reportan que la concentracion ésteres de acetato es
mejorada con la mitad de la concentracion de sulfato de amonio que se utilizo para
disminuir la concentracion de alcoholes superiores, mientras que nosotros no observamos
un cambio en la produccion de ésteres al afiadir el sulfato de amonio a las 40 horas. El
aumento que nosotros observamos en la concentracion a de caprato y caprilato de etilo se
debe a un aumento en la concentracion de células, pero seguimos teniendo la misma
cantidad producida por cada célula.

Los estudios que se realizan normalmente son en sistemas en batch, teniendo al final
un aumento o disminucion de la concentracion de los compuestos aromadticos, que en
ocasiones se debe a un efecto de la inhibicion o favorecimiento del crecimiento de las
levaduras durante el proceso de fermentacion. Por lo que es mas recomendable el estudio
de los efectos en el metabolismo mediante un sistema en continuo, donde se puede tener
una estabilidad en el metabolismo durante la fase estacionaria, y de esta manera poder
atribuir cualquier cambio en concentracion, a la perturbacion realizada en el sistema.

Fermentar a bajas temperaturas aumenta el tiempo de fermentacion del proceso
total, se ha reportado que la produccion de ésteres de etilo es favorecida a 28°C aumentado
el aroma del vino (Gamero y col., 2013). Cuando nosotros disminuimos la temperatura
observamos una disminucion en la concentracion de ésteres en el reactor, provocado por la
disminucion de la concentracion de células, pero si realizamos el andlisis de la cantidad
producida por cada una de las células, tenemos que la cantidad de ésteres aumenta, siendo
favorecida por la disminucion de la temperatura, observandose este efecto de una manera
mas clara con el caprilato de etilo al disminuir la temperatura a 20°C. La fermentacion a
bajas temperaturas no solo aumenta la formacioén de aromas, también provoca la retencion
de aromas en la bebida.
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Figura 7.5.7. Evolucion de la concentracion producida de ésteres (acetato, caprato y
caprilato de etilo) a lo largo de la fermentacion en continuo con la cepa ARS (S. cerevisiae).
B (Basal), N (Nitrogeno), A (Aireacion), 25 (Temperatura de 25°C), 20 (Temperatura de

20°C).

(a,c,e:concentracion en el reactor, b,d,f: normalizado a 1 millon de células)
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La produccion de alcoholes superiores tiene una estrecha relacion con el etanol, por
lo que se observa que el 1-propanol muestra un comportamiento idéntico al observado que
con el etanol, mientras que el isobutanol y los alcoholes amilicos muestran cinéticas
similares. Pero mantienen el mismo comportamiento que el etanol.

Gamero y col., (2013) reportan que la temperatura no muestra un efecto en la
produccion de alcoholes superiores y mas bien estos tienen relacion con la especie de
levadura utilizada durante la fermentacion. Observando nosotros que cinéticas de
produccion diferentes para cada uno de los alcoholes medidos en este trabajo. Cada uno de
los alcoholes superiores depende de la concentracion de aminoéacidos presentes en el medio,
pues son los precursores para su formacion, como en este trabajo no se realizaron
enriquecimientos de nitrogeno orgénico, no se observan cambios en la produccion de
alcoholes superiores que se puedan llegar a relacionar directamente.
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Figura 7.5.8. Evolucion de la concentracion producida de alcoholes superiores (1-propanol,
isobutanol y alcoholes amilicos) a lo largo de la fermentacion en continuo con la cepa ARS
(S. cerevisiae). B (Basal), N (Nitrogeno), A (Aireacion), 25 (Temperatura de 25°C), 20

(Temperatura de 20°C).

(a,c.e:concentracion en el reactor, b,d,f: normalizado a 1 millon de células)

a b
s B N A B 2520 o B N A B 2520
—e— 1-Propanol —e—¢ 1-Propanol
16
0.8 1
14
12 06 1
10 - =
= © 0.4
g 8 E
61 0.2
4,
2 - 0.0 1
07 T T T T T T T
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 12 40 68 96 124 152 180
12 40 68 96 124 152 180 i
) tiempo (h)
tiempo (h)
c d
0 B N A B 25 20 07 B N A B 25 20
—e— |sobutanol
—e— |sobutanol 06 |
8,
0.5 1
6 - 0.4 1
— —
ED 4 ?0.3*
0.2 1
21 0.11
0 - 0.0 1
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 12 40 68 96 124 152 180
12 40 68 96 124 152 180 i
) tiempo (h)
tiempo (h)

144




. B N A B 2520 s B N A B 2520

—e— Alcoholes amilicos | —e— Alcohgles amilicos

0.0

12 40 68 96 124 152 180
e tiempo (h)

12 40 68 96 124 152 180
f tiempo (h)

Espinosa Vidal y col., (2013) reportan que la produccion de alcoholes superiores es
reducida al enriquecer el medio con sulfato de amonio, observando nosotros que los
alcoholes superiores aumentan para nuestro caso con la levadura ARS (S. cerevisiae) en
medio de jugo de Agave.

La ventaja de realizar una fermentacion en continuo para analizar el efecto
metabolico de cada uno de los factores, permite observar el efecto al momento de realizar la
perturbacion, a diferencia de las fermentaciones en lote, donde se mide la acumulacion a lo
largo de fermentacion, por lo que no es directamente un cambio en el estado fisiologico al
momento de la perturbacion.
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7.5.3.2. FERMENTACION EN CONTINUO DU3

Las graficas que a continuacion se presentan corresponden a la fermentacion en
continuo con la cepa DU3 (K. marxianus), donde a las 12 horas se cambio de batch a
continuo, a las 44 horas se adiciono una solucion de sulfato de amonio para aumentar la
concentracion de este en el jugo de Agave, a las 76 horas se comenz6 a airear a 0.5 vvm, a
las 108 horas se quitd la aireacion y se esperd a que regresara la cepa al mismo estado
fisiologico de inicio, a las140 horas se cambio la temperatura a 25°C y a las 172 horas se
cambio la temperatura a 20°C para terminar a las 204 horas.

Durante las primeras 12 horas se observa un crecimiento correspondiente a la fase
exponencial del sistema en lote, al iniciar la alimentacion para el sistema continuo se
observa que se mantiene una concentracion celular estable durante los primeros 5 tiempos
de residencia (Figura 7.5.9.). La adicion de nitrogeno a las 44 horas parece no afectar
significativamente el crecimiento celular. A las 76 horas con la adicion de aire se observa
un efecto positivo con un crecimiento, que corresponde a un aumento de biomasa, la cual al
quitar la aireacion regresa a su estado de inicio. El efecto que tiene la temperatura sobre el
crecimiento es muy poca observando que tanto a 25°C como a 20°C la concentracion
celular se mantiene, disminuyendo ligeramente, a diferencia con lo observado con ARS (S.
cerevisiae) donde la temperatura a 20°C le afecto gravemente.

Figura 7.5.9. Cinética de la concentracion de células y biomasa en la fermentacion en
continuo con la cepa DU3 (K.marxianus). B (Basal), N (Nitrégeno), A (Aireacion), 25
(Temperatura de 25°C), 20 (Temperatura de 20°C).
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La produccion de CO; es un reflejo del metabolismo de la célula (Figura 7.5.10.),
observando una estabilidad de la produccion del mismo durante los primeros 5 tiempos de
residencia, la concentracion que logran medir los sensores es de 55% méaximo, lo que se
bebe a que el CO; se difunde facilmente a través las mangueras de silicon que se utilizaron,
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la adicion de nitrogeno no afecta la produccion de CO, y durante la aireacion la
concentracion detectada disminuye por efecto de la dilucion con el aire que se administra,
una vez que se quita la aireacion se regresa al estado inicial, pero la temperatura a pesar de
no observar en el crecimiento y biomasa un cambio significativo, en la produccion de CO,
si se observa que este disminuye, por lo que se puede decir que la célula solo realiza
mantenimiento celular y crecimiento, pero las rutas metabdlicas se comienzan a apagar
lentamente a 25°C y a 20°C llegando a un nivel minimo basal para el mantenimiento celular
al no detectar produccion de CO,. El oxigeno disuelto es consumido al inicio de la
fermentacion y este se mantiene en una concentracion de cero durante todo el experimento.

Figura 7.5.10. Cinética de la concentracion de gases exhaustos y oxigeno diuelto en el
reactor de la fermentacion en continuo con la cepa DU3 (K. marxianus). B (Basal), N
(Nitrogeno), A (Aireacion), 25 (Temperatura de 25°C), 20 (Temperatura de 20°C).
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El efecto que tienen los factores estudiados sobre el pH se observan en la figura
7.5.11. donde se comienza con un pH de 4.35 y disminuye hasta 4.1 manteniéndose en este
nivel durante los primeros 5 tiempos de residencia. La adicion de nitrégeno extra no
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muestra efecto alguno sobre el pH, por otro lado, la aireacion provoca no solo un aumento
en la concentracion celular si no que también se observa una disminucion del pH, la cual al
quitar la aireacion el pH comienza a regresar lentamente al mismo nivel. Si bien con la
temperatura el crecimiento celular parece no afectarse, el pH comienza a subir lentamente a
25°C y continua subiendo a 20°C hasta llegar al valor inicial.

Figura 7.5.11. Evolucién del pH a lo largo de la fermentacion en continuo con la cepa
DU3 (K. marxianus).ARS (S. cerevisiae). B (Basal), N (Nitrogeno), A (Aireacion), 25
(Temperatura de 25°C), 20 (Temperatura de 20°C).
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La concentracion de azicar comenzd en 130g/L disminuyendo hasta un promedio
de 110g/L durante los primeros 5 tiempos de residencia (Figura 7.5.12.), la adicion de
nitrégeno provocd una ligera disminucion en la concentracion de azicar a las 50 horas. La
aireacion con motivo del aumento de la concentracion celular provoco una disminucion en
la concentracion de azucar la cual regreso nuevamente a su nivel al quitar la aireacion, pero
también se observa que la concentracion de azucar sigue subiendo y se estabiliza en una
concentracion ligeramente mayor a la inicial. La temperatura de 25°C al inicio muestra una
estabilidad pero después comienza a bajar y a 20°C se mantiene estable.

La concentracion de nitrogeno comienza a disminuir durante las primeras horas y se
mantiene estable durante los primero 5 tiempos de residencia, pero cabe resaltar que la
levadura no consume todo el nitrogeno, manteniéndose en una concentracion estable a 0.4
g/L, a las 44 horas la adicion de nitrégeno provoca un aumento en la concentracion el cual
se va lavando hasta llegar nuevamente a la concentracion de estabilidad. La aireacion con
motivo del aumento de la concentracion celular, provoca una disminucion de la
concentracion de nitrégeno hasta llegar a consumir todo el nitrégeno presente, una vez que
se quita la aireacion, la concentracion de nitrogeno regresa a la concentracion inicial, y con
la temperatura la concentracion de nitrogeno tiene oscilaciones con una tendencia a
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disminuir justo en el momento del cambio y regresa rapidamente a la concentracion de
estabilidad.

Se atribuye que las levaduras no-Saccharomyces no estan presentes durante toda la
fermentacion, debido a su baja tolerancia al etanol y que los nutrientes se van terminando
lentamente (Albergaria y Ameborg 2016), pero con este experimento, podemos ver que la
cepa DU3 (K. marxianus) no presenta una limitacion del nitrogeno. Ademas también fue
reportado que 7. delbrueckii no esta presente durante toda la presentacion debido a su
demanda de nitrégeno que compite con S. cerevisiae, realizando fermentacién secuencial,
observando que 7. delbrueckii consume el nitrégeno y no le deja a S. cerevisiae, por lo que
se debe de aumentar mds las concentracion de nitrogeno, incuso en fermentaciones
secuenciales (Taillandier y col., 2014). Con esto nosotros podemos ver que el nitrégeno no
es una limitante para K. marxianus, pero depende mucho de cada una de las cepas
estudiadas y no podemos generalizar que todas las cepas de la misma especie tendran el
mismo comportamiento, o bien que todas las no-Saccharomyces llegan a tener ese
comportamiento.

Figura 7.5.12. Evolucién de la concentracion de azucar y nitrogeno a lo largo de la
fermentacion en continuo con la cepa DU3 (K. marxianus). B (Basal), N (Nitrogeno), A
(Aireacion), 25 (Temperatura de 25°C), 20 (Temperatura de 20°C).
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La produccion de etanol se observa en la figura 7.5.13. donde se aprecia tanto la
concentracion total producida como la concentracion producida por unidad de célula.
Durante las primeras horas y junto con el crecimiento se observa que la concentracion de
etanol comienza a aumentar. Al iniciar el sistema en continuo se aprecia una estabilidad en
la produccion de etanol ligado a una produccion por célula estable, con pequefias
oscilaciones causadas por errores de la propia técnica de medicion, puesto que los valores
reportados son muy pequefios. La adicion de nitrdgeno parece no tener efecto en la
produccion de etanol, mientras que la aireacion causa un aumento en la concentracion total
de etanol en el reactor causada por el incremento de células, pero la cantidad de etanol
producida por célula fue incluso un poco menor que la que se tenia sin aireacion. La
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temperatura a 25°C muestra una ligera disminucion en la concentracion de etanol en el
reactor, sin embargo, la concentracion de etanol que fue producida por célula, se mantuvo
en el mismo nivel, por otro lado, durante las primeras horas a 20°C, pareciera que se
mantiene la produccion de etanol y solo al final se observa una caida en la produccion del
mismo. Lo que nos demuestra que DU3 (K. marxianus) es una levadura que esta mas
adaptada al medio y a los cambios de nutrientes y temperatura que lo observado con ARS
(S. cerevisiae).

Se ha reportado que S. cerevisiae es una levadura que esta presente en todos los
procesos de fermentacion debido a su buena capacidad de adaptacién a los medios y
condiciones ambientales (Albergaria y Arneborg 2106), pero con esto podemos demostrar
que en fermentaciones con jugo de Agave la levadura K. marxianus esta mas adaptada que
S. cerevisiae, existen diversos estudios que demuestran la presencia del genero
Kluyveromyces en todos los procesos fermentativos con diferentes especies de Agave
(Lappe-Oliveras y col., 2008) a pesar de utilizar una levadura S. cerevisiae aislada de
proceso de fermentacion de tequila, que se supone estd adaptada a ese medio de
fermentacion, K. marxianus muestra ser una levadura mas robusta para este medio.

Figura 7.5.13. Evoluciéon de la concentracion producida de etanol a lo largo de la
fermentacion en continuo con la cepa DU3 (K. marxianus). B (Basal), N (Nitrogeno), A
(Aireacion), 25 (Temperatura de 25°C), 20 (Temperatura de 20°C).

(a:concentracion en el reactor, b: normalizado a 1 millon de células)
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El acetaldehido es un reflejo de una conversion incompleta a etanol, en este
experimento la levadura DU3 (K. marxianus) muestra un incremento en su produccion
durante las primeras horas (Figura 7.5.14.), logrando la estabilidad durante los primeros 5
tiempos de residencia, el nitroégeno parece no afectar la produccion del mismo, mientras
que la aireacion refleja un aumento en la concentracion del reactor el cual es causado por el
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aumento de la concentracion celular por que la concentracion producida por célula fue la
misma. Al retirar la aireacion la concentracion en el reactor disminuye debido a que la
concentracion de células disminuye también, pero la concentracion de acetaldehido
producida por unidad de célula aumenta, por el cambio de metabolismo al pasar de aerobio
a anaerobio. La temperatura mantiene una concentracion en el reactor estable, pero la
cantidad de acetaldehido producida por unidad de célula aumenta, tanto a 25°C como a
20°C, siendo mas marcado este efecto a 20°C, lo que demuestra que el metabolismo de la
levadura se concentra en realizar un mantenimiento celular, dejando de lado los metabolitos
secundarios, reflejado en una fermentacién incompleta al aumentar la concentracion de
acetaldehido.

Figura 7.5.14. Evolucién de la concentracion producida de acetaldehido a lo largo de la
fermentacion en continuo con la cepa DU3 (K. marxianus). B (Basal), N (Nitrogeno), A
(Aireacion), 25 (Temperatura de 25°C), 20 (Temperatura de 20°C).

(a:concentracion en el reactor, b: normalizado a 1 millon de células)
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El acetato de etilo muestra oscilaciones en la concentracion de este éster en el
reactor (Figura 7.5.15), mas sin embargo la concentracién del mismo por unida de célula
se mantiene estable tanto con la adicién de nitrégeno como con la aireacion. El cambio de
sistema entre aerobio y anaerobio provoca un aumento mas marcado tanto en la
concentracion de acetato de etilo en el reactor como en la produccion por unidad de célula.
La temperatura como se tenia previamente reportado para Saccharomyces se observa un
aumento en la concentracion de ésteres, siendo mas marcado este efecto a 20°C.

El acetato de etilo se utiliza en la industria del tequila como indicador de la
concentracion de ésteres, para el caso del acetato de isoamilo, no fue detectado durante las
primeras horas, sino hasta que se quito la aireacion y la concentracion de acetato de etilo
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aumento, también la del acetato de isoamilo aumenta hasta un nivel donde puede llegar a
detectarse. La temperatura favorece la produccion de ésteres, observando que la levadura
DU3 (K. marxianus) logra tener una producciéon hasta un nivel detectable. Con esto
podemos comprobar que la temperatura baja favorece la produccion de ésteres y se
confirma que las vias de produccion de ésteres estan ligadas, por lo que puede seguir
utilizandose la medicion del acetato de etilo como indicador de la concentracion de ésteres
totales.

Se ha reportado que la fuente de nitrogeno tiene un efecto pronunciado en el
metabolismo de Kluyveromyces, donde el alcohol isoamilico puede aumentarse cuando el
medio se enriquece con extracto de levadura, mientras que el 2-fenil-etil-acetato deja de
producirse con la adicion de sulfato de amonio, sin tener efecto para la produccion de
acetato de isoamilo y acetato de etilo. Ademads la fuente de carbono también influye en la
produccion de ésteres, sabiendo que la lactosa disminuye la produccion de ésteres de
acetato mientras que la glucosa y la fructosa aumentan la produccion de estos (Gethins y
col., 2015). En este trabajo se muestra que el acetato de etilo si tiene un efecto positivo por
la adicion de sulfato de amonio, por lo que el efecto de la fuente de nitrégeno, tiene mucho
que ver con la cepa de levadura que se éste analizando.

Figura 7.5.15. Evolucion de la concentracion producida de ésteres (acetato de etilo y
acetato de isoamilo) a lo largo de la fermentaciéon en continuo con la cepa DU3 (K.
marxianus). B (Basal), N (Nitrogeno), A (Aireacion), 25 (Temperatura de 25°C), 20
(Temperatura de 20°C).

(a,c:concentracion en el reactor, b,d: normalizado a 1 millon de células)
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Los alcoholes superiores que se produjeron en mayor concentracion fueron los
alcoholes amilicos con la cepa DU3 (K. marxianus) (Figura 7.5.16.). La cepa de
Saccharomyces (ARS) que es la mas ampliamente utilizada en la industria del tequila,
también produce una alta concentracion de este alcohol superior comparando con los demas
que también se producen durante la fermentacion. Debido a esto, por norma en el tequila se
utiliza como indicar de la concentracion de alcoholes superiores. Sin embargo, con la cepa
DU3 (K. marxianus) también es producido el 1-propanol en concentraciones similares a las
obtenidas por los alcoholes amilicos. El isobutanol fue producido en una concentracion baja
comparada con los otros 2 alcoholes antes mencionados que fueron los que se midieron en
este trabajo.

Los alcoholes amilicos y el isobutanol presentan un comportamiento similar al que
se obtuvo con el etanol, mientras que el 1-propanol es el que muestra un comportamiento
diferente, teniendo una produccion estable durante los primeros 5 tiempos de residencia,
con una ligera disminucion en la concentracion al final de los 5 tiempos de residencia
donde se adiciond nitrogeno, y durante la aireacion la concentracion en el reactor se
mantiene estable y en la misma concentracion que la inicial pero una produccion por unidad
de célula menor, siendo la mas baja registrada. La temperatura provoca una disminucion en
la concentracion en el rector, pero la produccion por unidad de célula se mantiene estable
pero a un nivel bajo.

Mientras que la temperatura disminuye la produccion de 1-propanol, estimula la
producciéon de isobutanol y alcoholes amilicos, por lo que las rutas metabolicas de cada
alcohol superior no estan ligadas y depende del metabolismo de la propia célula. Debido a
esto no deberian de utilizarse solo los alcoholes amilicos como indicadores de la
concentracion de alcoholes superiores.

Actualmente existe la tendencia por el uso de levaduras no-Saccharomyces en la
fermentacion de bebidas alcohodlicas y si continuamos solamente con la medicion alcoholes
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amilicos como indicativo de alcoholes superiores, seria un gran error, pues esto aplica solo
para la S. cerevisiae, pero en las no-Saccharomyces puede observarse que este se produce
en bajas concentraciones, pero los demds alcoholes superiores aumenta su concentracion.
Para garantizar la salud de los consumidores y ofrecer un producto adecuado, se
recomienda la medicion de los alcoholes superiores y no solo de alcoholes amilicos, como
lo marca la norma.

Figura 7.5.16. Evolucion de la concentracion producida de alcoholes superiores (1-
propanol, isobutanol y alcohles amilicos) a lo largo de la fermentaciéon en continuo con la
cepa DU3 (K. marxianus). B (Basal), N (Nitrogeno), A (Aireacion), 25 (Temperatura de
25°C), 20 (Temperatura de 20°C).

(a,c,e:concentracion en el reactor, b,d,f: normalizado a 1 millon de células)
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La cepa DU3 (K. marxianus) es fuertemente afectada por la temperatura,
favoreciendo la producciéon de esteres por unidad de célula, por lo que el realizar
fermentaciones a bajas temperaturas, puede llegar a aumentar el perfil aromatico del tequila
en una fermentacion en cultivo puro con la cepa DU3 (K. marxianus). Adicionalmente a
esto, para no bajar la concentracion de etanol producida, se pudiera llegar a combinar con
una aireacion que favorezca la cantidad de células en el medio, con lo que se elevaria de
manera global la concentracion de etanol y compuestos volatiles al mismo tiempo.
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7.5.3.3. FERMENTACION EN CONTINUO GRO3

Las graficas que a continuacion se presentan corresponden a la fermentacion en
continuo de GRO3 (P. kluyveri), como se habia visto en la fermentacion en batch que esta
cepa requeria de una aireacion inicial para su optimo crecimiento a nivel de reactor, se
comenzd con una aireacion de 0.5 vvm durante las primeras 12 horas, después de esto, se
retiro la aireacion y se comenz6 con la alimentacion, observando que el reactor comenz6 a
lavarse, por lo que a las 22.5 horas se volvid a colocar la aireacion a 0.5 vvm la cual se dejo
durante toda la fermentacion, a las 43.5 horas se colocé la solucion de sulfato de amonio
para elevar la concentracion en el medio a 1 g/L, a las 64.5 horas se aumento la aireacion a
1 vvm, a las 85.5 se regreso a la aireacion de 0.5 vvm, a las 106.5 horas se cambio la
temperatura a 25°C y a las 127.5 se bajo la temperatura a 20°C para terminar a las 148.5
horas.

Durante la etapa de crecimiento celular, se observa que llega un maximo y después
disminuye, por lo que al comenzar el sistema en continuo con la alimentacién y extraccion
del medio fermentado se colocod la aireacion y se logra tener una estabilizacion de la
concentracion celular durante los primeros 5 tiempos de residencia, también se observa una
correlacion de la cantidad de células contadas al microscopio con la biomasa producida, por
lo que las células mantuvieron un tamafo y peso estable durante todo el experimento
(Figura 7.5.17.). La cepa GRO3 (P. kluyveri) al igual que en el rector en lote, fue la que
mostro las poblaciones celulares mas altas y por tanto se trabajo con un flujo de medio mas
rapido para el sistema en continuo. El nitrdgeno parece tener un efecto positivo en el
crecimiento, pero sigue la misma tendencia que se observa en los 5 tiempos de residencia
previos, por lo que puede no atribuirse directamente a la adicion del nitrégeno, sino mas
bien, a una adaptacion al medio en sistema en continuo. La aireacién como era de esperarse
y como se habia observado con las 2 cepas antes mostradas favorece el crecimiento de las
levaduras. La temperatura a 25°C afecta un poco la concentracion celular y a 20°C se afecta
un poco mas que lo observado a 25°C, pero en ambas temperaturas se logra mantener el
cultivo estable. Por lo que se puede decir que las cepas no-Saccharomyces estudiadas en
este trabajo son mas robustas en comparacion con ARS (S. cerevisiae) que es fuertemente
afectada a 20°C.
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Figura 7.5.17. Cinética de la concentracion de células y biomasa en la fermentacioén en
continuo con la cepa GRO3 (P. kluyveri). B (Basal), N (Nitrégeno), A (Aireacion), 25
(Temperatura de 25°C), 20 (Temperatura de 20°C).
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La concentracion de CO, que se observa en la figura 7.5.18. corresponde a la

producida por la cepa GRO3 (P. kluyveri), donde se aprecia que la concentraciéon aumenta
en las primeras horas y después disminuye, esto fue debido a que se coloco la aireacion en
todo momento, por lo que la concentracion de CO, producida por las células fue diluido,
aun asi, se logra observar que la adicion de nitrégeno parece no tener efecto en la
produccion de CO,. De las 64.5 a las 85.5 que fue cuando se aumento la aireacion se
observa una dilucion mayor del CO; y las temperaturas de 25°C y 20°C, muestran una
disminucion en la produccion de CO,. Las concentraciones de oxigeno son inversamente
proporcionales a las de CO, y el oxigeno disuelto se consume al inicio y se mantiene en una
concentracion baja durante todo el experimento.
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Figura 7.5.18. Cinética de la concentracion de gases exhaustos y oxigeno diuelto en el
reactor de la fermentacion en continuo con la cepa GRO3 (P. kluyveri). B (Basal), N
(Nitrogeno), A (Aireacion), 25 (Temperatura de 25°C), 20 (Temperatura de 20°C).
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Los valores de pH registrados durante la fermentacién en continuo con la cepa
GRO3 (P. kluyveri) se muestran en la figura 7.5.19. observando un valor de 4.35 al inicio,
el cual fue disminuyendo durante la etapa de crecimiento, en los 5 primeros tiempos de
residencia el pH continuo disminuyendo y la adicion de nitrégeno parece no afectar la
produccion de acidos orgéanicos por lo que el pH se mantuvo estable. El aumento en la
aireacion provocO también un aumento de la concentracion celular y por tanto una
disminucion del pH, al regresar la aireacion al nivel en que se estuvo realizando, el pH
aumenta. La temperatura de 25°C caus6 un aumento en el pH manteniéndose estable a 4.2,
pero al final de los 5 tiempos de residencia este comenz6 a aumentar nuevamente. La
temperatura a 20°C hace que el pH regrese al valor inicial, lo que demuestra que dejan de

producirse acidos organicos.
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Figura 7.5.19. Evolucién del pH a lo largo de la fermentacion en continuo con la cepa
GRO3 (P. kluyveri). B (Basal), N (Nitrogeno), A (Aireacion), 25 (Temperatura de
25°C), 20 (Temperatura de 20°C).
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La concentracion de azlcar muestra oscilaciones a lo largo de la fermentacion en
continuo (figura 7.5.20.), observando que la adicion de nitrégeno provoca un aumento de
la concentracion de azicar, durante la etapa de mas aireacion se observa una disminucion
en la concentracion y durante las etapas de temperatura a 25°C y 20°C, se observa que al
inicio disminuye, pero después aumenta la concentracion.

En el caso de la concentracion de nitrogeno esta se mantiene estable durante los
primeros 5 tiempos de residencia y durante la adicion del mismo. El aumento en la
aireacion provoca una disminucion de la concentracion hasta llegar a una concentracion de
cero al final de los 5 tiempos de residencia. El cambio de temperatura a 25°C causa un
aumento ligero a lo largo de los 5 tiempos de residencia, mientras que la temperatura a
20°C al inicio la concentracion de nitrdgeno se mantiene estable y al final disminuye.
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Figura 7.5.20. Evolucion de la concentracion de azucar y nitrogeno a lo largo de la
fermentacion en continuo con la cepa GRO3 (P. kluyveri). B (Basal), N (Nitrogeno), A
(Aireacion), 25 (Temperatura de 25°C), 20 (Temperatura de 20°C).
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La concentracion de etanol producida a lo largo de la fermentacion en continuo se
mantiene estable durante los primeros 5 tiempos de residencia y la adicion de nitrogeno no
tiene efecto en la produccion de etanol, mientras que el aumento en la aireacion refleja un
aumento en la concentracion de etanol en el reactor, la produccion por unidad de célula
disminuye, y al contrario al regresar la aireacion al nivel inicial donde la concentracion
total en el reactor disminuye, pero la cantidad de etanol producida por unidad de célula
aumenta. La temperatura baja afecta el metabolismo de la cepa de levadura GRO3 (P.
kluyveri) observando una disminucién de la concentracion de etanol tanto en el reactor
como en la produccion por unidad de célula.
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Figura 7.5.21. Evoluciéon de la concentracion producida de etanol a lo largo de la
fermentacion en continuo con la cepa GRO3 (P. kluyveri). B (Basal), N (Nitrogeno), A
(Aireacion), 25 (Temperatura de 25°C), 20 (Temperatura de 20°C).

(a:concentracion en el reactor, b: normalizado a 1 millon de células)
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La concentracion de acetaldehido en el medio muestra oscilaciones, observando que
ante cualquier cambio de condiciones, la levadura tiende a producir una mayor
concentracion de este metabolito y por tanto, aumenta la concentracion en el reactor
(Figura 7.5.22.), observando este efecto para cualquier cambio realizado, teniendo después
una disminucioén en su produccion y al final de los 5 tiempos de residencia con la aireacion
mayor es donde se observa la menor concentracion de acetaldehido producido por unidad
de célula, siendo este punto el mas eficiente en la conversion a etanol.
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Figura 7.5.22. Evolucién de la concentracion producida de acetaldehido a lo largo de la
fermentacion en continuo con la cepa GRO3 (P. kluyveri). B (Basal), N (Nitrogeno), A
(Aireacion), 25 (Temperatura de 25°C), 20 (Temperatura de 20°C).

(a:concentracion en el reactor, b: normalizado a 1 millon de células)

a b
- B N A B 25 ZQ 020 B N A B 2520
) Acetaldehido 0'20 | —e— Acetaldehido
o5 | 0.18
0.16 -
= 20 q < 0.14 1
S ()]
£ 45 | € 0.12
0.10 +
10 -
0.08 -
0.06 -
ol 1 0.04 L~ — ‘
15 225 435 645 855 106.5127 5148.5 1.5 225 43.5 64.5 85.5 106.5127.5148.5
tiempo (h) tiempo (1)

Al igual que con la concentracion de acetaldehido, el acetato de etilo muestra
oscilaciones que corresponden a un aumento en la concentracion y produccion por parte de
las células después de cada cambio de condiciones (Figura 7.5.23.). Al finalizar los 5
tiempos de residencia de cada etapa se observa una disminuciéon en la produccion y la
temperatura baja estimula a las células a una produccion mayor de ésteres, obteniendo las
concentraciones mas altas registradas durante la fermentacion en continuo.

La produccion de acetato de isoamilo muestra una estabilidad en su produccion, con
un ligero aumento al adicionar el nitrogeno a las 43.5 horas. Al final de la aireacion se
observa un aumento no solo de la concentracion sino también de la produccion por unidad
de célula, seguido de una disminucioén del mismo al regresar al nivel de aireacion inicial. Si
bien, la concentracion de acetato de isoamilo en el reactor no se ve aumentada a 25°C y
20°C, la produccion por unidad de célula si muestra un efecto favorable, por lo que la
temperatura baja, si favorece positivamente la produccion de ésteres.
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Figura 7.5.23. Evolucion de la concentracion producida de ésteres (acetato de etilo y
acetato de isoamilo) a lo largo de la fermentacion en continuo con la cepa GRO3 (P.
kluyveri). B (Basal), N (Nitrogeno), A (Aireacion), 25 (Temperatura de 25°C), 20
(Temperatura de 20°C).

(a,c:concentracion en el reactor, b,d: normalizado a 1 millon de células)
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Los alcoholes superiores muestran una evolucion en la concentracion similar a la
observada con el etanol (Figura 7.5.24.), por lo que la produccion de alcoholes superiores
esta mas relacionada con la cepa GRO3 (P. kluyveri) a diferencia de ARS (S. cerevisiae).
Cabe resaltar también que la cepa GRO3 (P. kluyveri) produce una menor concentracion de
alcoholes superiores lo cual es bueno desde el punto de vista toxicologico, pero hace falta
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realizar una evaluacion sensorial, para determinar de qué manera impacta en el sabor y olor

de la bebida.

Figura 7.5.24. Evolucion de la concentracion producida de alcoholes superiores (1-
propanol, isobutanol y alcohles amilicos) a lo largo de la fermentacion en continuo con la
cepa GRO3 (P. kluyveri). B (Basal), N (Nitrogeno), A (Aireacion), 25 (Temperatura de
25°C), 20 (Temperatura de 20°C).

(a,c,e:concentracion en el reactor, b,d,f: normalizado a 1 millon de células)
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El estudio de las condiciones nutrimentales y ambientales puede llegar a favorecer
la produccion de los compuestos de nuestro interés, el estudio de una cepa de S. cerevisiae
para la fermentacion de cerveza, logro aumentar la concentracion de ésteres, simplemente
con el suplemento de los nutrientes necesarios para el crecimiento y desarrollo metabolico,
asi como el ajuste de las condiciones ambientales en torno a la levadura (Hiralal y col.,
2014). No es necesario el uso de levaduras no-Saccharomyces cuando se conoce bien el
funcionamiento de las levaduras que se utiliza normalmente.

Debemos considerar que las levaduras son seres vivos y que si queremos que
produzcan tal o cual compuesto, debemos de favorecer las condiciones en las cuales las
ponemos a crecer. No llega a ser necesario el uso de otro microorganismo para tener un
producto diferente, siempre y cuando tengamos el conocimiento de la levadura que estamos
utilizando. Por lo que el estudio de las condiciones optimas para cada una de ellas es
imprescindible en todos los procesos fermentativos en caso de querer mejorar el proceso o
bien realizar alguna modificacion. (Jolly y col., 2014; Tristezza y col., 2014).

En la fermentacion de cerveza con S. pastorianus una levadura tipo Lager.
Los alcoholes superiores aumentan cuando el medio se suplementa con aminoécidos,
reduciendo la concentracion de ésteres, especialmente acetato de etilo (Procopio y col.,
2015). Resultado en la modificacion del aroma del producto final, cuando se conocen las
caracteristicas de la levadura en el proceso pueden realizarse modificaciones en la
composicion de nutrientes, llegando al resultado deseado, sin el cambio de la levadura
utilizada para realizar la fermentacion. Por otro lado en la produccion de Cidra, el alto
contenido de aminoacidos en el mosto de manzana es esencial para la produccion de

alcoholes superiores y ésteres que contribuyen al aroma final de la cidra y son producidos
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por las levaduras durante la fermentacion a partir de los aminodcidos que estan
naturalmente en el jugo (Eleutério dos Santos y col., 2015), debido a esto podemos decir
que cada uno de los proceso fermentativos es diferente, los jugo o mostos proporcionan
diferentes nutrientes a las levaduras y estas se adaptan para poder seguir creciendo y
realizando su metabolismo, por tanto, debemos de estudiarlas para saber qué es lo que son
capaces de hacer y simplemente colocarlas en el proceso correcto para salir nosotros
beneficiados con el trabajo que ellas realizan de manera natural.

7.5.4. CONCLUSION

El cultivo continuo nos permiti6é detectar los cambios que provoca cada uno de los
factores en cada cepa.

La aireacién no tiene una relacion con la produccion de ésteres, como se habia
reportado.

La produccion de cada uno de los compuestos depende de la cepa de levadura
utilizada asi como de los nutrimentos de los que dispone en el medio y las condiciones
ambientales a las que es expuesta la levadura.

Se pone en evidencia la necesidad de la caracterizacion de las cepas
individualmente. Debido a que cada cepa presenta un perfil de produccion de compuestos
diferente.
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7.6. CAPITULO 6. Relacion entre la produccion de ésteres y la expresion
de genes ATF1 y ATF2 en Saccharomyces cerevisiae durante la
fermentacion en continuo en jugo de Agave.

7.6.1. INTRODUCCION

Diversos estudios demuestran la relacion que existe entre la expresion de genes
ATFly ATF2 y la concentracion de ésteres obtenidos al final de la fermentacion. Mas sin
embargo, también se ha demostrado que al quitar estos genes del genoma de las levaduras,
estas son capaces de seguir produciendo una concentracion menor de ésteres. Ademas de
que en el medio de fermentacion se pueden llegar a dar las condiciones que favorecen la
formacion quimica de los mismos. Es por esto que en este trabajo se monitoreo la evolucion
de la concentracion de compuestos volatiles incluyendo los ésteres que se produjeron en
mayor concentracion durante la fermentacion en un sistema en continuo con cultivos puros
de la cepa ARS (S. cerevisiae) y DU3 (K. marxianus).

Esta tesis se realiz6 en el marco del proyecto FOMIX-JAL 123157, en el cual se
desarrollo en conjunto la tesis de maestria de la IAI Laura Elena Iiiguez Mufioz, quien
contribuyo6 al desarrollo de la metodologia y procesamiento de muestras para la elaboracion
de este capitulo de la tesis.

7.6.2. METODOLOGIA

La metodologia seguida fue la reportada en la tesis de Ifiiguez Muiioz (2014), donde
se logro montar la técnica, asi como la determinacion y estandarizacion de los genes tanto
de referencia como de interés para este trabajo.

Se utiliz6 como gen de referencia el gel ACT1, y los genes de interés ATF1, ATF2
y EHT1, para la cepa ARS (S. cerevisiae); mientras que para la cepa DU3 (K. marxianus)
se utilizo el gen de referencia ACT1 y el gen de interés ATF1. Esto debido a la poca
informacion que se tiene acerca del genoma y en especifico de los genes de K. marxianus
relacionados con la produccion de ésteres. Respecto a la cepa GRO3 (P. kluyveri) no se
cuenta con informacion de los genes relacionados con la expresion de enzimas relacionadas
con la produccién de ésteres y mucho menos con informacion acerca de su genoma, por lo
que en este capitulo no se tomara en cuenta.
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7.6.3. RESULTADOS

La medicion de la expresion genética fue posible realizarla para la cepa ARS (S.
cerevisiae) debido a que se cuenta con informacion bibliografica suficiente para realizarla,
mientras que para la cepa DU3 (K. marxianus) la informacion es poca. Respecto a la cepa
GRO3 (P. kluyveri) es nula.

7.6.3.1. Correlacion entre el nivel de la expresion de genes ATF1, ATF2, EHT1 y la
concentracion de etanol y ésteres de la cepa ARS (S. cerevisiae).

Después de realizar la medicion de la expresion genética de los genes ATF1, ATF2
y EHT1 de la cepa ARS (S. cerevisiae) y compararlo con la concentracion de ésteres
producidos se encontrd una correlacion tanto para el caprato de etilo como para el caprilato
de etilo, mientras que el éster producido en mayor concentracion, el acetato de etilo, no
mostro correlacion entre la concentracion producida y el nivel de expresion de estos genes,
por lo que para este trabajo se puede decir que el nivel de expresion de estos genes no esta
directamente relacionado con la concentracion de acetato de etilo producida tanto para los
genes ATF1 y ATF2 como para el gen EHT1 (Tabla 7.6.1.), por lo que podria pensarse que
existe otra via de sintesis, o bien, puede estarse produciendo de manera quimica en el
medio, cosa que hara falta comprobar en otro estudio posterior.

Tabla 7.6.1. Valor del coeficiente de correlacion que existe entre cada uno
de los genes de interés y la concentracion de ésteres producida.

Compuesto EHT1 ATF1 ATF2
Acetato de etilo Sin correlacion  Sin correlacion  Sin correlacion
Caprato de etilo 0.88 0.93 0.97
Caprilato de etilo 0.86 0.91 0.96

Ademas de realizar las comparaciones puntuales entre la expresion génica y la
concentracion de ésteres, se realizd la comparacion de toda la cinética de la concentracion
de ésteres y las mediciones puntuales de la expresion génica del gen EHT1, observando de
manera grafica la correlacion que existe entre el caprato y caprilato de etilo (Figura 7.6.1.),
también se realizd una comparacion de manera grafica entre la concentracion de etanol y el
nivel de expresion de los genes, sin observar una correlacion, debido a que los genes han
sido relacionados con la expresion de ésteres.
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Figura 7.6.1. Comparacion entre la cinética de concentracion de etanol y ésteres (acetato
de etilo, caprato de etilo y caprilato de etilo) con el nivel de expresion del gen EHT1 con
respecto al gen ACT1 de la cepa ARS (S. cerevisiae).
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De la misma manera se realizd6 la comparacion grafica de la cinética de
concentracion de etanol y ésteres con los genes ATF1 con respecto al gen ACT1 (Figura
7.6.2.) y el gen ATF2 con respecto al gen ACT1 (Figura 7.6.3.), observando el mismo
efecto que con el gen EHT1 donde solo hay una correlacion entre el caprato y caprilato de
etilo con la expresion de genes ATF1 y ATF2.
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Figura 7.6.2. Comparacion entre la cinética de concentracion de etanol y ésteres
(acetato de etilo, caprato de etilo y caprilato de etilo) con el nivel de expresion del gen

ATF1 con respecto al gen ACT1 de la cepa ARS (S. cerevisiae).
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Figura 7.6.3. Comparacion entre la cinética de concentracion de etanol y ésteres (acetato
de etilo, caprato de etilo y caprilato de etilo) con el nivel de expresion del gen ATF2 con
respecto al gen ACT1 de la cepa ARS (S. cerevisiae).
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7.6.3.2. Correlacion entre el nivel de la expresion del gen ATF1 y la concentracion de
etanol y ésteres de la cepa DU3 (K. marxianus).

Al realizar una comparacion entre la concentracion de acetato de etilo y acetato de
isoamilo con el nivel de expresion del gen ATF1 no se encontrd correlacidon mientras que
la comparacion con la concentracion de caprato de etilo mostro una correlaciéon con un
valor muy bajo de 0.7 (Tabla 7.6.2.).
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Tabla 7.6.2. Valor del coeficiente de correlacion que existe entre cada

uno de los genes de interés y la concentracion de ésteres producida.

Compuesto

ATF1

Acetato de etilo

Caprato de etilo

Acetato de isoamilo

Sin correlacion
0.70

Sin correlacion

Después de realizar la comparacion grafica de la cinética de produccion de etano y
ésteres con el nivel de expresion del gen ATF1 (Figura 7.6.4.), sigue sin observarse una

correlacion directa durante toda la cinética.

Figura 7.6.4. Comparacion entre la cinética de concentracion de etanol y ésteres (acetato
de etilo, acetato de isoamilo y caprato de etilo) con el nivel de expresion del gen ATF1
con respecto al gen ACT1 de la cepa GRO3 (P. kluyveri).
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Se ha reportado que Saccharomyces cerevisiae muestra una baja actividad genética
y metabdlica cuando estd en co-cultivo con Hanseniaspora guillermondii (Barbosa y col.,
2015). En nuestro caso el estudio fue de manera independiente, observando diferencias en
el metabolismo entre las 2 levaduras estudiadas. Y posteriormente poder hacer
experimentos de la expresion en co-cultvos.

Benito y col., (2015) reportan no haber encontrado una mayor produccion de ésteres
en vino, pero sensorialmente si detectaron que los vinos producidos por levaduras no-
Saccharomyces resultaron con un perfil aromatico mas frutal, detectado por los catadores.
Contrario a lo que se ha reportado anteriormente, donde el bouquet de los vinos esta dado
por la concentracion de los esteres en las bebidas alcoholicas (Rapp y Mandery 1986). Las
levaduras no-Saccharomyces son buenas productoras de esteres de acetato en vino (Rojas y
col., 2001; Plata y col., 2003). Por lo que el sabor final de las bebidas alcohdlicas depende
de la combinacion de todos los compuestos presentes. El disminuir la concentracion de
etanol en vino, permite que los demas sabores puedan ser percibidos, por lo que, los vinos
con bajo contenido de etanol, resultan ser mas aromaticos por si solos, sensorialmente, sin
modificar la concentracion de ésteres.

En la fermentacion de jugo de azlcar de cafia para la elaboracion de cachaga en
Brazil con la levadura Saccharomyces cerevisiae, se logro encontrar una correlacion entre
el efecto que tienen el nitrogeno (sulfato de amonio) en la expresion de los genes
reguladores de la produccion de alcoholes superiores y esteres. Teniendo que con el
aumento en la concentracién de sulfato de amonio se observd una disminucién en la
regulacion de los genes que codifican para las descarboxilasas y dehidrogenasas en la ruta
de Ehrlich. Por otro lado con un poco de sulfato de amonio fueron incrementados los
esteres de acetato y con una concentracion mayor de sulfato de amonio los acetil-esteres
encontrando una correlacion la expresion de acohol-acil-transferasa EEBI y acil-esterasa
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IAH1 (Espinosa-Vidal y col., 2013). En nuestro caso, no encontramos correlacion de los
ésteres producidos con la perturbacion al adicionar nitrégeno.

La mejor correlacion entre la expresion de genes y produccion de ésteres la
encontramos cuando realizamos modificaciones en la temperatura. Cuando las levaduras se
adaptan a las temperaturas bajas para realizar la fermentacion resulta en la produccion de
una bebida alcoholica con un perfil aromatico diferente que por lo general es mas rica en
ésteres. Incluso las cepas del genero Saccharomyces llegan a presentar una concentracion
mayor de esteres al fermentar a temperaturas bajas (Gamero y col., 2014).

Estudios con diferentes cepas de S. cerevisiae demuestran que existen diferencias
entre la regulacion de ésteres de acetato, etil esteres y alcoholes superiores, sugiriendo que
la concentracion de acidos grasos es la que mas influye en la concentracion final de etil
esteres, mientras que la produccion de esteres de acetato depende de la accion de la enzima
alcohol-acil-transferasa. Ademas de encontrar 2 cepas atipicas que no presentaron el mismo
comportamiento de regulacion para la sintesis de aromas obteniendo una concentracion
mayor de de lo que se esperaba (Rollero y col., 2015). Por lo que cada una de las cepas de
levaduras lleva a cabo una regulacion propia, de acuerdo al proceso adaptativo del medio
en el que se encuentra. En nuestro trabajo al no encontrar una correlacién directa entre la
concentracion de esteres y los genes de la enzimas estudiadas, demuestra que las levaduras
llevan a cabo proceso de adaptacion y metabolicos que aun no llegamos a elucidar por
completo.

La produccion de ésteres esta regulada por accion de las enzimas que esta ligada a la
expresion de los genes que las codifican, pero también a la concentracion de precursores en
el medio que son los que activan a los genes para que estos produzcan las enzimas. El alto
contenido de aminoécidos en jugo de manzana para la produccion de cidra es esencial para
la produccion de alcoholes superiores y esteres que son biotransformados por las levaduras
durante el proceso de fermentacion (Eleutério dos Santos y col., 2015).

También se ha observado que no solo la actividad enzimatica es la responsable del
cambio en la concentracion de compuestos volatiles que repercuten en el perfil aromatico
de las bebidas alcoholicas. Se ha reportado que la utilizacion de Geotrichum en producto
terminado disminuye la concentracion de alcoholes superiores debido a una absorcion de
los mismos por las células del hongo ademas de procesos enzimaticos que realiza. También
se modifica la concentracion de ésteres, pero estos si son unicamente por procesos
enzimaticos que realiza el hongo (Zhu y col., 2015).
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7.6.4. CONCLUSION

No se logro establecer una correlacion de los ésteres producidos con la perturbacion
al adicionar nitrogeno.

La mejor correlacion encontrada entre la expresion de genes y produccion de ésteres
es cuando realizamos modificaciones en la temperatura.

Cada una de las cepas de levaduras lleva a cabo una regulacion del metabolismo
para la produccion de ésteres diferente, de acuerdo al proceso adaptativo del medio en el
que se encuentra. Debido a que no encontramos una correlacion directa entre la
concentracion de esteres y los genes de la enzimas estudiadas.

Las levaduras no-Saccharomyces llevaron a cabo proceso de adaptacion y tienen
rutas metabolicas de produccion y regulacion que aun no llegamos a elucidar por completo.
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7.7. CAPITULO 7. Comparacion de capacidades fermentativas de las
cepas ARS, DU3 y GRO3 entre nivel reactor y nivel matraz, en
condiciones controladas en el laboratorio.

7.7.1. INTRODUCCION

El escalamiento a nivel industrial de las condiciones probadas en el laboratorio,
resulta en un proceso complejo, debido a que es dificil repetir las mismas condiciones
fisicas y quimicas en volimenes mayores. Existen diversas etapas para poder realizar un
correcto escalamiento. Iniciando con las pruebas a nivel matraz, donde la agitacion, control
de temperatura y homogeneidad del medio son relativamente sencillo. Después se contintia
con llevar las mismas condiciones probadas en matraz a un biorreactor que controla la
velocidad de agitacion y temperatura, buscando tener condiciones similares a las que se
tienen en el matraz.

En este capitulo se compararon los resultados obtenidos entre los niveles de matraz
y biorreactor, debido a que se desea en un futuro poder llevar estas condiciones a un nivel
industrial y reproducir los resultados, aumentando la concentracion de ésteres y etanol
producidos.

7.7.2. METODOLOGIA

Se realizaron fermentaciones a nivel reactor de 3L con un volumen de trabajo de 2L
en jugo de Agave. Los reactores se inocularon con 1X10° cel/mL de un cultivo de 18 a 20 h
crecido en YPD a 30°C y 250 rpm. Durante las fermentaciones se controlo la temperatura a
30°C y la agitacion axial a 250 rpm. Los resultados mostrados son duplicados de
fermentador en paralelo y se comparan con los resultados de las fermentaciones a nivel
matraz mostrados en el capitulo 4 para los cultivos puros y los resultados de las
fermentaciones a nivel matraz que se detallan en el capitulo 9 para los cultivos mixtos.

De la fermentacion del cultivo puro de GRO3 en fermentador se realizaron 4
replicas, debido a que se observo que en las primeras 2 replicas en paralelo la cepa no
mostro un crecimiento, se repitid nuevamente con 2 fermentadores en paralelo para lo cual
se saco una alicuota del congelador de la cepa, esto para descartar un estrés fisioldgico de la
cepa por su conservacion en refrigeracion a 4°C, mostrando nuevamente los mismos
resultados.

Debido a que se observé que la cepa GRO3 no crecid y no fermenté como se habia
observado en matraz, se decidi6 realizar una fermentacion con aireacion en las primeras
horas de crecimiento en el reactor. De esta fermentacion solo se monitoreo la poblacion y el
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azucar, no se midieron compuestos volatiles, con lo que obtuvieron cinéticas similares a las
que se habian obtenido a nivel matraz, por lo que se realizaron 2 fermentaciones en paralelo
donde se administrd aireacion a 0.5 vvm durante las primeras 12 horas para favorecer el
crecimiento y posteriormente se retird la aireacion para permitir que se llevara a cabo la
fermentacion. Los resultados que se muestran a continuacion corresponden a los obtenidos
cuando se aireo el reactor las primeras 12 horas. Al igual que para el cultivo puro, el cultivo
mixto de AR5/GRO3 se aireo durante las primeras 12 horas y son los resultados que se
muestran.

7.7.3. RESULTADOS
7.7.3.1. Fermentacion del cultivo puro de AR5

La evolucion de la poblacion de levaduras tanto en matraz como en fermentador,
presenta un comportamiento similar, al igual que el consumo de aztcar (Figura 7.7.1.). El
consumo de aztcar, es casi total a las 36 horas en ambas fermentaciones.

Figura 7.7.1. Evolucion de la poblacion de levaduras y concentracion de azicar a lo
largo de la fermentacion con la cepa ARS (S. cerevisiae) en cultivo puro a nivel matraz y
nivel biorreactor de 3L.
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En la figura 7.7.2. se observa una mayor produccion de etanol a nivel biorreactor de
3L que lo que se obtuvo en matraz, y el acetaldehido a la inversa, siendo a nivel matraz
donde se presentd una mayor concentracion.

Esteres como acetato de etilo presentan concentraciones similares, y los alcoholes
superiores 1-propanol y 1-butanol se produjeron en mayor concentracion a nivel matraz,
mientras que el isobutanol y los alcoholes amilicos presentaron una mayor concentracion a
nivel biorreactor.
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El rendimiento de la produccion de etanol respecto al consumo de azucar (Y,s)
obtenido fue mejor a nivel biorreactor, puesto que el consumo de azucar fue similar
mientras que la concentracion de etanol fue mayor en el biorreactor.

Debido a esto se puede decir que las condiciones no se lograron reproducir al 100%
con la cepa ARS (S. cerevisiae) entre el nivel matraz y el nivel biorreactor pero, el cambio
de nivel favorecio a la cepa teniendo mejores rendimiento de produccion de etanol en el
biorreactor con similares concentraciones de ésteres.

Figura 7.7.2. Concentracion de los principales compuestos volatiles y rendimiento de
alcohol respecto al sustrato (Y,s) producidos por la cepa ARS (S. cerevisiae) en cultivo
puro a nivel matraz y nivel biorreactor de 3L.
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7.7.3.2. Fermentacion del cultivo puro de DU3

Tanto la evolucion de la poblacion como de consumo de azticar fue mejor a nivel
matraz, observando en la figura 7.7.3. que la concentracion de levaduras se mantiene
estable hasta las 72 horas a nivel matraz, mientras que a nivel biorreactor se observa un
decaimiento despué¢s de las 48 horas. El consumo de azicar es casi total a las 36 horas a
nivel matraz, mientras que a nivel biorreactor es hasta las 60-72 horas cuando se llega a los
niveles mas bajos.
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Figura 7.7.3. Evolucién de la poblacion de levaduras y concentracion de azucar a lo
largo de la fermentacion con la cepa DU3 (K. marxianus) en cultivo puro a nivel matraz
y nivel biorreactor de 3L.
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Al igual que con la cepa ARS (S. cerevisiae) se observa una mayor concentracion de
etanol producida por la cepa DU3 (K. marxianus) entre el nivel matraz y el nivel
biorreactor, siendo mayor en el nivel biorreactor y por tanto se observa que el rendimiento
de la produccion de etanol es mayor en el biorreactor y respecto a la concentracion de
acetaldehido obtenida es menor en el biorreactor (Figura 7.7.4.).

Respecto a los ésteres producidos se observan concentraciones similares de acetato
de etilo, mientras que el acetato de isoamilo en el biorreactor se logra una producciéon muy
pequena. Los alcoholes superiores muestran concentraciones diferentes observando que el
l-propanol se produce mas en el biorreactor, mientras que el isobutanol presenta
concentraciones similares y finalmente los alcoholes amilicos que son los que se producen
en mayor concentracion muestran una concentracion menor en el biorreactor en
comparacion con la concentracion obtenida a nivel matraz (Figura 7.7.4.).

Si bien no se obtuvieron concentraciones similares entre ambos niveles estudiados
con la cepa DU3 (K. marxianus), se observa que el llevarla a un nivel mayor de trabajo
logra aumentar el rendimiento en la producciéon de etanol, sin que se vea afectada la
concentracion de ésteres, y por otro lado, se disminuye la concentracion de alcoholes
superiores que si bien son deseados en la bebida y contribuyen al sabor y olor, también son
regulados por la norma debido a su toxicidad.
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Figura 7.7.4. Concentracion de los principales compuestos volatiles y rendimiento de
alcohol respecto al sustrato (Y,/s) producidos por la cepa DU3 (K. marxianus) en cultivo
puro a nivel matraz y nivel biorreactor de 3L.
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7.7.3.4. Fermentacion del cultivo puro de GRO3

Después de la aireacion del biorreactor durante las primeras 12 horas para favorecer
el crecimiento de la cepa GRO3 (P. kluyveri) se observa en la figura 7.7.5. cinéticas de la
evolucion de la poblacion de levaduras similares, mientras que el consumo de azicar es
menor a nivel biorreactor, en comparacion a lo obtenido a nivel matraz, debido a que en el
nivel matraz se tiene un consumo casi total del azucar a las 48 horas mientras que en el
biorreactor se presenta hasta las 72 horas.
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Figura 7.7.5. Evolucién de la poblacion de levaduras y concentracion de azucar a lo
largo de la fermentacion con la cepa GRO3 (P. kluyveri) en cultivo puro a nivel matraz y
nivel biorreactor de 3L.
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Si bien, la cepa fue afectada al llevarla a nivel biorreactor, se observa que la
aireacion durante las primeras 12 horas, favorece no solo el crecimiento sino también la
produccion de todos los metabolitos, teniendo como resultado una concentracion de etanol
superior en el biorreactor en comparacion a la obtenida a nivel matraz (Figura 7.7.6.).

La concentracion de acetaldehido no muestra diferencias en cuanto a la produccion
en ambos niveles. No siendo asi para los ésteres, donde se observa que el acetato de etilo
presenta una mayor concentracion a nivel matraz, mientras que el acetato de isoamilo se
produjo en una concentracion mayor a nivel biorreactor (Figura 7.7.6.). Como ya se habia
observado en el biorreactor en continuo (capitulo 5), los cambios observados en la
produccion de acetato de etilo, no siempre corresponden a los cambios en acetato de
isoamilo, por lo que no son sintetizados por la misma enzima.

Los alcoholes superiores como el 1-propanol fue producido en mayor concentracion
a nivel biorreactor, mientras que el isobutanol se produjo en una concetracion mayor a nivel
matraz con una diferencia muy grande y finalmente los alcoholes amilicos presentan una
concentracion mayor a nivel fermentador, pero esta diferencia no es significativa entre el
nivel matraz y el nivel biorreactor (Figura 7.7.6.).

El rendimiento de la produccion de etanol obtenido al final de la fermentacion es
mayor a nivel biorreactor, al igual que se habia observado anteriormente con la cepa ARS
(S. cerevisiae) y la cepa DU3 (K. marxianus) (Figura 7.7.6.).

181



Si bien no se logra reproducir los resultados al 100% entre el nivel matraz y el nivel
biorreactor, con la cepa GRO3 (P. kluyveri), fue la cepa que presentd los mayores
problemas para lograr que los resultados obtenidos fueron lo més parecidos posibles,
comenzando con tener que colocar aireacion al inicio para favorecer el crecimiento. Pero
estas diferencias favorecen positivamente el rendimiento de etanol y disminuyen un poco la
concentracion final de alcoholes superiores totales, aunque negativamente debido a que la
concentracion de ésteres como acetato de etilo, disminuyen significativamente, pero por
otro lado se aumenta un poco la concentracion de acetato de isoamilo.

Figura 7.7.6. Concentracion de los principales compuestos volatiles y rendimiento de
alcohol respecto al sustrato (Y,s) producidos por la cepa GRO3 (P. kluyveri) en cultivo
puro a nivel matraz y nivel biorreactor de 3L.
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7.7.3.5. Comparacion de las capacidades fermentativas de las cepas en cultivo mixto entre
el nivel matraz y el nivel biorreactor.

Al igual que con los cultivos puros, se estudio la producciéon de compuestos
volatiles en cultivo mixto, teniendo siempre presente la cepa ARS (S. cerevisiae) en co-
cultivo con una cepa no-Saccharomyces, que para este caso fueron las cepas DU3 (K.
marxianus)y GRO3 (P. kluyveri).
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7.7.3.5.1. Fermentacion AR5/DU3

En la figura 7.7.7. se observa la evolucion de la poblacion total de levaduras siendo

mayor la concentracién de las mismas en nivel matraz en comparacion con la obtenida a

nivel biorreactor. También se puede apreciar que a pesar de que el crecimiento no fue igual,

el consumo de azlcar si es similar para ambos casos. Por otro lado al hacer una

comparacion de la concentracion de cada una de las poblaciones se puede apreciar que en la

fermentacion a nivel matraz la relacion de concentracion entre ARS (S. cerevisiae) y DU3

(K. marxianus) se mantiene en un 50% durante todo el transcurso de la fermentacion. Pero

no es el caso para el nivel biorreactor, donde ARS (S. cerevisiae) es la que predomina

durante toda la fermentacion, si bien, DU3 (K. marxianus) no llega a presentar una

concentracion similar a la de Saccharomyces, cabe resaltar que ésta se mantiene a lo largo
de la fermentacion.

Figura 7.7.7. Evolucién de la poblacion de levaduras y concentracion de azucar a lo

largo de la fermentacion en cultivo mixto con las cepas ARS (S. cerevisiae) y DU3 (K.
marxianus) a nivel matraz y nivel biorreactor de 3L.
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La concentraciéon de etanol producida fue mayor a nivel biorreactor, lo que
corresponde a un rendimiento de etanol mayor, el acetaldehido no presenta diferencias
entre ambos niveles, mientras que los ésteres como el acetato de etilo fue producido en
mayor concentracion a nivel matraz y el acetato de isoamilo se logro detectar una pequefia
concentracion en el biorreactor. Los alcoholes superiores como 1-propanol y alcoholes
amilicos presentaron una mayor concentracion a nivel biorreactor mientras que el
isobutanol fue menor su concentracion (Figura 7.7.8.).

En comparacion con las fermentaciones en cultivo puro, la fermentacion mixta
muestra un parecido mas a la cepa DU3 (K. marxianus). Si bien a nivel matraz se
mantuvieron en una relacion del 50%, el aporte por parte de la cepa DU3 (K. marxianus)
fue positivo y a pesar de que en el biorreactor la cepa DU3 (K. marxianus) se mantuvo en
una concentracién menor se logra una mayor produccion tanto de acetato de etilo como de
los alcoholes superiores isobutanol y alcoholes amilicos, en comparacion a las
concentraciones que se obtienen con ARS (S. cerevisiae) en cultivo puro.

Figura 7.7.8. Concentracion de los principales compuestos volatiles y rendimiento de
alcohol respecto al sustrato (Y,s) producidos por las cepas ARS (S. cerevisiae) y DU3
(K. marxianus) en cultivo mixto a nivel matraz y nivel biorreactor de 3L.
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7.7.3.5.2. Fermentacion AR5/GRO3

En la figura 7.7.9. se logra apreciar que tanto la evolucion de la poblaciéon como la
concentracion azucar es similar en ambos niveles, esto debido a que a nivel biorreactor se
aireo durante las primeras 12 horas. Respecto a la relacion en la concentracion de cada una
de las cepas en el cultivo mixto, se aprecia que a nivel matraz se tiene una mayor
concentracion de la cepa GRO3 (P. kluyveri) siendo la cepa predominante durante la
fermentacion. Por otro lado a nivel biorreactor, hasta las 40 horas se logra mantener una
relacion de la concentracion de cada cepa en un 50% y después de este tiempo es la cepa
GRO3 (P. kluyveri) la que entra en una fase de muerte, quedando al final la cepa ARS (S.
cerevisiae) como la cepa predominante.

En las fermentaciones tradicionales se ha reportado que las cepas no-Saccharomyces
solo estan al inicio de las fermentaciones y después estas mueren por su baja tolerancia al
etanol, otros estudios han demostrado que es por falta de nutrientes, pero en un este trabajo
se podria plantear la hipdtesis de que es la falta de aireacion la que provoca que la cepa
GRO3 (P. kluyveri) no muestre un optimo de crecimiento, puesto que a nivel matraz ya se
habia observado que tiene la capacidad de tolerar y producir altas concentraciones de etanol
y no presenta limitaciones nutricionales en el medio de jugo de Agave.

Figura 7.7.9. Evolucion de la poblacion de levaduras y concentracion de azucar a lo
largo de la fermentacion en cultivo mixto con las cepas ARS (S. cerevisiae) y GRO3 (P.
kluyveri) a nivel matraz y nivel biorreactor de 3L.
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La concentracion de etanol producida es mayor a nivel biorreactor en comparacion a
la obtenida a nivel matraz, mientras que el acetaldehido presenta concentraciones similares.
Respecto a los ésteres producidos, el acetato de etilo a nivel matraz muestra una
concentracion mayor, puesto que fue la cepa GRO3 (P. kluyveri) quien se mantuvo
predominante durante toda la fermentacion y por otro lado a nivel biorreactor no se logra
alcanzar la misma concentracion que la que se obtuvo a nivel matraz, pero si se logra
aumentar la concentracion en comparacion a lo que se obtiene con la cepa ARS (S.
cerevisiae) en cultivo puro. El acetato de isoamilo se produjo en una concentracion superior
a nivel biorreactor, lo cual corresponde a lo observado con la cepa GRO3 (P. kluyveri) en
cultivo puro a nivel biorreactor que disminuyo la concentracion de acetato de etilo y
amento la de acetato de isoamilo. Los alcoholes superiores como el 1-propanol y los
alcoholes amilicos presentan una concentracion mayor a nivel biorreactor, lo cual
demuestra una predominancia por parte de la cepa ARS (S. cerevisiae) que es la cepa que
los producen en mayor concentracion en comparacion a las concentraciones obtenidas con
la cepa GRO3 (P. kluyveri) en cultivo puro; el isobutanol muestra concentraciones
similares en ambos niveles. Finalmente el rendimiento de etanol producido con respecto al
consumo de azucar es mayor a nivel biorreactor, debido a que el consumo de azicar es
similar, mientras que la concentraciéon de etanol producida es mayor a nivel biorreactor
(Figura 7.7.10.).
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Figura 7.7.10. Concentracion de los principales compuestos volatiles y rendimiento de
alcohol respecto al sustrato (Ys) producidos por las cepas ARS (S. cerevisiae) y GRO3
(P. kluyveri) en cultivo mixto a nivel matraz y nivel biorreactor de 3L.
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7.7.3.6. Analisis estadistico.

El analisis de componentes principales describe el 77.542% en 3 componentes
diferentes. Apreciando en la figura 7.7.11. la grafica del componente 1 y 2, donde se puede
ver del lado derecho las fermentaciones correspondientes a las realizadas en los
biorreactores y se relacionan con un rendimiento de etanol alto y concentraciones altas de
etanol, asi como altas concentraciones de 1-butanol, 1-propanol y alcoholes amilicos,
mientras que del lado izquierdo se aprecian las fermentaciones realizadas a nivel matraz,
relacionadas con acetaldehido, isobutanol y acetato de etilo. El componente 2 hace una
separacion de las fermentaciones donde esta presente la cepa GRO3 (P. kluyveri)
observando en la parte superior de la grafica las fermentaciones con GRO3 (P. kluyveri)
puras y mixtas relacionadas con los ésteres acetato de etilo y acetato de isoamilo, asi como
con altos rendimiento y concentraciones de etanol, mientras que en la parte inferior de la
grafica se aprecian las demds fermentaciones, relacionadas con altas concentraciones de
alcoholes superiores.
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Figura 7.7.11. Gréfica de componentes principales de los compuestos volatiles
mayoritarios producidos, asi como del etanol y rendimiento de etanol, en relacion a las
fermentaciones realizadas en matraz y biorreactor en cultivo puro y cultivo mixto.
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Component1

Después de realizar un andlisis de varianza (ANOVA) se encontré que el
acetaldehido no muestra diferencias significativas entre las diferentes fermentaciones
realizadas, por lo que se obtienen concentraciones similares en todos los casos. Por otro
lado los demds compuestos muestran diferencias estadisticamente significativas para cada
una de las fermentaciones, teniendo por ejemplo que el rendimiento entre las
fermentaciones a nivel matraz es diferente al que se obtiene a nivel biorreactor (Tabla
7.7.1.). Respecto al acetato de etilo se forman 4 grupos teniendo en el grupos a (M-ARS, F-
ARS, F-AR5/DU3 y F-ARS5/GRO3) los cuales muestran las mas bajas concentraciones de
este compuesto, en el grupo b (F-AR5/DU3, F-AR5/GRO3, M-DU3, M-AR5/DU3, F-DU3)
en el grupo ¢ (M-ARS5/GRO3, F-GRO3) y finalmente en el grupo d (M-GRO3) el que
presenta la mayor concentracion de acetato de etilo.
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Tabla 7.7.1. Valores de p-value obtenidos del analisis de ANOVA y grupos estadisticos
que se formaron a partir del mismo analisis

estadistico.
Etanol Acetaldehido ACC[E?.[O de 1-propanol Isobutanol A.cctat(? de 1-butanol Alc<l)lllolcs Rendimiento
etilo isoamilo amilicos Yo

M-ARS a b a c,d ab a b b a
M-DU3 a a b b,c e a a d a
M-GRO3 a a d a f b a a a
M-AR5/DU3 b,c a b e d a a c a
M-AR5/GRO3 ab a c b c a a a a
F-AR5 c,d a a b b a a c b
F-DU3 cd a b g e a b b a
F-GRO3 d,e a c d,e a d b a b
F-AR5/DU3 e a a,b f c a d d b
F-AR5/GRO3 de a ab de c c c b b
p-value 0.0000 0.0892 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0002 4 b,

¢,d,e,f,g son grupos estadisticos.

M (Matraz), F (Biorreactor), ARS (S. cerevisiae), DU3 (K. marxianus), GRO3 (P. kluyveri).

p-value, considerando los valores menores de 0.05 como diferencias estadisticamente significativas con un
95% de confianza.

7.7.3.7. MEDICION DE Kla.
7.7.3.7.1. INTRODUCCION.

Debido al problema que se tuvo con la cepa GRO3 la cual no presentd un
crecimiento igual al que se habia obtenido en el matraz y habiendo observado que la
aireacion durante las primeras 12 horas favorecid a que tanto el crecimiento como las
concentraciones de metabolitos fuera similar, se decidi6 realizar la medicion de la constante
de disolucion de oxigeno en el medio (Kla), para verificar la cantidad de oxigeno que era
capaz de disolverse por efecto de la agitacion. A nivel matraz se trabajo con una agitacion
orbital, mientras que en el reactor se tuvo una agitacion axial.

7.7.3.7.2. METODOLOGIA

Para la medicion tanto en el matraz como en el rector, primeramente se desplazo
todo el oxigeno realizando una aireacion con nitrégeno, hasta llegar a un valor de oxigeno
disuelto de 0. En el matraz se realiz6 la medicion en medio M11, JA y agua con un sistema
no invasivo, que permitié la toma de lecturas desde el exterior a través de una sonda con un
laser verde de Ramman. Mientras que en el reactor se realizdo solo en JA utilizando el
electrodo de oxigeno disuelto del biorreactor Applikon.

En el caso del matraz el menor volumen que se manejo fue de 100 mL, debido a que
el sensor dentro del matraz, no podia realizar mediciones con menor volumen, y la maxima
agitacion fue de 175 rpm, debido a que una agitacion mayor podia dafiar la sonda laser.
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Mientras que en el biorreactor se realizaron las mediciones con una agitacion de 250 rpm y
volimenes de trabajo de 1.5 y 2 L, cuando se realizd la medicion en el biorreactor se
realiz6 una medicion sin aireacion, que es como se trabaja normalmente, pero también se
realizd una medicion con aireacion en la superficie sin tocar el liquido, esto debido a que el
reactor se tapa, limitando el intercambio de gases a diferencia del matraz que tiene un tapon
de algodon. Finalmente se realizé en el biorreactor la medicion con la aireacion a 0.5 vvm.

7.7.3.7.3. RESULTADOS.

Tabla 7.7.2. Resultados de Kla y condiciones a las que se realizd cada una de las
mediciones.

Aireacién Agitacion Temperatura Volumen Medio Kla (min™) sd

100 rpm 30°C 100 mL  MI1 0.0487 +0.0016

N 100 rpm 30°C 100 mL  Agua 0.0564  +0.0005

5 N/A 100 rpm 30°C 100mL  JA 0.0565  +0.0028

= 100 rpm 30°C 150mL  MI1 0.037 +0.0001

175 rpm 30°C 100mL  MI1 0.0907 +0.0247

5 0.5vvm 250 rpm 30°C 2L JA 0.0392  +£0.0003

:EE’ no 250 rpm 30°C 2L JA 0.0010  £0.0001

g superficie 250 tpm 30°C 2L JA 0.0040  =0.0008

g 05vvm 250 pm 30°C IS5L JA 00531  +£0.0061

. superficie 250 rpm 30°C 1.5L JA 0.0018  +£0.0001
N/A (No aplica)

A nivel matraz se observaron valores de Kla similares entre el JA y al agua
destilada, mientras que el medio M11 present6 un valor de Kla menor, al aumentar el
volumen a 150 mL, el valor de Kla disminuy6 y trabajando con el mismo volumen y
aumentado la agitacion a 175 rpm el valor de Kla aumento casi el doble (Tabla 7.7.2.).

En el biorreactor se obtuvo un valor de Kla similar al del matraz con 100 mL y una
agitacion de 100rpm cuando el biorreactor se trabajo a 250 rpm, 1.5 L y una aireacion de
0.5 vvm. En todos los casos estudiados en el biorreactor siempre fue menor el valor de Kla,
por lo que se llega a la conclusion de que la transferencia de oxigeno al medio es menor que
la que se tiene en el matraz, lo cual limita el crecimiento de la cepa GRO3 (P. kluyveri).
Para poder llevar a nivel industrial serd necesario realizar una aireacion durante las
primeras horas de la fermentacion.
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7.7.4. CONCLUSION

El escalamiento de los procesos realizados a nivel laboratorio es complicado, debido
a que no siempre se puede llegar a reproducir todas las condiciones de la misma manera.

La cepa GRO3 (P. kluyveri) muestra requerimientos de oxigeno superiores que los
de ARS (8. cerevisiae), por lo que es necesaria una aireacion cuando se deseé trabajar con
esta cepa.

A pesar de no poder repetir al 100% en el biorreactor las condiciones que se
obtuvieron en matraz, se sigue logrando producir una concentraciéon mayor de ésteres en
comparacion a la que se obtiene con la cepa ARS (S. cerevisiae) en cultivo puro.

191



7.8. CAPITULO 8. Prueba a nivel piloto con cultivo mixto de levaduras
Saccharomyces | no-Saccharomyces para la produccion de tequila.

7.8.1. INTRODUCCION

Una vez que el microorganismo ha sido seleccionado para ser utilizado en el
proceso de fermentacion, comienza el estudio de las capacidades fermentativas en el
laboratorio en volumenes de trabajo que van desde 1 a 10 L. Estos estudios contemplan la
formulacion del medio de cultivo asi como la estrategia de alimentacion pudiendo ser en
lote, en lote alimentado o en continuo. Asi mismo debe de seleccionarse el tipo de
fermentador a utilizar, teniendo dentro de las opciones, el tanque aireado, tanque agitado,
empacado con perlas, fermentacion en estado solido, entre otros. También deben de
considerarse otros factores tales como, la configuracion del reactor, control de pH, oxigeno
disuelto, antiespumante y temperatura.

La optimizaciéon de los procesos en el laboratorio conllevan después a un
escalamiento, comenzando de esta manera con volumenes de entre 1 a 10 litros, para pasar
después a una escala piloto que comprende volimenes de entre 10 a 100 L y finalmente la
escala industrial que va desde los 1000 hasta los 100 000 L, depende del proceso
fermentativo que se realice. Sin embargo durante el escalamiento es muy comin que los
rendimientos obtenidos a grandes escalas sean diferentes a los obtenidos en el laboratorio,
esto debido a que las condiciones de operacion no se llegan a reproducir al 100%. Algunos
de los factores que impactan sobre el rendimiento a gran escala son:

- La propagacion del inoculo, asi como la cantidad y calidad del mismo para iniciar la
fermentacion.

- La seleccion del medio de cultivo, comunmente a gran escala se utilizan reactivos o
nutrientes de menor costo y por lo tanto calidad, en comparacion a los utilizados en el
laboratorio.

- Los procesos y protocolos de esterilizacion utilizados a gran escala pueden causar
degradacion de compuestos termolabiles, lo cual resulta en un producto diferente.

- La homogeneidad a gran escala es dificil de lograr, cosa que a nivel laboratorio en
pequefios volimenes es facil de realizar, por lo tanto, a gran escala se llegan a tener zonas
de gradientes de nutrientes, pH, temperatura y oxigeno disuelto.

- El escalamiento puede incluso llegar a alterar la formacion de espuma provocado por los
métodos de agitacion o debido a la liberacion del CO; producido durante el proceso.
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Cualquier variacion en alguno de estos factores, es lo que llega a afectar el
rendimiento final de la fermentacion entre las diferentes escalas. Por otro lado, no es
posible lograr mantener un proceso con las mismas condiciones en todo momento. Sin
embargo, es posible fijar puntos clave o criticos de control dentro del proceso, los cuales
deben de ser supervisados con mas cuidado. Estos parametros son, la relacion del diametro,
la aireacion medida en vvm, la transferencia de oxigeno al medio (Kla), el nivel de oxigeno
disuelto, o velocidad de agitacion para mantener el mismo movimiento.

Cuando se va a llevar un proceso industrial al laboratorio, también es importante
considerar estos mismos factores, tratando de imitar lo mas posible en el laboratorio las
condiciones de la escala industrial.

7.8.2. METODOLOGIA

Se realiz6 una fermentacion a nivel piloto con un volumen de 240L de jugo de
Agave enriquecido con 0.5 g/L de sulfato de amonio y se inoculd con 1X10° cel/mL de
cada una de las cepas ARS (S. cerevisiae) y GRO3 (P. kluyveri) crecidos en YPD.

La fermentacion se realizd sin control de temperatura ni agitacion, para simular las
condiciones como se realizan normalmente en la industria.

La fermentacion se comenz6 a 18°Brix y se tomaron muestras a las 69 y 92 horas de
la fermentacion y se realiz6 un conteo en caja con medio YPD, para cuantificar la presencia
de cada una de las cepas.

7.8.3. RESULTADOS

Se comenzd con una concentracion de azicar de 18°Brix terminando en 7°Brix,
respecto a la poblacion de levaduras, se inoculo con 3.3X106 cel/mL con una realcion del
50% de cada una de las cepas. Pero al realizar el conteo a las 69 horas de fermentacion
todas las levaduras presentes correspondian a ARS (S. cerevisiae) y por consiguiente a las
92 horas también (Tabla 7.8.1.).
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Tabla 7.8.1. Fermentacion del cultivo mixto AR5/GRO3.

. ] Conteo al Relacion
Tiempo  Azucar . .
mic l’OSCOplO ARS :GRO3
Inicio 18 °Brix 3.3 X10° cel/mL 50:50
69 horas 7 °Brix 75.5X10° cel/mL 100:0
92 horas 7 °Brix 102.5X10° cel/mL 100:0

Se realizo la destilacion del mostos para obtener producto final al cual se le realizo

la medicion de compuestos volatiles por cromatografia de gases acoplado a un Head-space,

obteniendo las siguientes concentraciones.
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Tabla. 7.8.2. Concentracion de los compuestos volatiles mayoritarios de la fermentacion
mixta ARS5/GRO3. Concentracion en mg/L, excepto el alcohol que es en g/L.

Etanol (g/L) Acetaldehido Metanol 1-Propanol  Isobutanol  1-Butanol

TO 260 +023 1554 1060 182.10 1199 1.18 :0.16 145 016 0.51 =0.01
T69 63.85 +1.07 1637 008 147.30 433 13.09 2003 32.57 =026 1.44 10.00
T92 6638 144 1545 1034 149.89 1238 1328 047 33.53 2099 1.61 10.08

ORDINARIO 228.05 228 4344 1035 57927 +445 38.13 2041 50.78 +2.03 3.44 10.10
RECTIFICADO 23922 +12.18 31.67 1522 604.87 2585 3749 195 5585 0.18 3.17 10.15

Acetato de Acetato de Etil 2-fenil- Alcoholes

etilo isoamilo caprilato etanol amilicos
TO 376 012 000 000 0.00 =000 252 %2.08 371 1041
T69 875 010 0.14 020 0.85 2000 5325 %927 24440 +247
T92 794 2013 000 000 0.86 %000 67.63 +1.87 253.46 +10.54

ORDINARIO 35.15 1065 2.59 +0.08 1.01 001 36.61 +0.18 563.50 +8.63
RECTIFICADO 2193 1132 048 022 097 001 18.78 639 472.04 +26.52

La concentracion de etanol en el mosto llegd hasta 66 g/L al final de la
fermentacion, mientras que la concentracion de esteres como acetato de etilo presentd una
concentracion al final de la fermentacion de 7.94 mg/L, y los alcoholes amilicos
presentaron una concentracion de 253 mg/L (Tabla 7.8.2.). Esto demuestra que la cepa
GRO3 no logro crecer durante la fermentacion y por tanto se obtiene una baja
concentracion de esteres y alta concentracion de alcoholes superiores, resultado
caracteristico de fermentaciones con cultivos puros de ARS (S. cerevisiae).

Para la comparacion con los parametros de acuerdo a la norma, se realizo la
conversion de las concentraciones del rectificado que se muestran en la tabla 7.8.3.
Observando que todos los compuestos estin dentro de norma, pero se tiene una
concentracion de esteres baja, por lo que se debe de realizar una modificacion al proceso
tradicional de elaboracion de tequila en caso de que se quiera realizar la fermentacion con
la cepa GRO3. Pudiendo ser necesaria una aireacion inicial como se requirid a nivel
biorreactor.

Tabla 7.8.3. Resultados de las concentraciones expresados de acuerdo a la NOM-006-SCFI-2012.

mg Aldehido/ 100 mg metanol/ 100 mg alcoholes sup/  mg esteres/100
mL de alcohol mL de alcohol 100 mL de alcohol mL alcohol % alc vol. furfural

anhidro anhidro anhidro anhidro
ORDINARIO 1543 205.75 246.00 13.77 28.87 nd
RECTIFICADO 12.40 236.73 229.88 9.15 35.00 nd
Norma 0-40 30-300 20-500 2-200 35-55 0-4
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7.8.4. CONCLUSION

El escalamiento de los procesos que se desarrollan en el laboratorio requiere de una
serie de etapas, para lograr llegar a reproducir los mismos resultados. Si bien en el
laboratorio, las cepas de levaduras no-Saccharomyces presentaron tener rendimientos
similares a los de Saccharomyces, para su uso a nivel industrial sera necesario realizar
algunas modificaciones al proceso de elaboracion de tequila que se tiene actualmente,
pudiendo ser necesaria la implementacion de un sistema de aireacion en los reactores, lo
cual no solo favoreceria el crecimiento de las no-Saccharomyces sino también de la misma
Saccharomyces lo cual llegaria a reducir los tiempos de fermentacion.

Las levaduras no-Saccharomyces son capaces de producir vino con un aroma mas
complejo, el cual puede incrementar la calidad del vino y tener un significado favorable en
las caracteristicas sensoriales (Ciani y Maccarelli 1998; Egliy col., 1998; Jolly y col., 2003;
Romano y col., 1997), pero no son capaces de completar la fermentacion debido a su baja
tolerancia al etanol.

Se habia atribuido que las no-Sacchraomyces no eran capaces de fermentar solas en
cultivo puro por su baja tolerancia al etanol, pero en este trabajo se ha demostrado que tanto
K. marxianus como P. kluyveri son capaces de realizar a nivel laboratorio fermentaciones
completas al igual que S. cerevisiae en jugo de Agave. Como ya se dijo en el capitulo
anterior el escalamiento es un proceso complejo que requiere de mucha atencion en varios
detalles, en este capitulo se pretendi6 realizar una fermentacion con un co-cultivo, pero
bajo las condiciones que se siguen a nivel industrial, observando que P. kluyveri no
sobrevivio, esto debido a su demanda de oxigeno para poder estar presente en la
fermentacion, puesto que a nivel matraz y biorreactor, se realizo siempre una agitacion, lo
cual favorecia a tener una pequefia cantidad de oxigeno disuelto en el medio. A nivel piloto,
el gran volumen de medio y mantener el mosto estitico, provoco que P. kluveri no
estuviera presente al final de la fermentacion. Obteniendo un producto muy similar al
obtenido con cultivo puro de S. cerevisiae, sin la aportacion de P. kluyveri.
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7.9. CAPITULO 9. Caracterizacion de cultivos mixtos Saccharomyces /no-

Saccharomyces y comparacion contra Saccharomyces en cultivo puro.
(Articulo 2)

En el siguiente capitulo de presentan los resultados de las fermentaciones realizadas
con cultivos mixtos de Saccharomyces con no-Saccharomyces, ademds de realizar una
comparacion con los cultivos puros de Saccharomyces que es una cepa control, con el fin
de determinar si el co-cultivo con las cepas no-Saccharomyces, favorece o no la produccion
de compuestos volatiles durante la etapa de fermentacion del proceso de fabricacion del
tequila.

La inmovilizacion de células de levaduras en sustratos inertes a permitido en
diversos estudios favorecer la presencia y crecimiento de las levaduras no-Saccharomyces
en co-cultivo con Saccharomyces, por lo que en este capitulo se realizé la inmovilizacion
de levaduras no-Saccharomyces y se evaluo el efecto que provoca la inmovilizacion sobre
el metabolismo de la levadura, debido a que la inmovilizacion genera un estado de estrés en
la levadura puesto que no estd libre en el medio, ademds de presentar una limitacién al
acceso a los nutrientes. Con la inmovilizacion, las levaduras que estan al interior del
material de inmovilizacion estan limitadas a la difusion de nutrientes al interior del material
por lo que en ocasiones se ha llegado a ver una afectacion a las capacidades fermentativas,
mientras que por otro lado, la inmovilizacion también ha llegado a servir como un protector
de las cepas no-Saccharomyces, presentando un crecimiento favorable en co-cultivo con
Saccharomyces.

Los resultados obtenidos demuestran un gran potencial de las levaduras no-
Saccharomyces para su utilizacion en fermentaciones en cultivo puro para la fermentacion
de tequila. Por lo que actualmente se tiene en edicion para ser enviado como articulo para
su publicacion, por lo que el presente capitulo serd presentado en ingles, en formato de
articulo de manera independiente.
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volatile compounds generation during Agave juice fermentation for tequila
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Summary

The non-Saccharomyces yeasts are the principal responsible producers of aromatic
compounds in beverages. The cells immobilization is a technique that maintains the non-
Saccharomyces in co-culture with Saccharomyces cerevisiae yeasts. In this study were
performed co-cultures of Kluyveromyces marxianus and Pichia kluyveri with S. cerevisiae
in Agave juice (JA) and semi-synthetic medium (M11). The non-Saccharomyces yeasts
were able to maintain similar concentrations of cells during the fermentation like S.
cerevisiae in co-culture with both yeasts frees in the medium. When one of Saccharomyces
or non-Saccharomyces yeast strain was immobilized, free cells showed the best growth in
comparison with those immobilized in Agave juice. Nevertheless, the immobilization was
not shown good results and is better to do the fermentation with free cells. The co-culture
increased the volatile compounds concentration like esters with both non-Saccharomyces
yeast strain. The concentration of higher-alcohols was elevated with K. marxianus and

lower with P. kluyveri.

Key words: co-culture, yeast immobilization, Agave juice fermentation, non-
Saccharomyces.
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Introduction

The Saccharomyces yeast strains have been known by their higher ethanol yields and low
volatile compounds production during alcoholic fermentation, on the other hand the non-
Saccharomyces yeasts are the principal responsible to produce aromatic compounds.
Therefore, yeast co-culture in fermentation let to obtain not only alcohol but also volatile
compounds. However, non-Saccharomyces yeasts are not able to survive in co-culture with
Saccharomyces (Fleet et al 1984), in order to maintain the non-Saccharomyces during the

fermentation several studies were performed.

The non-Saccharomyces early death was attributed by the low ethanol tolerance (Kunkee
1984) and could not be explained by nutrient depletion or the presence of toxic compounds
(Nissen and Arneborg 2003). Currently the early death of H. uavarum was attributed at
nutritional deficiencies in the fermentation medium (Diaz-Montano et a/ 2010). One
strategy studied in order to maintain the non-Saccharomyces during the fermentation was

the immobilization cells on inert supports like alginate beads (Ciani and Ferraro 1998).

Diverse studies of microorganisms associated with different alcoholic fermentations allow
known the great diversity of yeasts and bacteria which are presents during the spontaneous
and natural fermentations. Those studies are the starting point of the non-Saccharomyces
assays (Jolly ef a/ 2006) and the co-cultures are the most viable tool to use. In wine was
studied Hanseniaspora uvarum, H. vineae, H. guillermondii, H. osmophila, Candida
zemplinina,  Metchnikowia  pulcherrima, Torulaspora  delbrueckii, Lachanceae
thermotlerants (Kluyveromyces), Pichia anolama, Saccharomycoides Iludwigii, and
Zygosaccharomyces florentinus, which are the most common non-Saccharomyces yeasts in
wine (Jolly et al 2003; Albergaria et al 2010; Andorra et al 2010a, 2010b; Comitini et al
2011; Domizio et al 2011; Viana et al 2011; Andorra et al 2012; Medina et al 2012;
Sadoudi er al 2012; Suzzi et al 2012). In other beverages like cachaga have been studied
Pichia anomala and P. caribba (Ferreira-Duarte ef a/ 2012) and also the bacteria
interaction with yeasts like Lactobacillus fermentum (Ferreira Duarte ef al 2011). In

addition was studied the Longan juice fermentation with Willopsis saturnus co-culture
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(Trinh et a/ 2011). In contrast, a wine fermentation with non-Saccharomyces in pure culture
was also carried out with Pichia kudriavzevi (Sharma et al 2011). Currently studies have
been demonstrated that some species of non-Saccharomyces yeasts are able to produce not
only alcohol at the same level than Saccharomyces but also volatile compounds in higher
concentrations (Sharma ef a/ 2011; Lopez-Alvarez et al 2012; Amaya —Delgado ef al
2013).

It have been reported that in some fermentations of Agave beverages have been noticed the
presence of Kluyveromyces marxianus (Lappe-Oliveras et al 2008), some studies at
industrial level with K. marxianus in pure culture in order to produce tequila has been
performed and was obtained a similar ethanol yield like S. cerevisiae, but with an
incrementing of desirables volatile compounds (Amaya-Delgado et al 2013; Lopez-Alvarez
et al 2012). Also the use of Pichia kluyveri in pure culture has been shown as good

fermented and volatile producer yeast in tequila fermentation (Amaya-Delgado et al 2013).

Moreover the mixed cultures have been used also in bio-ethanol production as a bio-fuel
(Azmi et al 2010; Hickert et al 2013), since not all the non-Saccharomyces yeasts are good
aromatic compounds producers. Other strategy in order to improve the aromatic profile was
the study of S. cerevisiae strains co-cultures in wine, but no differences were founded

(Barrajon et al 2011).

In this work was studied the fermentative capacity of non-Saccharomyces yeasts in co-
culture with S. cerevisiae in Agave juice and M11 semi-synthetic medium in fermentation

conditions. Also was studied the usage of immobilization yeasts in co-culture.
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Materials and methods

Yeast strains

Saccharomyces cerevisiae (ARS), Kluyveromyces marxianus (DU3) and Pichia kluyveri
(GRO3) yeast strains, were isolated from the fermentation process of tequila (ARS) and
mezcal (DU3 and GRO3) and have been conserved in the microorganism collection of
CIATEJ AC, were used in this study. They were chosen according to their fermentation

capabilities and volatile compounds generation profile.
Inoculation conditions

Cells were grown from 18 to 20 h at 30°C with shaking (250 rpm) in 125 ml Erlenmeyer
flask with 50 ml of YPD medium.

Immobilization yeasts

Yeast cells (2 x 10° cell/ml) were immobilized using beads of alginic acid sodium salt from
brown algae (Sigma-Aldrich ®) 4% solution, and was obtain as a final concentration
approximately 1x 10° cell/ml beads in 2% of alginic sodium yeast cells suspension, thus
was dripped using a vacuum pomp and 29G needle, in 170 g/l CaCl, solution mixed with a
magnetic stirring bar; the beads were mixed (30min) in the CaCl, solution, next the beads
were washed with distillated sterile water to remove the calcium excess, finally the beads

were stored in glucose solution (4% w/v) at 4°C.
Fermentation media

Semi-synthetic medium M11 (reference 1st paper) and Agave tequilana Weber blue variety
juice JA (100 g/l sugar concentration) supplemented with (NH4)>SO4 (0.5 g/l) were used as

a fermentation media.

Fermentation conditions
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Batch fermentation were performed with both fermentation media in 250 ml Erlenmeyer
flask with 100 ml medium and incubated at 30°C with shaking (100 rpm). Samples were
taken through the fermentation (72 h).

Analytical methods

Yeast population was measured using Neubauer chamber (reference) and counting on WL
medium plate, reducing sugar concentration was determined by the DNS reagent (Miller
1959), and ethanol and volatile compounds of the finals samples were measured by
dynamic head space (Hewlett Packard HP 7694 E) coupled with gas chromatography
(Hewlett Packard HP 6890) (Arellano et al 2011).

Statistical analysis

Fermentative performances of the medium and immobilized yeasts were analysed by one-
way analysis of variance (ANOVA), concentration of volatile compounds, ethanol yield
and yeast population were analysed by Factor analysis. Statistical analyses were performed

with Statgraphics Centurion XVI.

202



Results and discussion

The co-culture fermentations with free cells were showed different kinetics growth (Figure
1), In M11 medium, ARS grew more than DU3, however in JA both strains were grown at
the same level. In contrast GRO3 grew better than ARS in both mediums, the difference of
yeast population in M11 medium is more than 1 logarithm of concentration, and in JA the

strains reach almost the same concentration at the end of the fermentation.
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2 let7 1 f - let7
3
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—o— ARS —o— ARS
—O0— DU3 —O0— DU3
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Figure 1. Effect of the co-culture in the cellular population with free cells in M11 medium

and Agave juice (JA).

These results show the capability of non-Saccharomyces yeast strains to grow at the same
level than S. cerevisiae in JA, without any nutrient supplementation like was suggested by

Diaz-Montafio et al/ 2010.
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Besides was reported, S. cerevisiae CCMI885 produced a peptide that inhibit the growth of
K. marxianus (Albergaria et a/ 2010), it was observed this inhibition in the AR5/DU3 co-
culture with M11 medium, however this inhibition could not notice with JA medium. Also
was reported the production of killer toxins by P. kluyveri against S. cerevisiae
(Middelbeek er al 1980), this effect was shown in M11 medium where GRO3 grew more
than ARS, in contrast the population yeasts in JA fermentation was similar between ARS

and GRO3.

Kinetics growth of cells immobilized in co-culture is shown in figure 2. In M11 medium
the immobilized strain have the lowest concentration in the liquid medium, no matter if
there is Saccharomyces or non-Saccharomyces strain. However JA was shown a different
kinetic growth with each co-culture. In the co-culture with GRO3 immobilized and AR5
free, both yeasts strains grew at the same level in the liquid medium and the immobilized
strain inside of the beads rich at the same cells concentration. The strain GRO3 grew both
inside and outside of the beads. In the co-culture with AR5 immobilized and GRO3 free,
was GRO3 that grew more than ARS. The strain ARS just grew inside of the beads. On the
case where DU3 was immobilized and ARS free, was the strain AR5 which grows better
and DU3, and only maintain the same concentration inside of the beads. The
immobilization was used to maintain the same concentration cells during the fermentation;

only in M11 medium was shown this effect.

204



let+9 let+9

MIl11 JA
let8 1 b le+8
— —
g g
@ let7 | P let7 &
3 3
let6 _@— ARS Flet6
—O— GRO3
—¥— (GRO3)
A
Let9 —A— GRO3+GRO3) GRO3+(GRO3) let9
let+8 A ] Flet8
— —
g g
@ let7 | P let7? =
3 3
let6 1 —@— ARS 1 —@— ARS rlet6
—O— GRO3 —O— GRO3
—¥— (ARS) —¥— (ARYS)
let9 —/\— AR5+(ARS) . —\— AR5+(ARS) le+9
let+8 A Flet8
@ let7 | Flet7 =
3 3
let6 1 —@— ARS | -@— ARS r let6
—O— DU3 -O— DU3
—¥— (DU3) —¥— (DU3)
le+s L : : : — - DUHOUD| T ‘ ‘ LT DUROW] s
0 12 24 36 48 60 72 0 12 24 36 48 60 72
time (h) time (h)

Figure 2. Kinetics growth of co-cultures with immobilized yeasts.

Sugar consumption was almost complete in all the fermentations, just the co-culture with
free cells ARS/DU3 in M11 medium did not consume all the sugar, and the same co-culture
with DU3 immobilized had the lowest sugar consumption rate. In figure 3 is shows the

sugar consumption kinetics where the consumption rate in JA.

205



120

—@— MI1 AR5(DU3)

10 | —e— MI1 AR5/DU3 100 | ~O~ JA ARS(DU3)
—v— MI1 AR5(GRO3)

—0— JA AR5/DU3 A— TA ARS(GRO3)
100 —w— MI1 AR5/GRO3 80 1 Y —m— MI1 GRO3(ARS)

—A— JA ARS/GRO3

20 | —C— JA GRO3(AR5)

) = 60 1
® 60 | &
40 1
40 |
20 | 20 1
0 0
0 12 24 36 48 60 T2 0 12 24 36 48 60 72
time (h) time (h)

Figure 3. Sugar consumption of co-cultures in medium M11 and Agave juice (JA).

The volatile compounds concentration in co-culture with one yeast strain immobilized is
shown in table 3. The highest ester concentration was achieved in JA with the ARS/GRO3
co-culture 159.43 mg/L where AR5 was immobilized and GRO3 was free, however 113
mg/L was produced with AR5 free and GRO3 immobilized, and the isoamyl acetate were
detected only when GRO3 was free. The ethyl acetate concentration was higher in co-
culture immobilized in comparison with ARS pure immobilized fermentations where the

concentrations were 14.15 mg/L in M11 medium and 0.88 mg/L in JA.

Ethyl acetate is the principal ester produced during the JA fermentation and is used as ester
concentration reference in tequila production (NOM-006-SCFI-2012). The highest
concentration of this ester was show with the ARS/GRO3 co-culture 127.38 mg/L in M11
medium, and 72.03 mg/L in JA, in addition, only this co-culture produced isoamyl acetate
1.09 mg/L in M11 medium. The ethyl acetate concentration achieved was higher in all the
co-culture in comparison with ARS pure free cells fermentations where the concentrations
were 13.65 and 2.08 mg/L in M11 medium and JA respectively. In wine fermentation, P.
kluyveri produced more ethyl acetate than S. cerevisiae but less ethanol concentration,

however, shows high residual sugar concentration (Domizio e @/ 2011).

Higher-alcohols concentration was elevated with the AR5/DU3 co-culture and lower with

ARS5/GRO3 (Table 2) in comparison with ARS free pure culture (Table 1).
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Table 1. Ethanol and volatile compounds final concentrations of ARS pure cultures free
and immobilized.

MI11 ARS JA ARS M11 (ARS) JA (ARS)
Acetaldehyde 16157 +12220 8591 +56.19 162.04 =+26.03 180.07 =+3821
Ethyl acetate 13.65 +261 2.08 +087 1415 +0.92 0.88  £1.09
Isoamyl acetate 0.00 +0.00 0.00 +0.00 0.00 +0.00 0.00 +0.00

Methanol 5.83 +050 4274  +0.85 546 +1.28 9.28 +£2.28

Ethanol 4134 +£247 29.67 +338 5434 +0.19 3280 +6.38
1-Propanol 2022  £498 1397 255 1458 +054 1494  +3.78
Isobutanol 2046 032 19.23  +405 1337 +0.44 1436  +5.08
1-Butanol 0.21 +0.23 049 +0.04 033 +0.07 0.54 +0.06

Amylic alcohols 3097 +506 72.84 +1606 4050 +191 6442 +20.06

Table 2. Ethanol and volatile compounds final concentrations of co-cultures with free cells.

M11 AR5-DU3 JA ARS5-DU3  MI11 AR5-GRO3  JA AR5-GRO3

Acetaldehyde 63.63  +2237 16.51 667 11514  +4027 2776 o081
Ethyl acetate 2480  +1.44 27.61 +357 12738 +7423  72.03 +0.68

Isoamyl acetate 0.00 +0.00 0.00 +0.00 1.09 +0.45 0.00 +0.00
Methanol 5.22 +0.36 10.17 +0.66 6.82 +0.72 944 +0.11
Ethanol 33.78 +2.38 37.61 +3.17 44.52 +0.40 34.30 +0.91
1-Propanol 22.00  +283 18.15 +1.94 1945 +1.38 9.49 +0.14
Isobutanol 29.59 +2.43 57.95 +7.00 64.35 +4.89 43.61 +0.49
1-Butanol 0.00 +0.00 0.04 +0.02 0.01 +0.01 0.00 +0.00

Amylic alcohols 40.69 +231 14497 +2170 11.50 +0.34 11.86 014

Table 3. Ethanol and volatile compounds final concentrations of co-cultures with cells

immobilized.
MI11 JA Ml11 JA MI11 JA
ARS(DU3) AR5(DU3) ARS5(GRO3) ARS5(GRO3) GRO3(ARY) GRO3(ARY)
Acetaldehyde 159.11 +945 2423 +286 164.01 13496 1324 £083 5436 +1.89 557 +£0.28
Ethyl acetate 29.52 £592 2573  +11.03 5828 +630 11335 12505 9120 +1453 15943 13148
Isoamyl acetate 0.00 +0.00 0.00 +0.00 0.00 +0.00 0.00 +0.00 0.00 +0.00 091 +£0.34
Methanol 6.67 +142 4544 +1.33 6.87 +081  44.11 +£3.57 7.59 +060  35.70 +£3.44
Ethanol 36.32 £210  28.31 £254 3438 £1.18  26.95 +324  37.15 £090  23.08 +£0.24
1-Propanol 24 .61 +038  14.22 +1.02  15.87 £0.83 9.27 +121 1238 +£027 6.55 +£0.34
Isobutanol 29.59 £0.59  26.11 £238 3032 £241 3158 +036  24.86 +168 3738 +£1.48
1-Butanol 045 +£0.09 0.00 +0.00 0.00 +0.00 0.00 +0.00 0.00 +0.00 0.00 +0.00
Amylic alcohols 40.17 £010  67.98 +0.54 7.28 +£0.65 9.84 +£0.84 6.95 +£0.09 8.15 +£0.27
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The higher-alcohols show an elevated concentration with the AR5/DU3 in free co-culture
fermentations, thus concentration of the higher-alcohol change each fermentations, like in
the AR5/DU3 co-culture were the amylic alcohols and in the ARS/GRO3 co-culture were
the isobutanol. This phenomenon was observed in free and immobilized cells, and could be
attributed to the non-Saccharomyces yeast strains capacity and not to the medium
composition. The higher-alcohols difference between AR5 pure culture and co-cultures was
the 1-butanol concentration that was produced in higher concentration with ARS pure
culture free and immobilized in both mediums. The non-Saccharomyces yeast strains used
in the fermentation can lead the final volatile compounds concentrations, in comparison
with S. cerevisiae pure culture in wine the use of C. zemplinina in co-culture with S.
cerevisiae produce the same ethyl esters and lower acetate esters concentration, also M.
pulcherrima in co-culture with S. cerevisiae produce higher ethyl and acetate esters
concentration, and the use of 7. delbrueckii in co-culture with S. cerevisiae produce lower
ethyl and acetate esters concentration, where the inoculums were non-
Saccharomyces/Saccharomyces 10:1 ratio (Sadoudi er a/ 2012). Therefore, the yeast strain
selection is an important step to obtain better results, in Macabeo must C. zemplinia and H.
uvarum in co-culture with S. cerevisiae produced higher ethyl and acetate esters
concentrations than pure culture of S. cerevisiae was, it was used an inoculums of non-
Saccharomyces/Saccharomyces 90:10 ratio (Andorra ef a/ 2010). However when is used a
synthetic grape must there was no differences between S. cerevisiae and the co-cultures

with C. zemplinia and H.uvarum (Andorra et al 2012).

The main significant differences achieved with the immobilization were the ethanol and
isobutanol concentrations, nevertheless any difference in ethanol yield was observed. In the
fermentation media the main differences were the ethanol, acetaldehyde and 1-propanol

concentrations (Table 4).

Table 4. One way ANOVA p-values.

/ Ethanol Ethanol Acetalde Ethyl Isoamyl 1- Isobutan  Amylic
prvatues yield hyde acetate acetate  Propanol ol alcohols

Immobilization  0.8901 0.0156 0.6166 0.4917 0.6334 0.2011 0.0005 0.1447
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Fermentation

. 0.1640 0.0053 0.0000 0.5729 0.8850 0.0021 0.5662 0.1609
media

Statistically significant difference between the mean when p-value < 0.05.

Not only as some other studies, the Saccharomyces/ non-Saccharomyces co-cultures shown
a higher volatile compounds concentration (Comitini ez a/ 2011), but also it was observed a
faster kinetics fermentation (Suzzi ef @/ 2012). In addition the inoculums ratio represent an
important role in the fermentation, since improve the volatile compounds concentration
(Comitini et al 2011; Trinh et al 2011; Domizio et al 2011) however in this study were
used the same free cells inoculums concentration (ratio 1:1) in the co-cultures fermentations
and it was possible to increases the volatile compounds concentrations. In summary, some
considerations are important in order to carry out fermentation co-cultures, like the non-
Saccharomyces yeast strain species, the ratio Saccharomyces/non-Saccharomyces and the

nutrients in the fermentation medium.

In order to find a correlation between the different analyzed variables a factor analysis was
carried out. The factor analysis explains the 81.815 % of variance in 4 different factors
(Table 5). The acetaldehyde, 1-propanol, ethanol and methanol were explained by the
factor 1, the ethyl acetate and isoamyl acetate by the factor 2, isobutanol and yeast
population by the factor 3 and finally the amylic alcohols and ethanol yield by the factor 4.
The factor plot with th e factor 1 and 2 groups the fermentations in 3 groups according to
the strain and fermentation media. The group 1 involves AR5/GRO3 co-cultures free and
immobilized in JA, and was correlated with the higher ethyl acetate concentrations and also
methanol concentration since this is present only in JA (Figure 4). The group 2 involves the
ARS/GRO3 co-cultures free and immobilized in M11 and was correlated with isoamyl
acetate, isobutanol, ethanol and acetaldehyde concentrations (Figure 4). Finally the group 3
involves the ARS5/DU3 co-cultures in both mediums and was correlated with amylic

alcohols, final sugar, 1-propanol concentrations and ethanol yield (Figure 4).
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Table 5. Factor score coefficients value of each variable analyzed and the variance

explained in each factor.

Factor Score Coefficients Factor 1 Factor 2 Factor 3 Factor 4
Variance 33.909 21.472 16.890 9.544

Acetaldehyde 0.811679 0.0105092 -0.405218 0.068182
Ethyl acetate -0.207816 0.883638 0.00424224  -0.313899
1-Propanol 0.769748 -0.422293  -0.0146566 0.313212
Isobutanol 0.271935 0.385812 0.820365 0.162684
Amylic alcohols -0.106161 -0.482213 0.50336 0.587167
Ethanol 0.831523 0.104643 0.296052 0.353136
Yeast population -0.0596201 -0.0322205 0.861876 -0.157961
Final sugar 0.252744 -0.699597 0.0576552 -0.344977
Ethanol yield 0.387997 -0.096087 -0.158915 0.765525
Methanol -0.873684 0.128651 -0.180779 0.0911039
Isoamyl acetate 0.0934248 0.757949 0.232821 -0.155556
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Figure 4. Factor plot with the variables analyzed and factor plot with the yeasts strains and

fermentation medium analyzed
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Conclusion

The co-culture is a feasible way to do JA fermentation in order to improve the aromatic
profile in the tequila.

The non-Saccharomyces yeast strains studied in this work were adapted naturally to JA and
shown the capacity to grow like S. cerevisiae.

Yeast immobilization in Agave juice fermentations did not show significant differences in
esters concentrations and ethanol yield.
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7.10. CAPITULO 10. Modelo matematico de las cinéticas de crecimiento
y consumo de azucar de los cultivos puros y mixtos a nivel laboratorio en
matraz.

7.10.1. INTRODUCCION

Los modelos matematicos sirven para describir el crecimiento o comportamiento de las
levaduras, pero ademas estos modelos pueden ayudar a comprender los fendmenos que suceden
durante el proceso.

Cuando los modelos matematicos se utilizan para predecir el crecimiento de los
microorganismos, este crecimiento se realiza de manera no lineal siendo exponencial en la mayoria
de los casos, hasta llegar a un maximo de crecimiento, de entre los cuales se encuentran los
siguientes:

Gompertz : y= A - ? <Y
Logistico : y = A/(1 + B-e“™)
MMEF : y=(A-B + Cx")/(B+x")
Richards : y = 1/(A + B-¢“*)®

Donde “y” es el crecimiento a tiempo “x”, mientras A, B. C y D son variables de cada modelo.
(Winsor 1932; Vedenov y Pestis 2008).

7.10.2. METODOLOGIA

Para el procesamiento de datos se utilizaron archivos en Excel ya programados que fueron
proporcionados en Francia por el Dr. Cedric Brandam. De los cuales solo se alimentaron los datos
experimentales obtenidos para obtener el resultado de las constantes que se muestran en la parte de
resultados de este capitulo.

Se utilizaron los modelos MMF para el crecimiento de las levaduras y el modelo SL&P
para modelar el consumo de azficar.

MMF (Morgan Mercer Flodin 1975)

axXxb+c xt® o bien o (Xp xrate) + (Xq. X £°7%7)
b+t< ! (rate + t°Te™)

y =

a X0 Poblacion inicial.

b rate Velocidad constante de crecimiento.
¢ Xmax Poblacion maxima de crecimiento.
d orden Orden de reaccion.

t Tiempo.

O O O O O
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SL&P (Luedeking-Piret)

Esta ecuacion depende de los parametros o y f ademas de la evolucion de la concentracion
de levaduras.

s _ tiX+ X = {au + )X
dat Cdt pX=lap+§

Modelo para estimar el consumo de aziicar de los cultivos mixtos.

dS_( dX1+ X)+( dX2+ X)
dar ﬂldt By ﬂzdt B2X;

S Concentracion de sustrato

t Tiempo

oy B1 Constantes de Saccharomyces calculadas a partir del modelo SL&P.

X, Poblacion de Saccharomyces.

o, y B2 Constantes de no-Saccharomyces calculadas a partir del modelo SL&P.

X, Poblacion de no-Saccharomyces.

Modelo Sf para calcular las variables Ky A para cada una de las levaduras en cultivo mixto.

K, x P1, X S, K, %P2, X5,
r= 5,4 (—)Xt—t- +(‘—)Xt—t_
} n—1 ( A1+5n (n ol 1} A2+5n (?‘2 ?‘2 1}

S..1 Concentracion de sustrato (aziicar) en el tiempo anterior al analizado.

S, Concentracion de sustrato (azucar) a en el tiempo analizado a partir del modelo lizado.

P1, Poblacion celular de la levadura Saccharomyces en el tiempo analizado.

P2n Poblacion celular de la levadura no-Saccharomyces en el tiempo analizado.

K, Constante relacionada con velocidad de consumo de sustrato por el crecimiento celular de

Saccharomyces.

A Consumo promedio de azucar por célula.

o K, Constante relacionada con la velocidad de consumo de sustrato por el crecimiento celular de
no-Saccharomyces.

o A; Consumo promedio de azucar por célula.

o t, Tiempo analizado.

0ty Tiempo anterior al analizado.

O O O O O

o
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7.10.3. RESULTADOS

7.10.3.1. Cultivos puros

cinéticas en medio JA.

En este capitulo se discutira la relacion de los modelos matematicos, debido a que en el
capitulo 7.9. ya se discutieron las cinéticas de crecimiento, consumo de azicar y la produccion de
compuestos volatiles.

El modelo matematico MMF describe el crecimiento de las levaduras analizadas
observando las mismas cinéticas tanto con los datos reales como en con el modelo, en la figura
7.10.1. se observan las cinéticas en medio M11 mientras que en la figura 7.10.2. se observan las

Figura 7.10.1. Cinéticas de crecimiento de los cultivos puros en medio M11.
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Figura 7.10.2. Cinéticas de crecimiento de los cultivos puros en medio JA.
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 Cinéticas con los datos reales

® Cinéticas con el modelo MMF

Los modelos matematicos se ajustaron a un inoculo de 1.0E+6 cel/mL por lo que X, sera el
mismo para todos. Se obtuvieron velocidades (rate) de crecimiento similares con el mismo medio y
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diferencias menores entre cepas. El maximo crecimiento se obtuvo con la cepa GRO3 en ambos
medios y se observd una tendencia a un mejor crecimiento en medio JA en comparacion con lo
observado en medio M11 (Tabla 7.10.1.). El orden de reaccion relaciona las concentraciones
molares de sustrato y producto, se obtiene experimentalmente y describe la forma en que la
velocidad depende de la concentracion del reactante, evaluando como producto la concentracion
celular para este caso. Con base en los valores mas comunes de orden de reaccion, se clasifican las
reacciones quimicas. En el caso de un proceso elemental, la velocidad de reaccion es proporcional
al producto de las concentraciones de los reactivos elevadas a sus correspondientes coeficientes
estequiométricos, para reacciones complejas, la ecuacion de velocidad no es tan sencilla, y depende
del mecanismo de reaccion. De todas formas, para muchas reacciones la velocidad es proporcional a
potencias de las concentraciones de los reactivos.

Tabla. 7.10.1. Parametros cinéticos del crecimiento de las levaduras a partir del modelo MMF.
M11-ARS MI11-DU3 MI11-GRO3 MI11-DI JA-ARS5 JA-DU3 JA-GRO3 JA-DI

Xo 1.0E+6 1.0E+6 1.0E+6 1.0E+6 1.0E+6 1.0E+6 1.0E+6 1.0E+6
rate 259E+3  24.8E+3 23.7E+3 22.7E+3  64E+3 8.5E+3 7.1E+3 8.2E+3
Xmax  69.0E+6  164.5E+6  237.5E+6  65.5E+6 183.0E+6 152.5E+6 344.5E+6 208.5E+6
orden 3.58 3.93 3.55 4.06 3.67 4.35 3.72 342
Umax  129.0E-3  147.8E-3 153.8E-3 188.3E-3 81.8E-3 1304E-3 82.3E-3 111.7E-3
Xo Poblacion inicial.
rate Velocidad constante de crecimiento(h™).
Xmax Poblacion maxima alcanzada a las 72 horas de crecimiento.

orden Orden de la reaccion.
Umax Maximo valor de .

Las cinéticas de consumo de azucar se modelaron con el modelo matematico SL&P
obteniendo cinéticas similares entre los datos experimentales y los matematicos obtenidos, en la
figura 7.10.3. se observa la evolucion de la concentracion de aztcar durante la fermentacion en
medio M11, mientras que en la figura 7.10.4. se observa en medio JA.

Figura 7.10.3. Cinéticas de consumo de aztcar de los cultivos puros en medio M11.
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Figura 7.10.4. Cinéticas de consumo de azucar de los cultivos puros en medio JA.
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A partir de los datos cinéticos obtenidos con el modelo MMF de crecimiento se obtuvieron
los pardmetros cinéticos a y B con el modelo SL&P para el consumo de azucar de las diferentes
cepas de levaduras estudiadas tanto en medio M11 como en medio JA.

Tabla. 7.10.2. Parametros cinéticos del consumo de aztcar a partir del modelo SL&P.

MI11-ARS MI11-DU3 MI11-GRO3 MI11-DI JA-ARS JA-DU3 JA-GRO3 JA-DI
A 1.0E-6 378.7E-9  226.7E-9  551.1E9 461.0E-9 560.9E-9 201.5E-9 447.5E-9
B 11.7E-9 627.2E-12 5.4E-9 14.0E-9 6.6E-9 29E9 10.0E-9 14E-9

a se relaciona con el mantenimiento celular, explica la cantidad de azlcar que se consume en
relacion a la cantidad de células presentes.

B se relaciona con el crecimiento, explica la cantidad de azticar que se consume para la produccion
de células nuevas.

222



7.10.3.2. Cultivos mixtos

cultivos puros y en cultivo mixto, tanto en medio M11 (figura 7.10.5.) como en medio JA (figura

A continuacion se presenta un comparativo entre el crecimiento de la cepa ARS y DU3 en

7.10.6.).
Figura 7.10.5. Cinéticas de crecimiento del cultivo mixto AR5/DU3 en medio M11.
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La cepa DU3 (K. marxianus) en cultivo mixto en medio M11 llega a su maximo de

crecimiento alrededor de las 20 horas y después tiende a morir. En la cinética del modelo
matematico se observa una estabilidad al llegar al méximo de crecimiento, esto debido a que se

realizé un modelado del crecimiento con el modelo MMF que no contempla la muerte celular.

Figura 7.10.6. Cinéticas de crecimiento del cultivo mixto AR5/DU3 en medio JA.
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® Cinéticas con el modelo MMF
También se realizé un comparativo entre el crecimiento de la cepa ARS y GRO3 en cultivos
puros y en cultivo mixto, tanto en medio M11 (figura 7.10.7.) como en medio JA (figura 7.10.8.).



Figura 7.10.7. Cinéticas de crecimiento del cultivo mixto ARS/GRO3 en medio M11.
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Figura 7.10.8. Cinéticas de crecimiento del cultivo mixto AR5/GRO3 en medio JA.
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Las velocidades de crecimiento son mas rapidas en medio JA y debido a que el modelo
MMF una vez que llega al méximo de crecimiento mantiene la cinética estable, se modelaron solo
36 horas en lugar de las 72 horas completas del experimento. Esto no afecta a los parametros
cinéticos ya que estos se obtienen a partir de la pendiente de crecimiento. En la tabla 7.10.3. se
presentan los parametros cinéticos del crecimiento global del cultivo mixto, mientras que en la
tabla 7.10.4. se presentan los parametros cinéticos del crecimiento de cada una de las levaduras
dentro del cultivo mixto.
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Tabla. 7.10.3. Parametros cinéticos del crecimiento de las levaduras en
cultivo mixto a partir del modelo MMF.
M11 AR5/DU3 MI11 AR5/GRO3 JA AR5/DU3 JA AR5/GRO3

Xo 5.7E+6 3.7E+6 5.8E+6 2.1E+6
rate 177.7E+0 38.5E+0 65.5E+3 33.3E+0
X max 169.5E+6 237.5E+6 269.5E+6 405.5E+6

orden 1.94 1.24 461 1.33
M max 106.8E-3 94.0E-3 215.1E-3 112.8E-3

X, Poblacion inicial.

rate Velocidad constante de crecimiento (h™).

Xmax Poblacion maxima alcanzada a las 72 horas de crecimiento.
orden Orden de la reaccion.

KUmax Méximo valor de .

Tabla. 7.10.4. Parametros cinéticos del crecimiento de cada una de las cepas de levadura en cultivo
mixto a partir del modelo MMF.

M11 AR5/DU3 M11 AR5/GRO3 JA AR5/DU3 JA AR5/GRO3
AR5 DU3 AR5 GRO3 AR5 DU3 ARS GRO3
Xo 29E+6 28E+6  13E+6 2A4E+6 2.6E+6 32E+6  8992E+3  1.2E+6
rate 6.1E+3 10E+3  72E+3  190.6E+0 9.4E+3 35.5E+3 6.2E+3  133.3E+0
X max 169.5E+6 62.1E+6 222E+6 219.5E+6 1554E+6 126.6E+6 1362E+6 269.3E+6
orden 2.54 3.00 2.50 1.77 3.69 4.53 240 2.07

H max 683E-3 129.0E-3 489E-3  90.3E-3 170.6E-3 1859E-3  749E-3  151.8E-3

X, Poblacion inicial.

rate Velocidad constante de crecimiento (h™).

Xmax Poblacion maxima alcanzada a las 72 horas de crecimiento.
orden Orden de la reaccion.

KUmax Maximo valor de .

Con los parametros cinéticos obtenidos del crecimiento y consumo de aziicar de las
levaduras en cultivo puro, se realizd6 un modelo el cual predice lo que pasaria si las 2 levaduras
actiian de la misma manera sin ser afectado su metabolismo con el co-cultivo.

En la figura 7.10.9. se observa que el modelo predice que a las 35 horas deberia de
terminarse el azucar si las 2 levaduras continuaran trabajando como lo hacen cuando estdn en
cultivo puro, sin embargo se observa que la cinética del cultivo mixto es mas parecida a la cinética
de ARS. El modelo es alimentado con los datos del modelo de crecimiento MMF y como este
considera que DU3 no muere (como en los datos experimentales) el modelo para el consumo de
azucar considera que DU3 continua activa todo el tiempo.
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Figura 7.10.9. Cinéticas de consumo de azucar del cultivo mixto AR5/DU3 en medio M11.
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El modelo del cultivo mixto AR5/DU3 en medio JA predice que a las 15 horas terminaria
todo el azlicar, la proporcion de las poblaciones de estas 2 levaduras en medio JA es
aproximadamente del 50% durante las 72 horas. Las cinéticas de consumo de azucar son similares
tanto las de los cultivos puros como la del cultivo mixto. Por lo que parece que estas 2 levaduras en
cultivo mixto en medio JA participan de la misma manera, y cuando la concentracion de azlicar es

baja disminuye su metabolismo.

Figura 7.10.10. Cinéticas de consumo de aziicar del cultivo mixto AR5/DU3 en medio JA.
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Figura 7.10.11. Cinéticas de consumo de azicar del cultivo mixto AR5/GRO3 en medio M11.
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Figura 7.10.12. Cinéticas de consumo de azucar del cultivo mixto AR5/GRO3 en medio JA.
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Tabla. 7.10.5. Parametros cinéticos del consumo de azicar de los
cultivos mixtos a partir del modelo SL&P.

MI11 AR5/DU3  MI11 AR5/GRO3 JA AR5/DU3  JA AR5/GRO3
a 5.1094E-07 5.538E-07 3.6183E-07 3.1375E-07
B 5.1598E-09 2.7519E-09 7.8901E-10 -1.0184E-09
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Figura 7.10.13. Comparacion de las cinéticas de consumo de azucar de los cultivos mixtos
modelados con el modelo MMF y el modelo Sf.
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 Cinética de consumo de azucar del cultivo mixto AR5/DU3 en medio M11.

® Cinética de consumo de azicar del cultivo mixto AR5/DU3 en medio JA.

¢ Cinética de consumo de azicar del cultivo mixto AR5/GRO3 en medio M11.
4 Cinética de consumo de azacar del cultivo mixto AR5/GRO3 en medio JA.

Se puede apreciar que matematicamente los valores de K; son negativos, lo que nos indica
que es la cepa Saccharomyces la que es inhibida por la cepa no-Saccharomyces. Por otro lado los

valores de A nos muestran que hay un mayor consumo de aziicar por célula en medio JA con
valores mayores a los obtenidos en medio M11.
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Tabla. 7.10.6. Parametros cinético del consumo de azicar en los cultivos mixtos
obtenidos a partir del modelo Sf.

MI11 AR5/DU3  MI11 AR5/GRO3 JA AR5/DU3  JA ARS5/GRO3
K, -50.9E-9 -653.9E-9 -395.1E-9 -110.0E-9
A, 9.8E-9 9.8E-9 3.6E-3 559.7E-3
K> 88.9E-9 49 3E-9 348.1E-9 26.1E-9
A, 821.3E-12 3.9E-9 273.6E-9 168.9E-3
K, Constante relacionada con 1 velocidad de consumo de sustrato por el crecimiento celular de
Saccharomyces (ARS)

A, Consumo promedio de azucar por célula relacionada a ARS

K, Constante relacionada con la velocidad de consumo de sustrato por el crecimiento celular de no-
Saccharomyces (DU3 6 GRO3)

A, Consumo promedio de azticar por célula relacionada a no-Saccharomyces (DU3 6 GRO3)

7.10.4. CONCLUSION

Se lograron modelar matematicamente las cinéticas de crecimiento celular asi como las
cinéticas de consumo de aziicar.

En los cultivos mixtos existe una inhibicion por parte de alguna de las 2 levaduras
presentes, y la inhibicion depende tanto del medio de cultivo como del la cepa de levadura presente

en co-cultivo con Saccharomyces.

La no-Saccharomyces le gana en el consumo de sustrato a S. cerevisiae en cultivo mixto.
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8.

CONCLUSIONES GENERALES

Se seleccionaron 2 cepas no-Saccharomyces capaces de realizar la fermentacion
alcoholica, ademas de aumentar la concentracion de ésteres en el tequila.

Cada cepa de levadura es afectada de manera diferente por cada factor estudiado,
por lo que se hace necesaria una caracterizacion de cada cepa.

No se puede generalizar a las levaduras con el simple estudio de Saccharomyces.

La inmovilizacion no tuvo efecto positivo en la fermentacion de jugo de Agave y no
fue necesaria para el co-cultivo.

Las levaduras no-Saccharomyces estudiadas no fueron inhibidas en co-cultivo,
logrando estar presentes durante toda la fermentacion, aportando una mayor
concentracion de ésteres al tequila.

Se lograron modelar las cinéticas de crecimiento y consumo de sustrato, lo que nos
permite explicar el comportamiento de las levaduras en los diferentes medios, y se
explica el comportamiento de las levaduras en co-cultivo.

El estudio del escalamiento es una parte fundamental para lograr llevar los
resultados del laboratorio a su aplicacion industrial.

El conocimiento de las demandas nutrimentales y condiciones ambientales de cada
cepa, permite lograr llevar a término la fermentacion para obtener el producto deseado.

Las levaduras no-Saccharomyces presentaron un potencial en sus capacidades de
produccion de compuestos volatiles, en comparacion a las concentraciones que fueron
obtenidas con la cepa control S. cerevisiae. Como era de esperarse, pero ademas las
levaduras no-Saccharomyces, también mostraron ser capaces de llegar a realizar
fermentaciones en cultivo puro, exhibiendo capacidades fermentativas en produccion
de etanol, similares a las que mostro S. cerevisiae.

Los diferentes factores estudiados afectaron a las levaduras de diferentes maneras,
siendo algunos de ellos positivos y otros negativos, tanto en la capacidad para producir
etanol como en la produccion de compuestos volatiles de interés, para modificar de
manera positiva el sabor del tequila. Teniendo de manera general que las fermentacion
con aireacion y a bajas temperaturas, parecen ser una buena alternativa para llegar a
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aumentar la concentracion de esteres sin cambiar la cepa de levadura con la que se esté
trabajando en cada una de las fabricas de tequila.

Si se desea modificar todo el perfil aromatico de la bebida alcoholica, la mejor
opcion es cambiar de cepa de levadura, teniendo el conocimiento previo de que
factores tanto ambientales como nutrimentales, afectan el metabolismo de la levadura,
para poder mantener una estabilidad en el producto, independientemente de la época
del afo en la que se éste trabajando.

Una gran ventaja de trabajar con fermentaciones de tequila, es que la materia prima
al ser solo una especie de Agave, no muestra una variacion tan grande como lo es con
la industrial del vino, donde la materia prima que es la uva, es muy variable en cada
especie. Y la materia prima que se le proporciona a la levadura para realizar la
fermentacion es una pieza clave en la calidad y composicion que se tendra al final en la
bebida alcoholica, por lo que para la industrial del tequila, no parece ser un problema
tan grande. Siempre y cuando se conozcan las necesidades nutricionales de la levadura
que se utilice para su propio proceso.

El conocimiento de las capacidades fermentativas de la levadura en particular que
utilice cada fabrica, le proporciona el conocimiento para poder llegar a estabilizar el
producto final, a pesar de los cambios ambientales o nutrimentales (materia prima).
Por lo que se hace indispensable el estudio de las capacidades fermentativas de cada
cepa, con el fin de realizar una caracterizacion en cada fabrica. Lo cual les daria la
oportunidad de llegar a tener diversos productos realizados con la misma cepa de
levadura, solamente realizando cambios controlados desde el punto de vista ambiental
(temperatura, agitacion) o nutrimental (pH, relacion en la concentracion de la fuente de
carbono, concentracion de minerales), entre otros.
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9.

PERSPECTIVAS
Caracterizacion de las cepas a nivel industrial

Se pone en evidencia en este trabajo la importancia de caracterizar cada una
de las cepas de levaduras, para poder tener un buen control del proceso y llegar a
obtener producto final homogéneo.

Importancia del aislamiento de las cepas

Los estudios demuestran que en vino y las demés bebidas alcohdlicas existe
una baja diversidad de no-Saccharomyces de manera natural en fermentaciones con
Saccharomyces. Siendo de crucial importancia la metodologia a seguir para poder
obtener un resultado representativo de la microflora presente. Lo que ayuda a
garantizar la recuperacion de cepas buenas para aplicarlas a otros procesos
biotecnologicos.

Estudio de los factores nutrimentales y ambientales en base al proceso

Conociendo el comportamiento de las levaduras y como le afecta cada uno
de los factores nutrimetales y ambientales es posible llegara a realizar diversos
productos, solamente con el hecho de cambiar las condiciones de fermentacion.

Si bien, esto se puede hacer con Saccharomyces pura, para poder elevar la
concentracion de aromas es necesario cambiar por una no-Saccharomyces 'y
conociendo las caracteristicas de la cepa, se pude fermentar sin necesidad de la
presencia de Saccharomyces.

Me¢étodos de conservacion para garantizar las cepas

Una vez caracterizadas las cepas, hay que garantizar su permanencia y
estabilidad, por lo que se deben de seleccionar metodologias de conservacion que
permitan tener la cepa sin cambios genéticos y fisiologicos para estar realizando el
mismo proceso siempre.

Estudio molecular de los genes para comprender el metabolismo
La relacion de la expresion génica con la fisioloégica es necesaria para
comprender el proceso metabolico de la levadura y de esta manera poder controlar

de una mejor manera a la levadura, o bien, poder favorecer la condiciones
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nutrimentales y ambientales para que fisioldgicamente se encuentre bien y produzca
lo que nosotros deseamos.

Trabajar con el escalamiento

El comportamiento que tienen las levaduras a nivel matraz y nivel
biorreactor, fueron diferentes poniendo en evidencia la necesidad de trabajar con el
escalamiento a nivel piloto, y poder llevarlo a nivel industrial de manera adecuada.
El conocimiento de las necesidades nutrimentales y ambientales, permitio el éxito
de su aplicacion a nivel industrial.

Control del proceso en base al modelo matematico
La modelizacion de los procesos es solamente el inicio para comprender

como es que se comportan las levaduras, explicado matematicamente, para en un
futuro poder llegar a tener un mejor control con sistemas automatizados.
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