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RESUMEN 

 

La utilización de sustratos constituidos por mezclas de fructosa, sacarosa y 

glucosa en fermentaciones con Saccharomyces cerevisiae conduce a que estas 

sean lentas o incompletas debido a la utilización preferencial de la glucosa y a la 

represión catabólica de otros azúcares. Esto plantea la necesidad de contar con 

cepas eficientes para la fermentación de mezclas con fructosa y sacarosa. 

 

Un estudio reciente sugiere que la presencia de diez mutaciones en el gen que 

codifica para el transportador de hexosas Hxt3 mejora la velocidad de consumo 

de fructosa (Guillaume et al. 2007). Por otro parte, se ha reportado que el 

transporte facilitado de sacarosa, seguido por la hidrólisis intracelular del 

disacárido, mejora la velocidad de consumo de este azúcar (Stambuk et al., 

2000). 

 

Con el propósito de seleccionar cepas eficientes para la fermentación de fructosa 

en mostos con mezclas de azúcares, se evaluaron cinco cepas de S. cerevisiae 

aisladas de fermentaciones de tequila (T3 y T4), mezcal (M1 y M2) y caña de 

azúcar (TC) en la fermentación de medios de cultivo con fructosa o sacarosa 

como fuente de carbono. Se evaluó la velocidad específica de crecimiento, la 

velocidad de consumo de la fuente de carbono, los rendimientos en la producción 

de biomasa y etanol, la productividad de etanol y la actividad enzimática de la 

invertasa intracelular y extracelular. La caracterización fisiológica de las cepas 

permitió la selección de la cepa M2 como la más eficiente para la utilización de 

fructosa, la cepa T3 con los mejores rendimientos en la producción de etanol en 

medios con fructosa y la cepa TC como la más eficiente para la fermentación de 

sacarosa. 

 

Posteriormente, las cepas seleccionadas (M2, TC y T3) fueron evaluadas en 

medios con mezclas de azúcares (fructosa: sacarosa 51:49) o mosto de agave y 

sacarosa (51:49), tanto de manera individual como en asociación. De esta 

manera se integraron tres cultivos mixtos: M2+T3, M2+TC y T3+TC.  
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De la caracterización fisiológica de las cepas y cultivos mixtos en el medio con 

mezcla de azúcares se encontró que las cepas seleccionadas por su eficiencia 

para la utilización de fructosa o sacarosa (cepas M2 y TC) no presentaron tal 

comportamiento en el medio con mezcla de azúcares y su asociación sólo fue 

eficiente para la utilización de sacarosa. Los mejores rendimientos de etanol y 

bajos rendimientos de biomasa se obtuvieron con la cepa T3.  

 

En las fermentaciones con mosto de agave y sacarosa la velocidad específica de 

crecimiento y los rendimientos de etanol se vieron afectados negativamente para 

las cepas y los cultivos mixtos. No obstante, el efecto fue más drástico para las 

cepas puras que para los cultivos mixtos. 

 

La evaluación de la actividad enzimática de la invertasa intracelular y extracelular 

de las cepas y los cultivos mixtos permitió determinar que no existe una relación 

entre los niveles de actividad enzimática y la velocidad de utilización de la 

sacarosa. 

 

De la secuenciación del gen hxt3 de las diferentes cepas se encontró que aunque 

existen mutaciones, estas no coinciden con las reportadas para el gen hxt3 de la 

cepa que presentaba una utilización preferencial de fructosa. 

 

 



INTRODUCCIÓN 

! 3!

1. INTRODUCCIÓN 

En México existe una variedad de bebidas destiladas de agave como el 

bacanora, el sotol, el tequila, el mezcal.  Entre estas bebidas destaca el tequila,  

a la cual se le ha otorgado el reconocimiento de “Denominación de Origen”, lo 

que la posiciona en un estatus como al del cogñac y la champaña, bebidas que 

reciben su nombre de la región donde se producen. 

El tequila es una bebida alcohólica resultante del proceso de fermentación y 

destilación de extractos del tallo de Agave tequilana Weber variedad azul, 

comúnmente llamada agave azul. De acuerdo con la Norma Oficial Mexicana 

NOM-006-SCFI-1994, hay dos categorías básicas de tequila: uno llamado 

Tequila 100% agave, elaborado exclusivamente de mostos de agave azul y otro 

simplemente denominado Tequila. Este último resulta del uso de 51% de mostos 

de agave azul y 49% de otro tipo de azúcares. En ambos tipos de tequila el 

principal azúcar fermentable es la fructosa, por lo que la adición de otros 

azúcares da por resultado mezclas de fructosa, sacarosa y glucosa. Este tipo de 

mezclas de azúcares repercute principalmente en la fermentación, la cual es una 

de las etapas más importantes del proceso de elaboración del tequila. 

La especie de levadura predominante durante las fermentaciones alcohólicas es 

Saccharomyces cerevisiae, que es capaz de crecer en diversas fuentes de 

carbono, pero utiliza preferentemente a la glucosa y muestra la mayor velocidad 

de crecimiento en este sustrato. El uso de mezclas de azúcares (mezclas de 

glucosa y fructosa, mezclas de sacarosa, glucosa y fructosa) en las que 

predomina la fructosa, obliga a las levaduras a utilizar este azúcar menos 

preferido, lo que resulta en fermentaciones lentas o incompletas. 

En el proceso industrial de elaboración del tequila se ha observado que el uso 

de una mezcla de mostos de agave y sacarosa como sustrato de fermentación 

conduce a fermentaciones más prolongadas que aquellas en las cuales el 

sustrato está constituido exclusivamente por mostos de agave. Este tipo de 

problemas podrían superarse si se realizara una selección de cepas de S. 

cerevisiae con características favorables para la fermentación de mezclas de 
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azúcares en las que la glucosa no es el azúcar predominante. Cepas con tales 

características podrían aislarse a partir de mostos de agave, que se caracterizan 

por presentar como azúcar principal a la fructosa, lo que podría permitir a las 

cepas fermentar con mayor eficiencia mezclas de azúcares con fructosa como 

azúcar principal, evitando así fermentaciones largas. 

 

 

!
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2. ANTECEDENTES 

2.1. Agave tequilana Weber y el tequila 

El tequila es una bebida destilada alcohólica que se elabora a partir del agave. Los 

agaves se encuentran desde el sur de Canadá hasta la parte norte de Sudamérica; 

sin embargo, México y en particular, el Estado de Jalisco, posee la mayor 

biodiversidad (75% de las variedades de agave) (Romero, 2007). 

Distintos agaves se utilizan para producir bebidas alcohólicas, pero la producción 

de tequila está restringida por las normas al uso de la variedad Agave tequilana 

Weber de áreas geográficas bien definidas (Jalisco, y algunos municipios de 

Michoacán, Nayarit, Guanajuato y Tamaulipas) (Romero, 2007).  

A. tequilana Weber es la única especie empleada para la elaboración de tequila 

debido a su elevado contenido de inulina. El tallo de esta planta es rico en 

fructanos, polímeros u oligómeros compuestos principalmente por unidades de 

fructosa enlazadas a moléculas de sacarosa, las cuales son fácilmente 

hidrolizadas por tratamiento térmico (Waleckx et al, 2008). 

2.2. Proceso de elaboración del tequila 

El proceso de elaboración del tequila comprende seis etapas básicas: jima de la 

planta de agave, cocción de los tallos de agave, molienda de los tallos de agave, 

fermentación de los mostos, destilación de los mostos fermentados y una etapa 

opcional: la maduración.  

2.2.1 Jima de la planta de agave 

Cuando los agaves alcanzan la madurez fisiológica (después de 6 a 7 años de 

vida) se procede a la jima, una técnica que consiste en cortar las hojas de la planta 

al ras de la base para dejar al descubierto el tallo de la planta.  

2.2.2. Cocción de los tallos de agave 

Los tallos obtenidos se someten a un proceso de cocción para hidrolizar los 

fructanos y liberar principalmente fructosa como azúcar fermentable. Este proceso 

puede realizarse en hornos de mampostería o en autoclave; la diferencia radica en 
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que en los primeros, se emplean hasta 36 horas de cocimiento mientras que el uso 

de autoclaves reduce el tiempo de cocción a  8 horas. 

2.2.3 Molienda de los tallos de agave 

Una vez que los tallos han sido cocidos, se procede a la molienda en molinos 

mecánicos, seguida de la extracción del jugo y recuperación de sus mieles (mosto 

fresco) con la consecuente eliminación de las fibras. Como resultado de este 

proceso se obtiene un mosto con aproximadamente 12% de azúcares. 

2.2.4 Fermentación de los mostos  

Para la fermentación el mosto fresco recolectado puede mezclarse con agua y 

otros nutrientes. Durante la fermentación participan levaduras (tanto no-

Saccharomyces como Saccharomyces) y bacterias lácticas (Lappe et al., 2008). En 

esta etapa los azúcares del mosto son transformados en CO2, etanol y otros 

compuestos congenéricos como alcoholes, ácidos orgánicos, ésteres, entre otros. 

El tiempo de la fermentación varía con la temperatura ambiental y ésta a su vez 

cambia en cada época del año. Durante las bajas temperaturas de invierno la 

fermentación puede prolongarse más de 24 horas. 

2.2.5 Destilación de los mostos fermentados 

El producto de la fermentación se somete a dos destilaciones sucesivas. En la 

primera se obtienen tres fracciones: cabeza, corazón y cola. La primera contiene 

alcoholes tóxicos, en tanto que la última contiene agua y un poco de alcohol. Lo 

más importante de este proceso es obtener la segunda fracción (el corazón, cuya 

graduación alcohólica es de 30° en promedio).  

La fracción obtenida de la primera destilación se somete a una segunda destilación 

denominada “rectificación” que produce tres nuevas fracciones. La primera fracción 

tiene 55° de alcohol, por lo que debe agregársele agua desmineralizada para 

reducir su poder alcohólico y situarlo entre los 35° y los 46° por volumen, 

obteniéndose de esta manera el tequila blanco. 
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2.2.6. Maduración del tequila destilado 

Para modificar las características sensoriales del tequila blanco, puede someterse 

a un proceso de maduración en barriles de roble. Cuando la barrica se fabrica se le 

da un tostado, que puede ser ligero, medio o fuerte. El roble posee un compuesto 

llamado vainillina, que se libera en proporción con el tostado y permite que el 

tequila tome color al estar en contacto con la barrica por lixiviación. 

El tiempo de reposo de un tequila se define en función del perfil que se le dará: 

tequila reposado (al menos 2 meses de maduración), añejo (al menos 1 año) y 

extra añejo (al menos 3 años).  

 

2.3. Tipos de tequila 

De acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-006-SCFI-1994 el tequila puede 

clasificarse en dos categorías y cuatro clases.  

La clasificación por clases se basa principalmente en si el tequila fue o no 

sometido a un proceso de maduración y el tiempo que permaneció en reposo. Bajo 

estos criterios es posible distinguir cuatro clases: blanco, joven, reposado y añejo. 

Como ya había sido mencionado, el tequila blanco no se somete a maduración en 

barricas, en tanto que el reposado y el añejo son sometidos a tiempos de reposo 

de al menos 2 meses y 1 año, respectivamente. Para el caso del tequila joven, se 

trata de una clase de tequila blanco adicionado con color caramelo, extracto de 

roble, glicerina o jarabe a base de azúcar para suavizar su sabor. 

La clasificación por categoría se basa en el tipo de azúcares utilizados en la 

elaboración de la bebida. De esta manera, es posible distinguir dos categorías: 

1. Tequila 100% agave. Contiene únicamente azúcares provenientes del 

agave. 

2. Tequila. Contiene 51% de azúcares provenientes del agave y 49% 

provenientes de otros azúcares (piloncillo, mascabado, etc). 
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Las diferencias en la composición del sustrato a partir del cual se elaboran las dos 

categorías de tequila provocan que el desarrollo de la fermentación por levaduras 

para su elaboración también difiera. 

2.4. Fermentación alcohólica y el uso de Saccharomyces cerevisiae 

Durante la fermentación de mostos para la producción de tequila está presente una 

microbiota integrada por bacterias lácticas y levaduras, las cuales se encuentran 

en poblaciones mixtas o sustituyendo unas a otras (Lappe et al., 2008). Sin 

embargo, S. cerevisiae es la levadura predominante durante las fermentaciones 

alcohólicas y la responsable de producir etanol y de aportar la mayoría de las 

características sensoriales al producto terminado (Fleet, 1990). Es por ello que la 

utilización de cepas de S. cerevisiae como iniciadores para la inoculación de 

mostos en la fermentación alcohólica, es una práctica muy común en la industria 

tequilera y en distintos procesos industriales (Casas, 2006). 

En muchos de los procesos comerciales de producción de bebidas alcohólicas, el 

medio de fermentación es una mezcla compleja de diferentes azúcares. En el caso 

del tequila, de acuerdo con un estudio realizado por Waleckx y colaboradores 

(2008), en el cual se caracterizó la eficiencia de hidrólisis de los fructanos de los 

mostos de agave azul durante el cocimiento, se encontró que la fructosa 

representa más del 80% del total de carbohidratos. Esto significa que el principal 

azúcar presente durante la fermentación de los mostos de agave en la producción 

de “Tequila 100%” es la fructosa. La adición de otros azúcares al mosto de agave 

para producir “Tequila” da por resultado mezclas de azúcares que contienen 

principalmente fructosa, sacarosa y glucosa.  

Las fuentes de carbono preferidas por la mayoría de las especies de levadura son 

las hexosas: glucosa, fructosa y manosa. S. cerevisiae puede crecer en diversas 

fuentes de carbono, pero se adapta mejor a la utilización de glucosa y muestra la 

mayor velocidad de crecimiento con este sustrato. En un contexto industrial la 

utilización de mezclas de azúcares puede desencadenar varios efectos negativos 

para las levaduras y afectar a su vez al producto final. 
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2.4.1. Efectos del uso de mezclas de azúcares 

La presencia de glucosa y sacarosa en una mezcla de azúcares da como resultado 

la activación de dos rutas de señalización:  

• Represión catabólica por glucosa. Esta ruta inactiva diversos genes 

involucrados en la toma y metabolismo de carbohidratos menos preferidos, 

así como genes involucrados en la gluconeogénesis y la respiración 

(Verstrepen et al., 2004).  

• Ruta Ras/AMPc/PKA. Controla la expresión de varios genes involucrados en 

el metabolismo, proliferación y resistencia a estrés en respuesta a la 

glucosa. Entre estos genes se encuentran los que codifican para proteínas 

del choque térmico, como HSP12 y HSP104. Además, una alta actividad de 

la proteína cinasa A (PKA) causa la represión de TPS1 y TPS2, genes que 

codifican para la síntesis de trehalosa, la cual tiene un papel importante en 

la resistencia al estrés celular, pues protege a la membrana contra la 

desecación y la desnaturalización proteica (Verstrepen et al., 2004). 

De manera general la activación de estas dos rutas tiene tres consecuencias 

principales sobre las levaduras: 

1. Represión de la respiración 

2. Disminución en el consumo de otros carbohidratos (fructosa, manosa, etc) 

3. Pérdida de resistencia celular al estrés 

De entre estos tres efectos, la represión de la respiración no es considerada un 

efecto negativo para la elaboración de bebidas alcohólicas, pues la fermentación 

permite la producción de etanol. Sin embargo, la disminución en el consumo de 

otros carbohidratos y la pérdida de resistencia al estrés sí representan efectos 

negativos para la producción de bebidas alcohólicas.  

La reducción en el consumo de otros azúcares, debida a la inactivación de  

diversos genes involucrados en la toma y el metabolismo de carbohidratos menos 

preferidos, afecta negativamente la velocidad de fermentación. Por otra parte, 

durante los procesos industriales, las levaduras enfrentan diversas condiciones 
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severas de estrés, como cambios marcados en los niveles de O2, temperatura, 

osmolaridad, pH, altas concentraciones de etanol y una deficiencia de nutrientes. 

La incapacidad de las levaduras de responder a condiciones desfavorables 

conduce a fermentaciones lentas y autólisis celular;  esto último promueve el 

desarrollo de sabores desagradables en bebidas como el vino (Belinchón et al. 

2007; Guillaume et al., 2007; Verstrepen et al., 2004)  

El uso de otros azúcares como la fructosa o maltosa activa en menor medida que 

la glucosa y la sacarosa, las dos rutas que producen los efectos mencionados.  

Todos estos azúcares (glucosa, fructosa, maltosa y sacarosa) son metabolizados a 

través de la misma ruta bioquímica: la glucólisis. Sin embargo, existen diferencias 

en cuanto a su transporte a través de la membrana y la acción enzimática a la que 

son sometidos (hidrólisis de los disacáridos, fosforilación de los monosacáridos) 

antes de que continuen una vía común, que permitirían explicar el comportamiento 

de la fermentación por las levaduras, de acuerdo con el sustrato utilizado. Para el 

caso del tequila resulta importante centrar nuestra atención en el metabolismo de 

la fructosa, sacarosa y glucosa.  

2.5. Metabolismo de carbohidratos 

2.5.1. Utilización de la sacarosa 

La sacarosa es un disacárido que puede ser utilizado como fuente de carbono  por 

S. cerevisiae. Se sabe que existen dos mecanismos por los cuales esta levadura 

puede utilizar la sacarosa: 

1. Hidrólisis de la molécula a fructosa y glucosa mediante una invertasa 

extracelular, seguida del transporte de los monosacáridos a través de los 

acarreadores de hexosas. 

2. Transporte de la sacarosa a través de la membrana celular y posterior hidrólisis 

mediante una invertasa intracelular. 

2.5.1.1. Hidrólisis de la sacarosa 

La invertasa cataliza la hidrólisis de la sacarosa en fructosa y glucosa. Se conocen 

seis genes en el genoma de  S. cerevisiae que codifican para la invertasa: SUC1 a 
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SUC-5 y SUC-7. Cada gen codifica para una forma intracelular y una extracelular 

de la enzima. Una cepa específica puede tener uno o varios genes SUC 

funcionales. Aunque las propiedades catalíticas de las enzimas codificadas por los 

diferentes genes son muy similares difieren en el nivel de expresión, dependiendo 

del hábitat de la cepa y de su genotipo (Del Castillo et al. 1992). Los genes SUC 

generan dos mRNAs diferentes: un transcrito más largo que codifica una invertasa 

con una señal requerida para su excreción fuera de la célula, y un transcrito más 

corto que carece de dicha señal y por tanto codifica para una invertasa intracelular 

(Carlson et al., 1982). 

El gen SUC2 ha sido el más estudiado: se sabe que su expresión está regulada 

por mecanismos mediados por glucosa, la cual modifica la capacidad de diversas 

proteínas reguladoras de enlazarse a la región del promotor de SUC2. En 

presencia de grandes cantidades de glucosa en el medio un complejo integrado 

por Mig1, Ssn6, Tup1 y nucleosomas, se posiciona en la región del promotor de 

SUC2, reprimiendo su transcripción, en tanto que en presencia de una baja 

concentración de glucosa y fuentes de carbono no fermentables, el complejo se 

disocia del promotor (Tûrkel, 2004).  

En un estudio realizado por Belinchón y colaboradores (2007) se evaluó el efecto 

de la eliminación de las proteínas sensoras de glucosa (Snf3, Rgt2 y Gpr1) sobre 

la inducción de SUC2 por glucosa. Se encontró que las proteínas sensoras son 

necesarias para una completa inducción de SUC2 a bajas concentraciones de 

glucosa (0.05%), ya que la unión de la glucosa a las proteínas sensoras activa una 

ruta de señalización que conduce a la separación del represor Rgt1 del promotor 

de SUC2.  

2.5.1.2 Transporte de  la sacarosa 

En un estudio realizado por Stambuk y colaboradores (1999), se encontró 

evidencia de la existencia de dos sistemas de transporte para la sacarosa, con 

diferente cinética. Uno de alta afinidad (Km= 7 mM) y otro de baja afinidad 

(Km=100 mM). El gen AGT1 codifica para el transportador de alta afinidad, en 

tanto que la maltosa permeasa corresponde al de baja afinidad. Ambas permeasas 

se caracterizan por realizar un transporte activo, en simporte con un protón.  
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La maltosa permeasa es un acarreador común para la maltosa y la sacarosa. De 

acuerdo con un estudio en el que se determinó la cinética de utilización de mezclas 

de sacarosa y maltosa, se detectó una inhibición competitiva en la toma de maltosa 

por la presencia de sacarosa (Mwesigye et al., 1996). 

La permeasa codificada por el gen AGT1 transporta activamente maltosa, 

sacarosa y otros !-glucósidos. Su expresión se induce por maltosa a través de 

genes reguladores de MAL, y permite incrementar la velocidad específica de 

crecimiento de cepas que crecen en sacarosa (Stambuk et al. 2000). 

2.5.2. Utilización de fructosa y glucosa 

La ruta bioquímica fundamental de la fermentación de las hexosas es la glucólisis. 

El primer paso para la utilización de la fructosa y la glucosa es su transporte a 

través de la membrana. Una vez internalizadas, las hexosas son fosforiladas. 

Posteriormente se cataliza la isomerización de la glucosa 6-fosfato a fructosa 6-

fosfato por la fosfohexosaisomerasa, y a partir de este punto el metabolismo de la 

glucosa y la fructosa es el mismo (Figura 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Toma extracelular y fosforilación de glucosa y fructosa por S. cerevisiae para su posterior 
incorporación a la vía glucolítica 
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De esta manera, sólo hay dos pasos en la ruta de fermentación en los cuales 

pueden existir diferencias que permitan explicar el consumo preferencial de 

glucosa sobre el de la fructosa: el transporte a través de la membrana y la 

fosforilación.  

2.5.2.1. Transporte de hexosas a través de la membrana 

El primer paso obligatorio para la utilización de las hexosas es el transporte a 

través de la membrana plasmática. En las levaduras, la toma de hexosas está 

mediada por una gran familia de proteínas transportadoras. En S. cerevisiae se 

han identificado los genes de 20 diferentes transportadores de hexosas. Seis de 

estas proteínas transmembranales median la toma de glucosa, fructosa y manosa 

para el crecimiento (Hxt1, Hxt2, Hxt3, Hxt4, Hxt6 y Hxt7). Otros dos catalizan 

únicamente el transporte de pequeñas cantidades de estos azúcares (Hxt8 y 

Hxt10), una proteína es transportadora de galactosa pero también es capaz de 

transportar glucosa (Gal2), dos transportadores están involucrados en el proceso 

de resistencia a fármacos (Hxt9 y Hxt11) y la función del resto de los 

transportadores aún no se conoce (Boles & Hollenberg, 1997).  

Existe poca información acerca de la estructura tridimensional de los 

transportadores de hexosas no obstante, con base a sus secuencias de 

aminoácidos es probable que presenten de 11 a 12 cruces transmembranales 

(Kruckeberg, 1996). 

El análisis del efecto de la inactivación de los genes HXT1-7 ha mostrado que los 

acarreadores de glucosa Hxt1-7 son los principales involucrados en la toma de 

hexosas, ya que su ausencia impide a las cepas transportarlas. 

Los transportadores de hexosas exhiben afinidades diferentes por sus sustratos. 

Hxt1 y Hxt3 son transportadores de baja afinidad (Km para glucosa de 50 a 100 

mM). Hxt1 se inducen a altas concentraciones de glucosa y la inducción de Hxt3 es 

independiente de la concentración de glucosa. Hxt4 y Hxt5 son transportadores de 

afinidad moderada en tanto que Hxt2, Hxt6 y Hxt7 son transportadores de alta 

afinidad (Km por glucosa de 1 a 4 mM) (Boles & Hollenberg, 1997).  
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La expresión de los genes que codifican para estos transportadores está 

controlada por las proteínas sensoras de glucosa (Snf3 y Rgt2), las cuales 

detectan la disponibilidad de las fuentes de carbono. De esta manera, la expresión 

de los distintos acarreadores está modulada por la concentración externa de 

glucosa, y por tanto se ve modificada en el transcurso de la fermentación (Rolland 

et al., 2002).  

En un estudio reciente se analizó el patrón de expresión de los transportadores 

Hxt1-7 durante la fermentación alcohólica del vino, y se encontró que Hxt2 tiene 

una función importante durante la fase de retardo (lag), Hxt1 sólo se expresa al 

inicio de la fermentación, Hxt3 se expresa al inicio de la fermentación, su expresión 

se maximiza al inicio de la fase estacionaria y disminuye lentamente durante el 

transcurso de esta fase. Por otra parte, los acarreadores de alta afinidad Hxt6 y 

Hxt7 se inducen al inicio de la fase estacionaria y mantienen su actividad durante 

ella (Pérez et al. 2005).   

Recientemente se aisló un alelo hxt3 con diez mutaciones a partir de una cepa de 

levadura comercial con alta capacidad de utilización de fructosa. Este alelo mejoró 

significativamente la utilización de fructosa en una cepa que no expresaba ninguno 

de los genes que codifican para los transportadores de hexosas (Hxt1-Hxt7). Se 

detectaron características cinéticas similares en el transporte de glucosa y fructosa 

del transportador mutado con respecto al trasportador de una cepa silvestre pero 

su sobreexpresión produjo un mejor consumo de fructosa y disminuyó el tiempo de 

la fermentación (Guillaume et al. 2007). 

2.5.2.2. Fosforilación de hexosas 

Una vez que los azúcares son importados dentro de la célula, éstos son 

fosforilados por una de las tres hexocinasas Hxk1 (hexocinasa 1), Hxk2 

(hexocinasa 2) y Glk1 (glucocinasa 1), las cuales difieren en su afinidad por la 

glucosa y la fructosa. 

La glucocinasa Glk1 sólo fosforila glucosa en tanto que las hexocinasas Hxk1 y 

Hxk2 fosforilan tanto a la glucosa como a la fructosa, pero tienen mayor afinidad 

por glucosa que por fructosa. Hxk1 muestra mayor afinidad por glucosa que la 
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enzima Hxk2. Por otra parte, Hxk1 tiene una Vmax tres veces mayor con fructosa 

que con glucosa y Hxk2 tiene una Vmax ligeramente mayor con glucosa que con 

fructosa. Sin embargo, las concentraciones celulares de estos dos azúcares suelen 

ser menores a los valores de Km, por lo que no se alcanza la Vmax, lo cual 

concuerda con una detección de mayor velocidad en el consumo de glucosa sobre 

fructosa a pesar de que la  Vmax con fructosa de la Hxk1 es superior (Reifenberger 

et al., 1997). 

En un estudio reciente se determinó la actividad total de fosforilación de las 

hexocinasas y los parámetros cinéticos en extractos celulares de cepas de S. 

cerevisiae cultivadas en glucosa, fructosa y una mezcla de ambas. Estas cepas se 

modificaron para expresar únicamente una hexocinasa (Hxk1 ó Hxk2). Se encontró 

que sólo la sobreexpresión de HXK1 aumentaba el consumo de fructosa más que 

el de glucosa pero que la actividad total de fosforilación de la hexocinasa no está 

relacionada con la diferencia en la velocidad de consumo de glucosa y fructosa 

(Berthless et al., 2008). 

2.6. Selección de cepas eficientes e integración de cultivos mixtos para la 

elaboración de Tequila 

El sustrato empleado en la elaboración de “Tequila” comprende el uso de mostos 

de agave y sacarosa. Como ya se mencionó, la sacarosa puede ser hidrolizada a 

fructosa y glucosa por una invertasa extracelular o bien ser transportada intacta 

mediante la maltosa permeasa o la permeasa codificada por AGT1 y 

posteriormente ser hidrolizada. En ambos casos el azúcar predominante es la 

fructosa (un azúcar menos preferido por S. cerevisiae), pero en el caso de la 

hidrólisis extracelular de sacarosa se libera glucosa, capaz de activar la ruta de 

represión catabólica y la ruta Ras/AMPc/PKA y desencadenar efectos negativos 

durante la fermentación.  

Dado que los problemas observados durante la producción de “Tequila” son 

atribuídos a la presencia de mezclas de azúcares, es posible que el uso de cepas 

eficientes para la fermentación de fructosa y sacarosa evite tales problemas. Por 

otro parte, la utilización de cultivos mixtos para la fermentación de sustratos con 

mezclas de azúcares, ha mostrado tener un alto potencial biotecnológico en 
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procesos como la producción de alimentos fermentados, bebidas alcohólicas, 

bioetanol y en la biorremediación (Reeves et al., 2003). En este contexto, el uso de 

cultivos mixtos ha partido de la selección de cepas con determinadas 

características, que al ser utilizadas en asociación permiten mejorar la producción 

de algún metabolito de interés o bien hacer más eficiente el consumo de los 

azúcares presentes en el sustrato. Tal es el caso de la producción de bioetanol a 

partir de residuos lignocelulósicos, en los cuales hay mezclas de hexosas y 

pentosas. En este tipo de procesos, se ha evaluado la utilización de cultivos mixtos 

integrados por cepas eficientes para la fermentación de cada tipo de azúcar (S. 

cerevisiae para el consumo de hexosas y Pichia stipitis para el consumo de 

pentosas), promoviendo así el consumo simultáneo y la conversión total de los 

azúcares en etanol (Grootjen et al., 1990).  

De manera similar, en diversos estudios se ha evaluado la utilización de cultivos 

mixtos para mejorar la calidad de los vinos. Por ejemplo, para modular el perfil 

aromático a través de la producción de ésteres se han evaluado cultivos mixtos de 

Hanseniaspora osmophila y S. cerevisiae, lo que ha permitido obtener vinos con un 

fuerte aroma frutal (Viana et al., 2009). La integración de cultivos mixtos con 

Candida stellata y S. cerevisiae ha mejorado la producción de glicerol en vinos  

(Soden et al., 2000), en tanto que los cultivos mixtos de Debaryomyces vanriji han 

permitido incrementar la producción de geraniol (Garcia et al., 2002).  

De esta manera, la integración de cultivos mixtos con cepas de S. cerevisiae 

eficientes para el consumo de fructosa o sacarosa, podría ser una alternativa 

interesante respecto al uso individual de cepas durante las fermentaciones para la 

producción de “Tequila”. En este contexto, sería de gran utilidad contar con 

criterios que permitieran realizar la selección de cepas eficientes para la 

fermentación de fructosa o sacarosa. 

Para el caso de la utilización de fructosa, las bases moleculares que determinan la 

utilización preferencial de la glucosa sobre la fructosa no han sido elucidadas 

completamente. No obstante, el transporte de hexosas es uno de los pasos 

determinantes y un estudio reciente sugiere que la presencia de diez mutaciones 

en el alelo hxt3 mejora la utilización de fructosa en cepas que expresan este alelo 
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(Guillaume et al., 2007). En cuanto a la utilización de sacarosa, está reportado que 

su transporte activo seguido por su hidrólisis intracelular por la invertasa mejoró la 

velocidad específica de crecimiento de cepas cultivadas en medios con sacarosa 

(Stambuk et al., 2000). 

Partiendo de estos antecedentes, es posible que las mutaciones en el alelo hxt3 

puedan utilizarse como un criterio de selección de cepas con utilización 

preferencial de la fructosa. En tanto que los niveles de actividad enzimática de la 

invertasa intracelular podrían emplearse como criterio de selección de cepas 

eficientes para la fermentación de sacarosa.  
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3. JUSTIFICACIÓN 

La especie de levadura predominante durante las fermentaciones alcohólicas 

para la producción de diversas bebidas es S. cerevisiae. Esta levadura es la 

responsable de producir etanol y de aportar la mayoría de las características 

sensoriales al producto terminado (Fleet, 1990). 

En muchos procesos comerciales, el medio de fermentación es una mezcla 

compleja de diferentes azúcares fermentables como: glucosa, fructosa, 

sacarosa, maltosa y maltotriosa (Verstrepen, 2004). Bajo estas condiciones las 

fermentaciones son lentas o incompletas. 

Diversos estudios relacionados con procesos de fermentación con mezclas de 

azúcares (fructosa-xilosa, glucosa-fructosa, entre otros), demuestran la utilidad 

de emplear cultivos mixtos para mejorar la velocidad de consumo de los 

azúcares o bien incrementar la producción de determinado metabolito, lo cual 

está en función de las características de las cepas que constituyen el cultivo 

mixto (Harrison & Wren, 1976; Grootjen et al., 1990; Ingram et al., 1999; Reeves 

et al., 2003). No obstante, no existen estudios sobre el comportamiento de 

cultivos mixtos eficientes para la fermentación de mostos con mezclas de 

fructosa-sacarosa, que posiblemente evitarían fermentaciones prolongadas.   

La integración de un cultivo mixto eficiente para la fermentación de fructosa y 

sacarosa plantea a su vez la necesidad de contar con cepas eficientes para el 

consumo de cada azúcar. Para ello sería de gran utilidad tener criterios de 

selección de cepas eficientes para la fermentación de fructosa o sacarosa. Dado 

que en un estudio se sugiere que la presencia de diez mutaciones en el gen del 

transportador de hexosas Hxt3 mejora la capacidad de utilización de fructosa es 

posible que tales mutaciones puedan servir como criterio de selección de cepas 

eficientes para la fermentación de fructosa. Por otra parte, ha sido reportado que 

el transporte activo de sacarosa seguido por la hidrólisis intracelular del 

disacárido mejora la velocidad de utilización de este azúcar, no obstante no 

existe información relacionada con la niveles de actividad de las invertasas. 
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En este trabajo se plantea caracterizar las propiedades de fermentación de 

fructosa y sacarosa (velocidad de crecimiento, consumo del sustrato y 

rendimientos de etanol y biomasa) de diferentes cepas de S. cerevisiae aisladas 

a partir de mostos de agave y caña de azúcar, lo que nos permitirá seleccionar a 

la cepa más eficiente para cada medio de fermentación. Posteriormente, se 

evaluará la capacidad fermentativa de las cepas más eficientes tanto de manera 

individual como asociadas (cultivos mixtos) en medios con mezclas de fructosa-

sacarosa o mosto de agave-sacarosa. Finalmente determinaremos si la 

capacidad mejorada de utilización de fructosa se debe a la presencia de 

mutaciones en el gen que codifica para el transportador de hexosas Hxt3 y si la 

capacidad de utilización de sacarosa depende de la actividad enzimática de las 

invertasas.  

De encontrar una relación entre la capacidad de utilización de fructosa y 

sacarosa con la presencia de determinadas mutaciones en el gen hxt3 o con los 

niveles de actividad enzimática de las invertasas posibilitaría su posterior uso 

como criterios de selección en la búsqueda de cepas eficientes para la 

fermentación de fructosa en mostos con mezclas de azúcares. 

 

 

 

!
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4. HIPÓTESIS 

El uso de cultivos mixtos integrados por cepas eficientes para el consumo de 

fructosa o sacarosa en la fermentación de mostos con mezclas de fructosa-

sacarosa permitirá un consumo más eficiente de los azúcares que si se 

emplean cepas de manera individual. 

5. OBJETIVOS 

5.1. Objetivo general 

• Seleccionar cepas de S. cerevisiae eficientes para la fermentación de 

mezclas de fructosa-sacarosa. 

5.2. Objetivos particulares 

• Evaluar las características de fermentación (velocidad de crecimiento, 

consumo de azúcares y rendimientos de etanol y biomasa) de diferentes 

cepas de S. cerevisiae, aisladas a partir de mostos industriales de agave y 

caña de azúcar, en medios con fructosa y sacarosa.  

• Seleccionar la cepa de S. cerevisiae con la mejor velocidad de consumo de 

fructosa y la mayor producción de etanol. 

• Seleccionar la cepa de S. cerevisiae que presente la mejor capacidad de 

utilización de sacarosa y altos rendimientos de etanol. 

• Evaluar la capacidad fermentativa (velocidad de crecimiento, consumo de 

azúcares y rendimientos de etanol y biomasa) de las cepas seleccionadas a 

partir de los medios con fructosa o sacarosa, de forma individual y asociadas 

en cultivos mixtos, en medios con mezclas de fructosa-sacarosa o mosto de 

agave y sacarosa. 

• Evaluar la actividad enzimática de la invertasa extracelular e intracelular de 

las diferentes cepas y cultivos mixtos de S. cerevisiae. 

• Determinar si existen diferencias en el gen hxt3 de las distintas cepas de S. 

cerevisiae. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Diagrama general de la metodología empleada para la selección de cepas con alta 

capacidad de fermentación de mezclas de fructosa y sacarosa 

Preparación de inóculo en medio YPD 
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6.1. Material biológico 

Se emplearon 4 cepas de S. cerevisiae aisladas a partir de mostos de agave 

(Andrade, 2006; Rivera, 2007) para la producción de mezcal (Cepa M1 y M2) y 

tequila (Cepa T3 y T4), así como 1 cepa aislada de fermentaciones de caña de 

azúcar (Cepa TC). La caracterización de las cepas fue realizada por amplificación del 

dominio D1-D2 del gen 26S del ARNr. La tipificación de las cepas se realizó 

mediante la comparación del cariotipo con la técnica de electroforésis en gel de 

campo pulsado (PFGE). Las cepas están almacenadas a -80ºC. 

6.2. Medios de cultivo 

Para el aislamiento de las cepas y la preparación de los inóculos se utilizó el medio 

YPD (Extracto de levadura 1%, peptona 2%, glucosa 2%). Para el medio sólido se 

adicionó 1.5% de agar bacteriológico. 

Para el desarrollo de las fermentaciones se evaluaron los siguientes medios de 

cultivo: 

Medio con fructosa (Extracto de levadura 1%, peptona 2%, fructosa 20 %)  

Medio con sacarosa (Extracto de levadura 1%, peptona 2%, sacarosa 20%) 

Medio con mezcla de azúcares (Extracto de levadura 1%, peptona 2%, fructosa 

10.2%, sacarosa 9.8%)  

Medio con mosto de agave y sacarosa (Extracto de levadura 1%, peptona 1%, mosto 

de A. tequilana Weber 10.2% y sacarosa 9.8%)  

En todos los casos el medio se esterilizó en autoclave a 121ºC (15 lbs de presión) 

durante 15 minutos. 

6.3. Preparación del inóculo para las fermentaciones 

Las diferentes cepas de S. cerevisiae aisladas en medio YPD se inocularon en 

matraces de 250 mL con 50 mL de medio estéril YPD y se incubaron a 30ºC con 

agitación constante (150 rpm) durante 24 horas. Se tomaron alícuotas de 1 mL a las 

0, 2, 4, 6, 8, 12 y 24 horas. Se realizaron diluciones decimales de cada una de las 
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muestras con agua destilada estéril para determinar la densidad óptica a 580 nm en 

un espectrofotómetro. De esta manera se obtuvieron las curvas de crecimiento para 

las diferentes cepas. 

6.4. Fermentaciones 

Se inocularon 5 mL del medio YPD (con una densidad aproximada de 106 células/ 

mL en fase exponencial) en matraces de 250 mL con 50 mL del correspondiente 

medio de fermentación (fructosa, sacarosa, fructosa y sacarosa o mosto de agave y 

sacarosa). Los matraces se mantuvieron en incubación a 30ºC sin agitación durante 

60 horas. 

Durante las fermentaciones se monitorearon los siguientes parámetros: 

• Crecimiento celular 

• Producción de etanol  

• Consumo de fructosa, glucosa y sacarosa (dependiendo del medio de 

fermentación). 

• Actividad enzimática de la invertasa intracelular y extracelular (en los medios 

en que se utilizó sacarosa como fuente de carbono). 

 

6.4.1. Crecimiento celular 

Se tomaron alícuotas de 2 mL a las 0, 6, 10, 12, 16, 18, 20, 24, 35 y 60 horas de la 

fermentación. Las muestras se filtraron a través de membranas Millipore de 0.45 µm 

(previamente secadas y pesadas) y se secaron en estufa a 120ºC durante 12 horas. 

Se determinó el peso de las muestras secas y con estos datos se construyeron las 

curvas de crecimiento. 

6.4.2. Producción de etanol  

Se tomó una muestra de 20 mL a las 60 horas de la fermentación. La muestras se 

centrifugaron a 8500 rpm durante 10 min. El sobrenadante se destiló mediante un 

equipo Quick Fit recolectando aproximadamente 18 ml de destilado. El contenido de 

etanol en el destilado se determinó por cromatografía de gases.  
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Se utilizó un cromatógrafo Agilent 6590 equipado con un detector de ionización de 

llama (FID) 560 y una columna Innowax de la misma marca. El equipo se utilizó a 

una temperatura de inyector de 250ºC con un volumen de inyección de 1 "l. El 

programa de temperaturas fue el siguiente: una temperatura inicial de 80 ºC durante 

1 minuto y después un aumento de 15ºC por minuto hasta alcanzar 150 ºC durante 3 

minutos, los gases acarreadores fueron H2 a un flujo de 40 ml/min, aire a 400ml/min 

y N2 a 5.0 ml/min. 

La cuantificación de etanol se realizó comparando el área de los picos que 

coincidieran con los tiempos de retención de soluciones estándar de etanol. 

6.4.3. Consumo de sacarosa, fructosa y glucosa 

Para determinar el consumo de sacarosa, fructosa y glucosa (dependiendo del 

medio de fermentación) durante la fermentación se tomaron alícuotas de 1 mL a las 

0, 2, 4, 6, 8, 18, 24, 35 y 60 horas de la fermentación. Las muestras se centrifugaron 

a 10 000rpm durante 10 min. Posteriormente se filtraron a través de filtros de 0.45 

"m de diámetro (Millipore). 

Se utilizó un cromatógrafo Waters 525 equipado con un detector de índice de 

refracción Serie 200 (Perkin Elmer) y una columna Sugar Pack. El volumen de 

inyección fue de 10 "l y la fase móvil H2O con EDTA 0.05g/L a un flujo de 0.4 ml/min 

y una temperatura de 70ºC. La temperatura de la columna se mantuvo a 85ºC y se 

evitó que superara los 95ºC. La concentración de glucosa, fructosa y sacarosa se 

determinó por el método de estándar externo a partir de curvas de calibración. 

6.4.4 Adaptación del consumo de azúcares a ecuaciones matemáticas 

Se evaluó el uso de modelos de regresión no lineal para la descripción del consumo 

de azúcares durante las fermentaciones con los diferentes medios de cultivo. El 

software utilizado fue OriginPro 8.1 (OriginLab, US), los modelos empleados fueron 

el modelo de decaimiento exponencial y el modelo de decaimiento sigmoidal 

(ecuación modificada de Gompertz) utilizados en estudios previos (Arroyo et al., 

2008; Lambert & Pearson, 2000; Tronchoni et al., 2009). La selección del modelo a 

utilizar en cada uno de los casos se basó en identificar el que tuviera el mayor valor 

de R2 y los menores intervalos de confianza para los diferentes parámetros. En el 
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Anexo A se describen los parámetros de cada modelo. A partir de las ecuaciones 

que describen el perfil de consumo de cada azúcar, se determinó el tiempo requerido 

para consumir la mitad de la concentración de sustrato inicial (valor de t50) 

6.4.5. Determinación de actividad enzimática de la invertasa 

Para determinar la actividad enzimática de la invertasa se tomaron dos alícuotas de 

1 mL a las 0, 2, 4, 6, 8, 18, 24, 35 y 60 horas de la fermentación.  

Para la determinación de la actividad de la invertasa extracelular las muestras se 

centrifugaron a 10000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante se descartó y las 

células se lavaron en dos ocasiones con agua destilada estéril, agitación y 

centrifugación a 10000 rpm durante 15 minutos. El paquete celular se resuspendió 

en 1 ml de agua destilada estéril.  Para el ensayo de la invertasa extracelular se 

emplearon células intactas (Goldstein & Lampen, 1975; Vitolo & Borzani, 1982; 

Mwesigye & Barford, 1994). 

Para la determinación de la actividad de la invertasa intracelular las muestras se 

centrifugaron a 10000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante se descartó y las 

células se lavaron en dos ocasiones por adición de agua destilada estéril y 

centrifugación a 10000 rpm durante 10 minutos. El paquete celular se resuspendió 

en 1 ml de agua destilada estéril y se adicionaron 0.3 g de perlas de vidrio (0.45-0.5 

mm de diámetro). Las células se lisaron por agitación en el vórtex en 4 intervalos de 

2 minutos entre los cuales la muestra se enfrió en hielo durante 1 minuto. 

Posteriormente se centrifugaron a 10000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante 

fue utilizado para la determinación de la actividad de la invertasa intracelular (Herwig 

et al. 2002).  

Para los ensayos de  actividad de la invertasa se mezclaron 50 !l del sobrenadante 

(ya sea el que contenía la invertasa extracelular o la invertasa intracelular) con 200 !l 

de solución de sacarosa (120 g/l en amortiguador de acetato de sodio pH 5.0) y se 

incubó a 30 ºC por 60 minutos. La reacción enzimática se detuvo por adición de 50 !l 

del amortiguador K2HPO4 (pH 7.0) y los tubos se colocaron inmediatamente en un 

baño de agua hirviendo durante 5 minutos (Herwig et al. 2002). Posteriormente, los 
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tubos se enfriaron y los azúcares reductores producidos se cuantificaron por el 

método DNS (Miller, 1959). 

La actividad específica de la invertasa se expresó como mg de azúcares reductores/ 

min mg célula. 

6.5. Extracción de DNA  

Se preparó un cultivo en 20 ml de medio YPD de la cepa correspondiente (agitación 

continua de 180 rpm durante 18 horas a 30ºC). El cultivo se centrifugó a 10000 rpm 

durante 10 minutos y descartó el sobrenadante. Las células se resuspendieron en 

500 µl de agua destilada estéril, posteriormente se centrifugaron a 10000 rpm 

durante 10 minutos a 4ºC y se descartó el sobrenadante. 

Al paquete celular obtenido se adicionaron 200 !l de buffer de lisis, 0.3 g de perlas 

de vidrio previamente lavadas en ácido (de 0.45-0.5 mm de diámetro) y 200 !l de 

una mezcla de fenol/cloroformo/alcohol isoamílico (24:24:1). Los tubos se agitaron en 

el vórtex a máxima velocidad durante 90 segundos. Posteriormente se centrifugaron 

durante 5 minutos a 10000 rpm. El sobrenandante se transfirió a un tubo Eppendorff 

estéril y se adicionaron 500 !l de etanol al 100% frío. Se centrifugó a 10000 rpm 

durante 5 minutos y se eliminó el sobrenadante. El pellet se resuspendió con 400 !l 

de buffer TE (Tris 10mM pH 8, EDTA 1 mM), 40 !l de Acetato de sodio 3M y 1000 !l 

de etanol al 70% frío. Se centrifugó a 10000 rpm durante 5 minutos y se descartó el 

sobrenadante. Finalmente el DNA precipitado se resuspendió en 50 !l de buffer TE. 

El templado de DNA se almacenó en congelación a -20ºC hasta su utilización. 

 

6.5.1. Amplificación del alelo HXT3 

Para la amplificación del alelo hxt3 se diseñaron los siguientes oligonucleótidos: 

• Oligonucleótido sentido: 5’- CTGAGTTAAACAATCATGAATTCAACTCC -3’  

• Oligonucleótido antisentido: 5’- ACGGTTTAGCGTGAAATTATTTCTTGCC -3’ 
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Para la reacción de PCR se probaron diferentes concentraciones de MgCl2 (1.0, 1.5, 

2.0 y 4.0 mM). Los reactivos y cantidades empleadas para la reacción de PCR se 

muestran en la Tabla 1.  

 

Tabla 1. Composición de la mezcla de reacción empleada para la amplificación del gen hxt3 

Reactivo Volumen (µ !) 

DNA 3.0 

Oligonucleótido sentido (0.5 µM) 0.5 

Oligonucleótido antisentido (0.5 µM) 0.5 

Amortiguador 2.5 

MgCl2 (1.5 mM) 1.0/ 1.5 / 2.0 / 4.0 

dNTPs (10 µM) 0.5 

H2O c.b.p. 25 

Taq polimerasa (2.5 U/µl) 0.2 

 

Las condiciones de la PCR fueron: 

95ºC por 5 min 

95ºC, 30 s 

60ºC, 2 min 

76ºC, 2 min 

76ºC, 5 min 

 

Los productos se analizaron en un gel de agarosa al 2% teñido con bromuro de 

etidio (0.5 !g/ml) y se visualizaron bajo luz UV. 

Los productos de PCR se secuenciaron en la Unidad de Secuenciación del Instituto 

de Fisiología Celular de la UNAM. Los alineamientos de las secuencias se realizaron 

en la base de datos de National Center for Biotechnology Information (NCBI) 

mediante el software Geneious V5.0 (Biomatters, US). 

35 ciclos 
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8. Conclusiones 

• La tendencia de una cepa a destinar el sustrato preferencialmente hacia la 

producción de biomasa o de etanol no se ve afectada por el uso de medios 

con fructosa, sacarosa o glucosa, o bien medios con mezclas de estos 

azúcares. 

 

• Los perfiles de consumo de azúcares en medios con fructosa, sacarosa y 

glucosa se ven modificados en comparación al consumo en medios con una 

sola fuente de carbono, por lo que la integración de cultivo mixtos no 

necesariamente conduce a un comportamiento más eficiente de estos en 

comparación con el uso de cepas puras. 

 

• Durante las fermentaciones los cultivos mixtos de S. cerevisiae son más 

resistentes a los compuestos inhibitorios presentes en hidrolizados de agave 

que las cepas puras. 

 

• La actividad enzimática de la invertasa intracelular y extracelular no es un 

factor determinante en la velocidad de consumo de sacarosa por las cepas 

de S. cerevisiae y la fructofilia de las cepas en estudio no está determinada 

por la presencia de diez mutaciones en el gen hxt3, por lo que no son 

características generales que puedan ser empleadas como criterios de 

selección de cepas eficientes para la fermentación de fructosa en medios 

con mezclas que además contienen glucosa y sacarosa. 

 

• El estudio muestra la complejidad de los factores que intervienen en el 

comportamiento de las distintas cepas; sin embargo, parece ser que la cepa 

T3, que presentó alto rendimiento de etanol y bajo rendimiento de biomasa, 

podría ser empleada para la producción de bebidas alcoholicas en las que el 

sustrato está constituído por fructosa / mosto de agave, sacarosa y glucosa.!
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ANEXO A 

Modelos de regresión no lineal  

1. Modelo de decaimiento exponencial 

 

Función: Y=D + Se(K*t) 

 

Donde: 

Y= Concentración de azúcar presente (g/L) 

t= Tiempo transcurrido en la fermentación (h) 

D=Valor específico cuando t tiende a infinito (g/L) 

S=Valor estimado de cambio (g/L) 

K= Constante cinética (g/L 
.
 h) 
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2. Modelo de decaimiento sigmoidal (Ecuación alterada de Gompertz) 

 

 

Función: Y=B + Ae(-e(k*(x-M)) 

 

Donde: 

Y= Concentración de azúcar presente (g/L) 

t= Tiempo transcurrido en la fermentación (h) 

A= Distancia entre la asíntota mayor y la asíntota menor (g/L) 

B= Asíntota menor cuando t tiende a infinito (g/L) 

K= Constante cinética (g/L 
.
 h) 

M= Tiempo al que se obtiene el punto de inflexión (h) 
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Apéndice B 

Alineamiento múltiple de las secuencias del gen hxt3 de las diferentes cepas de 

S. cerevisiae con la secuencia estándar del gen HXT3 de la cepa SC288 y la del 

gen mutado de la cepa Fermichamp. 
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