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1 RESUMEN

Este trabajo tiene como objetivo evaluar el efecto de la concentracion de
nitrégeno sobre la composicién de los alcoholes superiores generados en la
fermentacion de mosto de Agave angustifolia y un medio sintético, por S.
cerevisiae PE2. Se quiere determinar si existe diferencia en la cantidad y tipo de
alcoholes superiores generados al cambiar la concentracion de nitrégeno.
También, este trabajo intenta entender si hay diferencias, dependiendo de si la
fuente de nitrégeno es organica o inorganica, se vera afectada la cantidad y tipo
de alcoholes superiores generados.

Para ello, primero se caracterizo el mosto de agave proveniente de plantios del
estado de Oaxaca, se cuantificaron los azucares (glucosa y fructosa) y la
cantidad de nitrogeno presentes. Posteriormente, se realizaron fermentaciones
en medio sintético y el mosto de agave con diferentes concentraciones de fosfato
diamonico como fuente inorganica y aminoacidos (leucina, isoleucina y valina)
como fuente organica. Al finalizar la fermentacion, se determiné el consumo de
azucares y nitrogeno, asimismo se cuantificaron el etanol y los alcoholes

superiores producidos durante la fermentacion.



2 INTRODUCCION

Actualmente, la fabricacion de bebidas alcohdlicas destiladas es el uso méas
importante que se le ha dado a diversas plantas del género Agave (Herrera,
2008). En los ultimos afos, el mezcal ha llegado a ser la segunda bebida
destilada méas importante en México debido a su nivel de produccién y consumo,
precedido Unicamente por el Tequila (Cedefio, 1995). El mezcal es una bebida
alcohdlica tradicional de México, que se elabora de manera similar al tequila;
ambas son obtenidas por medio de la fermentacién alcohdlica, con levaduras, y
destilacion de mostos extraidos de las cabezas maduras de las plantas de agave.

Mientras que el tequila solamente puede producirse a partir de la especie Agave
tequilana (NOM-006-SCFI-1994), en el caso del mezcal, la Norma Oficial
Mexicana NOM-070-SCFI-1994 indica que las variedades mas empleadas en su
elaboraciéon son: Agave angustifolia (maguey espadin); Agave esperrima
(maguey de cerro, bruto o cenizo); Agave weberi (maguey de mezcal); Agave
Patatorum (maguey de mezcal); Agave Salmiana (maguey verde o mezcalero);
y Agave potatorum (maguey de mezcal). Otra diferencia destacable entre el
mezcal y el tequila es que las zonas geograficas que cuentan con Denominacion
de Origen para el mezcal estan mas dispersas en el territorio mexicano, mientras
gue en el caso de tequila la region es mas reducida, o que agrega un factor de
variabilidad en la elaboraciéon de mezcal en cada regién (Molina-Guerrero et
al.,2007).

Para obtener mezcal, es necesario que se lleve a cabo un proceso conocido
como fermentacion alcohdlica, en el que los azlucares se biotransforman en
etanol; este proceso involucra una gran diversidad de microorganismos,
destacando la levadura Saccharomyces cerevisiae debido a su alta tolerancia en
presencia de altas concentraciones de etanol. Aunque la produccién de etanol
es atribuida principalmente a S. cerevisiae, la microbiota nativa de bacterias y
levaduras del agave le confiere propiedades organolépticas, como aroma y

sabor, al mezcal de cada regiéon (De la Torre, 2010).



El aroma y sabor de las bebidas alcohdlicas provienen de la mezcla de diversos
compuestos volatiles y no-volatiles, la cual define sus atributos sensoriales
(Lépez, 1999; Vallejo y Gonzélez, 1999; Cole y Noble, 1997). Estos compuestos
pueden tener origen a lo largo del proceso de elaboracion del mezcal: a) Pueden
estar contenidos en los agaves, lo cual varia entre especies, regiones
geogréficas y condiciones de cultivo; b) Pueden generarse durante la
fermentacion dependiendo de la cepa empleada, las caracteristicas del mosto y
las condiciones del proceso; c) Pueden generarse durante la maduracion del
producto, en caso de que exista una (Pinal et al., 1997; Cole y Noble, 1997).

En el mezcal los principales compuestos aromaticos son el etanol y los alcoholes
superiores, conocidos también como volatiles mayoritarios (Lachenmeier et al.,
2007; De Ledn-Rodriguez et al., 2006). Los principales alcoholes superiores
encontrados durante la fermentacion de mostos de Agave angustifolia son n-
propanol, 2-metil-propanol (isobutanol), 2-metil-butanol (amilico), 3-metil-butanol
(isoamilico) (Vera et al., 2009). Si los alcoholes superiores se encuentran en
cantidades mayores a las establecidas, generan cambios en las propiedades
sensoriales, ademas de ser considerados toxicos, por lo que estan regidos por
la norma oficial mexicana NOM-070-SCFI-1994. Esta norma regula los niveles
del 1-propanol, isobutanol, 2-butanol, alcohol amilico e isoamilico, que en

conjunto no pueden exceder 400 mg en 100 mL de alcohol anhidro.

La mayor parte de los alcoholes superiores son producidos mediante la ruta de
Ehrlich, en la que se muestra la sintesis de alcoholes superiores a partir de
aminoacidos realizado por las levaduras (Hidalgo, 2010). Es por eso que la
cantidad de nitrogeno asimilable presente durante la fermentacién tiene un papel
importante, ademas de la duracion y desarrollo en el proceso de fabricacion, en

las propiedades organolépticas obtenidas en las bebidas alcohdlicas.



Al presentarse una relacion alta de carbono/nitrégeno, se favorece la generacion
de alcoholes superiores (Pinal et al., 1997) debido a la presencia de grupos
amino que pueden enlazarse a los a-cetoacidos para poder generar alcoholes
superiores mediante la via anabdlica (Walker, 1999; Ter Schure et al., 1998). Sin
embargo, es importante tomar en cuenta que, al presentarse una deficiencia de
nitrégeno, se puede causar aletargamiento o detencion de la fermentacion,
ademas de alcanzarse la biosintesis maxima de los alcoholes superiores
(principalmente los alcoholes amilicos). Al obtener una gran cantidad de estos
compuestos, se corre el riesgo de rebasar los limites establecidos en la norma,
teniendo que recurrir a una segunda destilacion para disminuir su contenido. Esto
tendra repercusion tanto en la duracion como en la cantidad de energia
empleada en el proceso, afectando asi los costos de produccion (Arrizon y
Gschaedler, 2006).

Con base en lo mencionado anteriormente, se puede inferir que la cantidad de
alcoholes superiores presenta una dependencia con la cantidad de nitrégeno
presente en el mosto durante la fermentacion. Este trabajo tiene como objetivo
evaluar el efecto de la concentracion y el tipo de fuente de nitrégeno sobre la
composicion y cantidad de alcoholes superiores generados durante la

fermentacion de mosto de Agave angustifolia y medio sintético.



3 ANTECEDENTES

3.1 Bebidas fermentadas provenientes de plantas del género Agave

Desde la época prehispanica, los agaves o magueyes han proporcionado a los
mexicanos valiosos recursos econdmicos, destacando las bebidas alcohdlicas
(Diguet, 2005). México cuenta con una gran variedad de agaves debido a sus
caracteristicas climaticas, particularmente en la Meseta Central. Hay 26 estados
de la Republica Mexicana en los que actualmente se cultiva agave. Este se utiliza
principalmente para la produccion de tequila (A. tequilana Weber variedad azul),
mezcal (Agave Salmiana), pulque (principalmente de atrovirens), y para la
obtencion de larvas (conocidas como gusanos de maguey); estas ultimas son

muy apreciadas en gastronomia (Castro y Guerrero, 2013).

En los Ultimos treinta afos, las bebidas alcohdlicas derivadas del agave han
pasado del ambito regional al reconocimiento de los mercados nacionales e
internacionales. Esta creciente demanda junto con la globalizacion, estan
obligando a las empresas de la cadena de bebidas alcohdlicas provenientes de
agave (tequila, mezcal, bacanora, raicilla, comiteco, sotol y pulque) a integrar
nuevas tecnologias para obtener una mayor competitividad, mejores precios y

una optima calidad de sus productos (Contreras y Ortega, 2005).

3.2 Mezcal

El mezcal es una bebida alcohdlica tradicional de México, producto de la
fermentacion alcohdlica con levaduras de los azlcares extraidos de la pifia
cocida de diferentes agaves como el A. salmiana (Verdugo et al., 2011) y A.
angustiofolia, A. esperrima, A. weberi y A. potatorum entre otros (Molina-
Guerrero et al., 2007).



3.2.1 Denominacion de Origen

El 17 de agosto de 1994 en el Diario Oficial de la Federacion se publico la
declaracion de proteccion de la denominacion de origen “Mezcal”’ para la
siembra, cultivo y extraccién de los géneros de agave con los que se elabora la
bebida, comprendidos en la NOM-070-SCFI-1994, en los estados de Guerrero,
Durango, San Luis Potosi, Zacatecas y en Oaxaca particularmente la
denominada “Region del Mezcal”. Se incluyen también algunas regiones de
Guanajuato, Tamaulipas, Michoacan y Puebla (Figura 1). El principal estado
productor de Mezcal es Oaxaca con mas del 65% de la produccién nacional
(Secretaria de Economia, 2016). Es importante establecer que cada Estado
presenta caracteristicas propias derivadas de la variedad del agave y del proceso
utilizado, lo que permite su identificacion y distincibn con otras bebidas

nacionales o extranjeras.

Figura 1. Estados Incluidos en la Denominacién de Origen del Mezcal. Durango
(1), Zacatecas (2), San Luis Potosi (3), Tamaulipas (4), Guanajuato (5),
Michoacan (6), Guerrero (7), Oaxaca (8) y Puebla (9). Fuente: Consejo
Regulador del Mezcal, 2016.



3.2.2 Tipos de Mezcal

De acuerdo con la norma oficial mexicana NOM-070-SCFI-1994, esta permitido
adicionar hasta un 20% de otros azUcares en la preparacion de los mostos,
siempre y cuando no se eliminen los azlcares provistos por el agave, los cuales
le dan las caracteristicas a ese producto. Considerando esto, existen dos tipos

de mezcal:

- Tipo I. Mezcal 100% agave: Producto obtenido de los mostos que

exclusivamente contienen azlcares provenientes de los agaves que se
indican en la Norma Mexicana, siendo joven, reposado o afiejo, pudiendo
ser abocado.

- Tipo ll. Mezcal: Producto obtenido de los mostos de los agaves que se

indican en la Norma Mexicana y a los que se les ha adicionado hasta un
20% de otros azucares, conforme a la fraccion anterior, siendo joven,

reposado o afiejo, pudiendo ser abocado.

De acuerdo a las caracteristicas adquiridas en procesos posteriores a la
destilacidn y rectificacion, el mezcal se clasifica en 3 categorias: afiejo o afiejado,
joven y reposado. El mezcal afiejo tiene un proceso de maduracion de por lo
menos un afo en recipientes de madera de roble blanco o encino. EI mezcal
joven es el producto obtenido conforme al proceso declarado en la NOM-070-
SCFI-1994, y puede ser abocado. El abocado es el procedimiento mediante el
cual se intenta suavizar el sabor del mezcal, afiadiendo uno o mas productos
naturales, saborizantes o colorantes, el mas conocido de ellos es el mezcal
abocado con gusano de maguey. El mezcal reposado es el que por lo menos se

deja 2 meses en recipientes de madera para su estabilizacion.



3.2.3 Normatividad

En la Norma Oficial Mexicana referente al mezcal (NOM-070-SCFI-1994) se
establecen las siguientes especificaciones fisicas y quimicas que debe cumplir
esta bebida (Tabla 1).

Tabla 1. Especificaciones fisicoquimicas del mezcal.

ESPECIFICACIONES MINIMO  MAXIMO
% de alcohol en volumen a 20°C 36.0 55,0
Extracto seco g/L 0.2 10.0

Miligramos por 100 centimetros cubicos referidos a alcohol anhidrido

Acidez total (como acido acético) 170.0
Alcoholes superiores 100.0 400.0
Metanol 100.0 300.0

3.2.4 Proceso de elaboracion

Un nimero importante de especies de Agave es destinado a la elaboracion de
mezcal. Esta es una actividad econdmica que resulta potencial de desarrollo de
las regiones productoras de agave (Garcia-Herrera et al., 2010). El proceso para
la elaboracion del mezcal es muy similar al del tequila, con la diferencia de que
este proceso es artesanal y se pueden utilizar varias especies de agave para su

elaboracién (Castro et al., 2013).

Es recomendable utilizar el maguey cuando adquiere una edad entre los 7 y los
12 afios, ya que se encuentra en su punto de madurez fisiolégica, lo cual
depende de la especie y de las condiciones a las que hayan sido expuestos. En
este periodo el maguey llega a su madurez para iniciar su reproduccién sexual
que se caracteriza por la emision del escapo floral o “quiote” (Garcia-Herrera et
al., 2010).



Si se cosecha el maguey tierno, antes de que llegue a su madurez fisioldgica,
tendrd pocos azucares, el rendimiento sera bajo y el mezcal tendré un mal sabor.
Lo O6ptimo es tener un maguey maduro capado que se deja sazonar por varios
meses (de 12 a 18 meses), lapso en que se concentran los azucares, lo cual
facilitara la obtencion de mezcales de mejor calidad y sabor (Garcia-Herrera et
al., 2010).

Una vez que el maguey esta en sazon, se procede con las etapas contenidas en
el proceso para elaborar el mezcal. El proceso consta de las siguientes
operaciones unitarias: jimado del maguey, coccion de la pifia, molienda de la
pifia cocida, fermentacidn, destilacion, y maduracion en algunos casos (Garcia-
Herrera et al., 2010; Diguet, 2005).

Desvirado o Jimado. Es llamado desvirado (region altiplano potosino-zacatecano

y norte) labrado (Oaxaca y Guerrero) o jimado (Agave tequilana en Jalisco), este
se realiza con una cuchilla o barra de hierro, o bien la coa de la jima (Figura 2).
Primero se cortan todas las hojas o pencas, luego se desprende la cabeza (0
pifia) en su parte basal, cortando el cuello (tallo) de la planta al ras del suelo
(Garcia-Herrera et al., 2010).

Figura 2. Proceso de desvirado o Jimado del maguey (Barrera et al., 2012).



Coccion. Al ser el mezcal una bebida elaborada artesanalmente, el cocimiento
de las pifias se realiza en un horno que es una cavidad conica de un diametro
aproximado de 2.5-3.5 metros cavado en la tierra. Estos suelen ser alineados
con piedras calientes, hojas de agave, petate y tierra que permiten la coccion de

la pifia durante tres a cinco dias (Figura 3).

Figura 3. Coccién de pifias de agave en un horno tradicional. (De la Torre,
2010).

Esta etapa tiene la funcién de hidrolizar a la inulina (principal polisacarido
presente en la pifia de agave) y a los fructanos (polimeros de fructosa),
obteniendo azucares simples, principalmente fructosa; aunado a que las fibras
del agave se ablandan facilitando la molienda y la extraccién del jugo (llisley et
al., 2004; De la Torre, 2010). También ocurren reacciones de caramelizacion que
forman compuestos como furanos y piranosas, muchos de ellos volatiles, siendo
los principales el 5-hidroximetilfurfural (HMF) y el hidroxiacetilfurano (HAF)
(Mancilla y Lépez, 2002). El sobrecalentamiento de los azlcares incrementa la
concentracion de HMF dando un sabor a ahumado y el exceso de caramelizacion

reduce el rendimiento de etanol (Cedefio, 1995).
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Molienda. Las pifias cocidas se colocan en molinos conformados por una rueda
de piedra sujeta a un poste mediante una viga llamado trapiche, lo que permite
el desplazamiento de la rueda, produciendo asi la molienda. En algunos lugares
de Oaxaca y Guerrero la molienda se realiza de manera manual con un mazo en
canoas de madera. El maguey cocido se corta, se pasa a la canoa y se golpea,
conlo que el jugo dulce sale de la canoa (Figura 4). El principal producto obtenido
es el mosto dulce, mientras que el subproducto generado es el bagazo, que
representa cerca de un 40% del peso total (llisley et al., 2004; De la Torre, 2010).

Figura 4. Molienda de las pifias cocidas en una tahona tradicional de madera.

Fuente: Archivo fotografico de Francisco Ruiz Teran.

Fermentacion. En esta etapa se agrega agua y se mezcla con el maguey para

ajustar la cantidad de solidos disueltos que puede ir de 7 a 10 °Brix. Este proceso
implica la degradacion de azucares, la cual trae consigo la produccion de etanol
mediante la fermentacidn alcohdlica, realizada por las rutas metabdlicas de las
levaduras. Existen dos tipos de fermentaciones principales: la natural y la
inducida o acelerada, siendo la primera llevada a cabo por los microorganismos
presentes en la pifia, mientras que en la inducida se agrega un inéculo de
microorganismos, o bien sales con nitrégeno, como la urea, que favorecen el
desarrollo de los microorganismos ya presentes en el mosto (Arrizon y
Gschaedler, 2002; Garcia-Herrera et al., 2010).
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Destilacion. Se efectia en alambiques de cobre, constituidos por cuatro
elementos de cobre, metal caracterizado por su alta conductividad térmica, lo
gue permite la adecuada separacion del etanol. Los destiladores artesanales
son calentados por medio de lefia y cuentan con un serpentin de cobre a través
del cual se evapora el mezcal y posteriormente se condensa al enfriarse el
serpentin. El destilado obtenido se recoge en recipientes de cobre o acero
inoxidable (llisley et al., 2004; De la Torre, 2010).

3.2.5 Microbiota del mezcal

Para poder elaborar bebidas alcoholicas a partir de agave, la etapa de
fermentacion involucra poblaciones mixtas de bacterias (lacticas y acéticas) y
levaduras (Saccharomyces y no-Saccharomyces). Esta microbiota es
responsable de la produccion de la mayoria de los compuestos que confieren

propiedades organolépticas al producto obtenido (Lappe et al., 2008)

En su investigacion, Verdugo et al. (2011) detectaron la presencia en Agave
salmiana de 192 colonias de levaduras, de las cuales se identificaron:
Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces marxianus, Clavispora lusitaniae,
Saccharomyces exiguus, Torulaspora delbrueckii, Zygosaccharomyces bailii,
Pichia kluyveri y Candida ethanolica, entre otras. Estas levaduras convierten los
azlucares a etanol en una proporcion de 0.39 g/g en la primera fermentacion y un

valor similar en la segunda.
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3.3 Levaduras

Las levaduras son microorganismos unicelulares eucariontes clasificados en el
reino Fungi, aunque algunas especies pueden volverse del tipo multicelular
mediante la formacion de cadenas de células en gemacion conocidas como
pseudohifas. Las levaduras forman colonias pastosas sobre los medios de
cultivo, constituidas en su mayor parte por células aisladas que suelen tener

formas alargadas, esféricas, elipsoides u ovoide (Kurtzman et al., 2011).

Las levaduras utilizan compuestos organicos como fuente de energia, su fuente
de carbono proviene cominmente de azucares simples como glucosa y fructosa
o disacaridos como sacarosa y maltosa. Pueden requerir oxigeno, siendo
aerobias estrictas; o bien tener un metabolismo fermentativo y ser anaerobias

facultativas (Carrillo y Audisio., 2007).

A lo largo del tiempo, las levaduras se han utlizado en la produccion,
enriguecimiento y preservacion de diferentes alimentos. Su importancia se debe
a que se emplean en diversos procesos fermentativos, se utilizan en la
produccion de: etanol, diferentes proteinas y hormonas, colorantes naturales,

vitaminas del complejo B, entre otros (Astromoff, 2000).

3.3.1 Participacion de S. cerevisiae en fermentaciones de agave

Saccharomyces es un microorganismo unicelular que pertenece al grupo de los
ascomicetos. Las células presentan formas ovaladas, esféricas o cilindricas y
su division celular es por gemacion, por lo que pueden estar en agrupaciones de
dos, cadenas cortas o racimos, o0 bien sin agruparse. La relevancia comercial de
este género de levaduras radica en su utilizacién en el proceso de elaboracion
del pan y de la mayoria de las bebidas alcohdlicas. Esta levadura fermenta y
asimila la glucosa, galactosa, maltosa, sacarosa y fructosa (Madigan et al., 2009;
Garcia et al., 1993; De la Torre, 2010).

Desde el punto de vista funcional, algunas caracteristicas importantes de
Saccharomyces cerevisiae son: capacidad de flocular, capacidad para producir
etanol, capacidad de tolerar altas concentraciones de etanol, tolerancia a la
osmolaridad del medio, vigor en la fermentacion de azUcares y capacidad para

producir congenéricos (Madigan y Parker, 2009).
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3.3.2 Fermentacién alcohdlica

La fermentaciébn es un proceso oxidativo en el que algunos azucares son
convertidos en energia celular, liberando etanol y dioxido de carbono como
productos de desecho metabdlico.

El primer paso en el proceso de fermentacion es la glucdlisis, proceso en el cual
la glucosa se convierte en piruvato o acido pirivico mediante una secuencia de
reacciones mediadas por enzimas. En vez de que el piruvato obtenido entre al
ciclo de Krebs y sea oxidado completamente, en la fermentacion alcohdlica
ocurre una descarboxilacion para formar acetaldehido; este compuesto sufre una

reduccion para poder convertirse en etanol (Figura 5) (Berg et al., 2007).

NADH

- .. H'  NAD'
he. D N %2 w 0 *, AD" W OH
a7 N\ A
; [ y 3 / —. O AN i
Piruvato Alcohol J
CH; descarboxilasa CH, deshidrogenasa CH;
Piruvato Acetaldehido Etanol

Figura 5. Proceso de obtencidn de etanol a partir de piruvato.

La conversion de glucosa en etanol es un ejemplo de fermentacién alcohdlica.
En esta ruta se convierte una mol de glucosa en dos moles de etanol, dos moles
de diéxido de carbono y dos moles de ATP (Figura 6). La reaccion global de este

proceso anaerébico es:

Glucosa +2P; + 2ADP + 2 H" —— 2 etanol + 2 CO, + 2 ATP + 2 H,0

Figura 6. Reaccion global de la fermentacion alcohdlica (Berg et al., 2007).

Durante la fermentacién uno de los productos, el CO2, se libera constantemente,
mientras que el etanol se acumula. Si la proporcién de alcohol en el liquido llega
a cierto nivel, inhibe la actividad de la levadura, a pesar de que no todo el azucar
haya sido fermentado. Es por eso que la tolerancia en presencia de etanol es
una de las caracteristicas mas destacables de la levadura empleada; por lo

general oscila entre 15% y 18%.
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3.3.3 Importancia del nitrogeno en la fermentacion

La cantidad de nitrégeno asimilable juega un papel importante en la duracion y
desarrollo del proceso ya que, ademas de influir en la velocidad de la
fermentacion, es precursor de algunos compuestos voléatiles y constituyente
esencial de proteinas y acidos nucleicos. Por lo tanto, el mayor consumo de
nitrbgeno se asocia con una mayor produccion de compuestos aromaticos
(Molina et al., 2007; Arrizon y Gschaedler, 2006; Pinal et al., 1997; Albers et al.,
1996). Las levaduras pueden asimilar compuestos nitrogenados de bajo peso
molecular, ya sea organicos como péptidos y aminoacidos, o inorganicos como

sales de amonio o urea (Joslyn, 1951).

La deficiencia de nitrogeno puede causar aletargamiento o incluso detencion de
la fermentacion. Se ha reportado que, en las levaduras carentes de amonio, el
crecimiento y la viabilidad de la levadura decrece (Salmon, 1989, Wang et al.,
2003; Bohlscheid et al., 2007). Por lo tanto, se ajustan las concentraciones para
gue el mismo no se encuentre en forma limitante. El nitrdgeno es suplementado
normalmente en forma de sales de amonio (como sulfato o fosfato), urea o o
aminoacidos (ya sean solos o combinados) (Fermentis, 2010). Se ha reportado
gue estos ayudan exitosamente a evitar los problemas mencionados
anteriormente pero soOlo resultan eficaces durante la fase temprana de
crecimiento (Salmon, 1989, Munoz e Ingledew, 1989; Arrizon y Gschaedler,
2002).

De acuerdo con diversas investigaciones, se asume que una fermentacion
alcohdlica de un mosto de agave debe transcurrir con un minimo de 150 ppm de
nitrogeno. No obstante, para lograr buena seguridad fermentativa, se sugiere
trabajar con 150 - 200 ppm de nitrégeno. Es importante aclarar que la demanda
de nitrégeno esta también determinada por la cepa de levadura. Algunas cepas

requieren mas nitrégeno que otras.

La cantidad de nitrégeno presente durante la fermentacién también afecta a la
biomasa. Se ha observado que el aumento de biomasa es proporcional al
aumento de concentracion de nitrdgeno hasta llegar a una concentracion a partir
de la cual ya no aumenta esta biomasa; es decir seria la concentracion minima

de nitr6geno para obtener la biomasa maxima (Nitrogen Reference Value, NRV).
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3.4 Produccién de alcoholes superiores

En la fermentacién espontanea, las levaduras presentes en el agave compiten
por el consumo de los azucares del medio, transformandolos en una gran
variedad de compuestos organicos entre los que se encuentran los compuestos
volatiles. Los compuestos volatiles comunmente son asociados con las
propiedades organolépticas, sensoriales, aromaticas y el sabor de esta bebida
(Vallejo-Cordoba et al., 2004); cuyo contenido y concentracion en los destilados,
se sugiere que son producidos por la o las levaduras contenidas naturalmente o

adicionadas en la fermentacion del mosto de agave (Diaz-Montafo, et al., 2008).

Las levaduras son las encargadas de la produccion de diversos compuestos
volatiles tales como el 1-propanol, 1-butanol y los alcoholes amilico e isoamilico,
entre otros, que son los principales responsables del sabor y aroma en el mezcal
(Arellano, 2011). La formacion de estos compuestos depende de, ademas de la
especie, de la cepa. Por lo tanto, el resultado de cada fermentacion puede ser
diferente segun las particularidades genéticas y fisiologicas de las levaduras

sometidas a diferentes condiciones ambientales de fermentacién (Suarez, 2004).

Los alcoholes de Fusel también llamados alcoholes superiores son una mezcla
de alcoholes de alto peso molecular, es decir, que contienen dos o mas atomos
de carbono en su estructura, que se forman en pequefias cantidades durante la
fermentacion. La concentracion de alcoholes superiores varia entre 0.1y 0.7%
en relacion con el etanol producido. Los mayores componentes del aceite de
Fusel son alcohol isoamilico (59.65 %w/w), isobutanol (17.02 %w/w), n-propanol
(12.92 %w/w) y alcohol amilico (10.36 %w/w) (Pérez, 2012). Sin embargo, los
principales alcoholes superiores encontrados durante la fermentacion de mostos
de Agave angustifolia son n-propanol, 2-metil-propanol (isobutanol), 2-metil-

butanol (amilico) y 3-metil-butanol (isoamilico) (Vera et al., 2009).
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Una vez que los aminoacidos son desaminados en los correspondientes acidos
cetonicos, estos pueden ser descarboxilados en aldehidos y finalmente
transformarse en alcoholes superiores por reduccion, mediante un mecanismo
realizado comunmente por las levaduras llamado ruta de Ehrlich (Figura 7). La
mayor parte de los alcoholes superiores producidos por la fermentacion

alcohdlica se sintetizan por esta via (Hidalgo, 2010)

R R R R
1 | I |
HT—NH; Aﬁ- C=0 H=(=0 H-T_GH
Y I
COOH NH, COOH co, NADH + H* NAD* H
Aminodcido Acido « cetonico Aldahide Alcohal

Figura 7. Ruta de Ehrlich o de formacién de alcoholes superiores a partir de los

aminoacidos (Ribéreau-Gayon et al., 2006).

Esto sugiere que la produccion de un determinado alcohol superior esta

correlacionada con la asimilacion del correspondiente aminoacido (Figura 8).

ALCOHOL nPROPILICO ALCOHOL AMILICO ACTIVO
T 1
propionaldehido metilbutiraldehido
t 1
a - cetobutirato — « - acetohidroxi butirato a - ceto - § - metilvalerato isoleucina
acetaldehido activo
T
piruvato—————— a - acetolactato——— a - ootoisrs{alomto valina
I I acetiiCoA
ALCOHOL 1SOBUTILICO isobutiraldehido P - carboxi - B - hidroxi
isocaproato - CoA
d
a - hidroxi - g - carboxi
isocaproato
4
ALCOHOL ISOAMILICO——— isovaleraldehido a - cetoisocaproato
1
leucina

Figura 8. Esquema de la biosintesis de alcoholes superiores (Santillan-

Valverde y Garcia-Garibay, 1998).
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Se sabe que la leucina, la isoleucina y la valina dan origen a los alcoholes
isoamilico, amilico e isobutilico respectivamente (Figura 9). El n-propanol, a
diferencia de los anteriores se forma a partir de un aminoacido polar no cargado:
le treonina (Santillan-Valverde y Garcia-Garibay, 1998).

CH; O
OH
—_— + +
HiC oH * HO HaC NH, CO,
CHg
NH>
Valina Alcohol n-butilico
o]
|| CH,
H4C ’ oH * HO——— + NH, *+ CO,
H4C OH
HC HN  H
. Alcohol isoamilico
Leucina
CH3 ﬁ
H3C\/:>/\OH + HQO—-'HSC/\[/\OFW NH, + CO,
HoN II‘H CHs
Isoleucina Alcohol amilico

Figura 9. Relacion de los alcoholes superiores con sus aminoacidos

precursores.

Teniendo en cuenta la relacion entre los aminoacidos y los alcoholes superiores,
se considera que la cantidad de nitrégeno debe ser justo la ideal para evitar
deficiencia o exceso, lo que tendra repercusion en la generacion de estos
alcoholes.

Al presentarse una relacion alta de carbono/nitrégeno, se favorece la generacion
de alcoholes superiores (Pinal et al., 1997) debido a la presencia de grupos
amino que pueden enlazarse a los a-cetoacidos para poder generar alcoholes
superiores mediante la via anabdlica (Walker, 1999; Ter Schure et al., 1998). Sin
embargo, con una deficiencia de nitrégeno amoniacal en el medio, se alcanza la
biosintesis maxima de los alcoholes superiores (principalmente los alcoholes
amilicos). Esto debido a que las levaduras obtienen nitrégeno amoniacal
mediante la desaminacion de los aminoacidos presentes en el medio, que libera
también &cidos cetdnicos que se transforman después en alcoholes superiores
mediante la ruta de Ehrlich (Walker, 1999; Ter Schure et al., 1998).
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Estos alcoholes son beneficiosos organolépticamente a bajas concentraciones,
confiriendo una gran variedad de aromas vegetales y de sensaciones de dulzor
y suavidad. Sin embargo, en la produccion de algunas bebidas destiladas, se
consideran impurezas si su concentracion es lo suficientemente elevada como
para rendir un desagradable sabor y olor penetrante en el producto (Posada,
1968), asi como aportar una sensacion de aspereza al paladar (Benvenisty y
Eden, 2000); adicional a esto, se les atribuye ser los causantes del dolor de
cabeza, irritacion y malestar que aparecen tras una ingestion considerable de
bebidas alcohdlicas (Murtagh, 1995; Suzzy et al, 1998).

Al obtener una gran cantidad de alcoholes superiores, se corre el riesgo de
rebasar los limites establecidos en la norma, teniendo que recurrir a una segunda
destilacion para disminuir su contenido. Esto tendra repercusion tanto en la
duracion como en la cantidad de energia empleada en el proceso, afectando asi

los costos de produccion (Arrizon y Gschaedler, 2006).
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3.5 Fundamentos analiticos
3.5.1 Cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC)

La cromatografia de liquidos se alta resolucion es una de las técnicas de analisis
quimico y purificacién de compuestos mas utilizadas hoy en dia, su popularidad
se debe a su alta sensibilidad y su facil adaptacion. La separacion de
compuestos consiste en un proceso de migracion diferencial, en el cual los
componentes de la mezcla son transportados por la fase movil y retenidos

selectivamente por una fase estacionaria (Anaya et al., 2001).

Al atravesar, la muestra y la fase movil, la fase estacionaria se dan dos tipos de
equilibrios debido a las interacciones entre cada uno de los componentes. Estas
interacciones son las responsables del grado de afinidad de cada uno de los
componentes de la muestra por cualquiera de las dos fases. Los componentes
con mayor afinidad a la fase estacionaria se retienen un mayor tiempo y tardan
mas en eluir, mientras que los compuestos que presentar mayor afinidad a la

fase movil se retienen un menor tiempo, eluyendo mas rapido (Ramirez, 2004).

3.5.2 Cromatografia de gases

La cromatografia de gases, al igual que la cromatografia de liquidos de alta
resoluciéon, es un método de analisis en el que los componentes se distribuyen
en dos fases; con la diferencia que, en esta ultima, la fase movil es un gas. La
muestra es vaporizada, inyectada a la columna y transportada a la columna por
un gas acarreador (inerte). Los componentes de la muestra inyectada son
separados basandose en su presion de vapor relativa y su afinidad por la fase

estacionaria (Reyes, 2006).

La identificacion de cada componente registrado se hace por medio de los
tiempos de retencion que muestra cada uno al atravesar la columna. Estos
tiempos se correlacionan con los componentes mediante la inyeccién de los
mismos en forma pura y en las mismas condiciones de la muestra, midiendo

también el tiempo de retencién en esas condiciones (Medina, 2008).
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4 HIPOTESIS

Si la levadura Saccharomyces cerevisiae participa en la produccion de distintos
alcoholes superiores a partir de fuentes de nitrdgeno durante la fermentacion
alcohdlica, entonces al variar la concentracion y fuente de nitrdgeno, la

concentracion y composicion de los alcoholes superiores se vera afectada.

5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar la produccion y composicion de los alcoholes superiores generados
durante la fermentacion de medio sintético y mosto de Agave angustifolia
adicionados con diferentes concentraciones y fuentes (organica o inorganica) de

nitrégeno.
5.2 Objetivos particulares

e Relacionar el consumo de azucar (fructosa) con el rendimiento de etanol
durante la fermentacion.

e Evaluar el efecto de las fuentes de nitrogeno en la cantidad de biomasa
generada durante la fermentacion.

e Relacionar la fuente de nitrégeno (organica e inorganica) con la
produccion de alcoholes superiores durante la fermentacion.

e Evaluar el efecto del exceso y la falta de nitrdgeno en los alcoholes

superiores generados durante la fermentacion.
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6 METODOLOGIA
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7 MATERIALES Y METODOS

7.1 Cepas de levaduras utilizadas para la fermentacién

Para este estudio se empled la cepa comercial de S. cerevisiae PE2, debido a
que su presentacion es un liofilizado, se hidratd con agua destilada y estéril
durante un periodo de 10 minutos. Posteriormente, se realizd un aislamiento y
purificacion mediante el uso de medio extracto de levadura peptona dextrosa
(YPD por sus siglas en inglés) para comprobar que las colonias estaban puras.
Primero se sembré en medio sélido YPD (extracto de levadura 1%, peptona 2%,
glucosa 2% y agar bacteriolégico 1.5%), posterior a esto, se observaron dos
diferentes tipos de colonia y se purificaron mediante el método de siembra por
estria. Se observaron las colonias al microscopio (40x) y se comparo la
morfologia observada con la literatura. Se seleccionoé la colonia que presentaba
las caracteristicas morfologicas reportadas en la literatura de S. cerevisiae, para
posteriormente sembrar en medio YPD liquido almacenandolas en congelaciéon
(-80°C) con 30% de glicerol como crioprotector, para su conservacion y

utilizacion durante todo el proyecto.

7.2 Preparacion de los medios de cultivo
7.2.1 Medio de cultivo sintético

El medio de cultivo sintético tenia la siguiente composicion: 9.5% p/v de fructosa,
0.5% p/v de glucosa, 0.33% p/v de MgSO4 = 7H20, 0.22% p/v de K>HPO4
(Segura-Garcia et al., 2014). Como fuente de nitrégeno se agregé una
concentracion de 100 y 300 ppm de (NH4)2PO4 y 100 ppm de aminoacidos
(valina, leucina, isoleucina). Las fuentes de carbono y nitrégeno, asi como las
sales minerales, se esterilizaron a 121°C durante 15 minutos por separado para
posteriormente mezclarlos y afiadir agua destilada estéril. Los aminoacidos se
esterilizaron por microfiltracion empleando filtros de jeringa Milex® de Merck

Millipore® con un tamafio de poro de 0.22um.
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7.2.2 Mosto de Agave angustifolia

Se realiz6 una hidrdlisis de la inulina presente mediante la coccion de las pifias
de la especie Agave angustifolia recolectadas previamente en el estado de
Oaxaca. Se cortaron las pifias en pedazos lo mas pequefio posible, para
después colocar 1 kg de pifia en un matraz al que se le agregaron 2 L de agua
destilada y H2SO4 al 0.01%. Posteriormente se calent6 en una autoclave a 105°C
durante 6 horas, concluido el tiempo de coccion, se procedié a la extraccion del
mosto y separacion de los residuos de bagazo. Se empled un extractor de jugos
(Tur Mix) para obtener el jugo. La concentracién de soélidos totales se determind
midiendo los grados °Brix, utilizando un refractometro (Atago, Brix 0.0-33.0%).
Con base en esto, los mostos fueron diluidos o concentrados para ajustarse a
10°Brix. Como fuente de nitrdgeno se agrego una concentracion de 100 y 200
ppm de (NH4).POs y 100 ppm de aminoacidos (valina, leucina, isoleucina). El
mosto obtenido y la fuente de nitrégeno (fosfato diamonico) se esterilizaron por
separado a 121°C durante 15 minutos. Los aminoacidos se esterilizaron por
microfiltracion empleando filtros de jeringa Milex® de Merck Millipore® con un

tamano de poro de 0.22um.

7.3 Preparacion de inéculo

La concentracion celular fue determinada mediante un conteo de células en
camara de Neubauer (Boceco, Deep 1/10 mm). El objetivo de este conteo fue
inocular un nimero de levaduras conocido (10° cel/mL), para que al diluir el
indculo en el medio se obtuviera un orden de 107 cel/mL. Se tomé 1 mL de cultivo
en tubos Eppendorf estériles y se centrifugaron a 14000 rpm a una temperatura
de 4°C durante 10 minutos. Posteriormente, se desechd el sobrenadante y el
pellet obtenido fue lavado adicionando 1 mL de agua destilada estéril y
centrifugado bajo las condiciones mencionadas anteriormente, esta operacion se
realizé tres veces con el fin de eliminar residuos del medio YPD. Una vez
concluido este procedimiento, se inocularon los pellets celulares contenidos en

cada tubo Eppendorf con una concentraciéon de orden de 107 cel/mL.
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7.4 Condiciones de fermentacioén

Las fermentaciones se llevaron a cabo en medio sintético y en mosto de Agave
angustifolia. Se evaluaron cuatro condiciones con respecto a la cantidad de
nitrégeno en el medio y el mosto. Las fermentaciones del Lote 1 se llevaron a
cabo en tubos con capacidad de 400 mL con un volumen de 250 mL de medio y
mosto respectivamente (relacién 5:8); mientras que las del Lote 2 se realizaron
en matraces Erlenmeyer con capacidad de 125 mL con un volumen de 78 mL de
medio y mosto respectivamente para guardar la misma relacion. Las
fermentaciones se realizaron en dos lotes de cada medio, en el primero se
afadio (NH4).PO4 como fuente de nitrégeno inorganica, mientras que en el
segundo se utilizaron aminoacidos (valina, leucina, isoleucina) como fuente
organica. En el primer lote, se presentaron dos condiciones para cada medio:
una sin afadir nitrégeno y la otra con nitrégeno. En el segundo lote se
presentaron cuatro condiciones: a) sin adicion de nitrégeno, b) con valina, c) con

leucina, d) con isoleucina.

En el primer lote, la condicidén con nitrdgeno consistio en afiadir al tubo con medio
sintético una concentracion de 300 ppm de (NH4)2PO4 y al mosto de agave 200
ppm de (NH4)2PO4. En cuanto al segundo lote, se afiadié la misma concentracion
de nitrdgeno al medio sintético y al mosto de agave. La concentracion presente
durante la fermentacion fue de 100 ppm de cada aminoacido por separado
(valina, leucina, isoleucina). Cada una de las condiciones de fermentacion se
realiz6 por duplicado. Es importante resaltar que se debe considerar el nitrégeno
presente en el mosto de agave, por lo que se realizé la determinacién de
nitrégeno y se obtuvo una concentracion de 100 ppm. Para tener la misma
cantidad de nitrégeno en las cuatro condiciones en cada medio, una condicion
del mosto consistid en no afadir nitrdgeno para que todas las fermentaciones
tuvieran 200 ppm de nitrégeno; mientras que, para el medio sintético, la primera
condicion consistio en afiadir 100 ppm de fosfato diaménico para que todas las

fermentaciones tuvieran 100 ppm de nitrégeno (Figura 10).
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[ Lot 1 |

LOTE 2

MOSTO AGAVE MOSTO AGAVE
3 % * *
100 200 100 200 200 200
ppm ppm ppm ppm ppm ppm
SinN 100 +100 ppm Sin N 100+ 100 100+ 100 100+ 100
afiadido (NH,),PO, afladido ppm VAL ppm LEU ppm ILE
MEDIO SS MEDIO 55
100 100 100 100
ppm ppm ppm ppm
Sin N 300 ppm 100 ppm 100 ppm 100 ppm 100 ppm
aftadido (NH,),PO, (NH,),PO, VAL LEU ILE

Figura 10. Representacion de las 12 condiciones de fermentacion llevadas a
cabo con diferentes fuentes y concentraciones de nitrégeno. (*) Todos los tubos

con mosto de agave contienen per se 100 ppm de nitrégeno.

Las fermentaciones del Lote 1 se llevaron a cabo a temperatura ambiente (18-
22°C) durante 9 dias en el caso del medio sintético y durante 7 dias en el mosto
de agave. Las fermentaciones del Lote 2 se llevaron a cabo en una incubadora
con temperatura constante (30°C) y agitacion durante 6 dias en el caso del medio

sintético y durante 7 dias en el mosto de agave.

7.5 Muestreo y monitoreo de las fermentaciones

Todas las muestras fueron tomadas al final de las fermentaciones, tomando
duplicados de cada tubo para determinar °Brix, pH y conteo celular. Las muestras
se conservaron en congelacion (-18°C) para su posterior andlisis de azUcares,
etanol y alcoholes superiores. También se realizé un monitoreo del cambio de

peso en todas las fermentaciones cada 24 horas.
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7.6 Medicion de biomasa

La cantidad total de biomasa presente se determind por conteo celular en camara
de Neubauer. Se tomaron 100 pL de cada muestra para colocarlos en un tubo
Eppendorf y diluirlos con 900 pL de agua destilada estéril y tefiirlos con cristal
violeta. Las diluciones se colocaron con una micropipeta de 100 pL en la camara
de Neubauer para realizar el conteo. Se observé mediante un microscopio Zeiss-
Axio empleando un objetivo de 40X y un lente de 10X/20. Se contaron las células
observadas dentro de cinco cuadros grandes elegidos al azar para

posteriormente calcular la cantidad de células mediante la siguiente ecuacion:

No.de células _ (No.de células contadas)(Dilucion)
mL o (No.de cuadros contados)(0.04x0.01)

Los valores 0.04 y 0.1 corresponden al area y la profundidad de cada cuadro

respectivamente.

7.7 Determinacion de solidos solubles totales (°Brix)

Los solidos solubles totales se determinaron empleando un refractometro (Atago,
°Brix 0.0-33.0%).

7.8 Determinacion de pH

La determinacion de pH se realizé con tiras indicadoras de pH (Merck). La tira
indicadora de pH se puso en contacto con la muestra hasta humedecer
ligeramente y se comparé el color del papel con los colores estandares indicados

por Merck.

7.9 Determinacion de fructosa por HPLC

Las muestras se analizaron en términos de las concentraciones de fructosa
presente en el medio. Las muestras se sometieron a un proceso de
microfiltracion empleando filtros de jeringa Milex® de Merck Millipore® con un
tamafio de poro de 0.22um para eliminar las sustancias que pudieran interferir

en las determinaciones, como sales.
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Los analisis se realizaron empleando cromatégrafo de liquidos Waters® 1525
equipado con un detector de indice de refraccion Waters® 2414 y una columna
Aminex® HPX-87, 300 mm x 7.8 mm con una temperatura del horno de 40°C.
La fase movil utilizada fue H2SO4 0.05 N, con una velocidad de flujo de 0.3
mL/min. El tiempo de corrida fue de 15 minutos. La concentracion de fructosa se
determind por el método de estandar externo, a partir de curvas de calibracion.

Se manejaron concentraciones de 0 a 10% v/v con intervalos de 2% (Anexo 1).

7.10 Determinacién de etanol y alcoholes superiores por
cromatografia de gases

Para estas determinaciones, las muestras también se sometieron a un proceso
de microfiltracion empleando filtros de jeringa Milex® de Merck Millipore® con un
tamafno de poro de 0.22um para eliminar las sustancias que pudieran interferir

en las determinaciones, como sales.

Los alcoholes superiores y el etanol se determinaron empleando un
cromatografo de gases Alignet® 6890N provisto con un detector de ionizacion
(FID) y una columna empacada Optima Wax® de 60 m x 0.25 mm. Previo a las
inyecciones, se realizé una rampa de calentamiento la cual consistié en calentar
el horno a 40°C por 5 minutos con incrementos de 5°C/min hasta alcanzar una
temperatura de 140°C y posteriormente de 10°C/min hasta alcanzar 240°C. La
temperatura del inyector y del detector fue de 250°C. Los flujos de los gases
fueron: H2 a 40 mL/min, aire a 400 mL/min y N2 a 28.3 mL/min. El tiempo de

corrida fue de 45 minutos.

Para la determinacion de los principales compuestos se utilizaron estandares de
Sigma-Aldrich®: etanol 99%, n-propanol 99.8%, 2-metil-1-propanol 99.5%, 2-
metil-1-butanol 99% y 3-metil-1-butanol 99%.

La curva de calibracion se realizo con el método de estandar externo. En el caso
de los alcoholes superiores, se manejaron concentraciones de 0 a 100 ppm con
intervalos de 20 ppm, mientras que, para el etanol, las concentraciones fueron

de 0 a 10%v/v con intervalos de 2% (Anexo 2).
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7.11 Determinacion de nitrégeno

Se empled el método de Sdrensen, el cual consiste en la valoracion de la
muestra con formaldehido empleando hidroxido de sodio como titulante. Con
este método puede cuantificarse el nitrdgeno asimilable por las levaduras (YAN,
por sus siglas en inglés), el cual comprende al amonio y a los restos de

aminoacidos presentes en la muestra.

La ecuacién empleada para esta determinacion varia dependiendo de la
concentracion del hidroxido de sodio y el volumen de la alicuota empleada para
la valoracién. En términos generales, la ecuacion puede quedar de la siguiente

forma:

I e v -t i

L (mL muestra empleados)X(factor de dilucién)

Nota: Si se emplea una concentracion diferente de base (NaOH), la ecuacion
requiere un ajuste. Usualmente se emplea NaOH 0.1 N

7.12 Rendimientos

Para las fermentaciones se determinaron los siguientes parametros: porcentaje
de consumo de sustrato, rendimiento de etanol con respecto al sustrato (Yps) y

rendimiento de etanol experimental con respecto al tedérico (Anexo 3).

7.13 Analisis Estadistico

Las determinaciones de los diferentes compuestos se realizaron por duplicado y
los resultados se analizaron por medio del software StatAdvisor®. Los datos
obtenidos se sometieron a la prueba LSD de Fisher (Least Significant Difference)
para determinar si existe diferencias significativas entre cada tratamiento
(p=<0.005) (Anexo 4).
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8 RESULTADOS Y DISCUSION

Para poder contrastar las caracteristicas del medio después de la fermentacion
con las caracteristicas iniciales, se realizaron diversas determinaciones para
caracterizar el mosto de A. angustifolia. En el caso del medio sintético, al ser un
medio preparado en el laboratorio, los valores estaban predeterminados, por lo
gue no fue necesario realizar determinaciones. Es importante destacar que
ambos medios contenian fructosa como fuente principal de carbono y una

minima cantidad de glucosa.

El nitrégeno asimilable por la levadura (YAN por sus siglas en inglés) esta
compuesto por la suma de dos fuentes de nitrdgeno: el nitrgeno amoniacal
(NH4%); y el nitrégeno total, que incluye los alfa aminoacidos (a excepcion de la
prolina debido a que no es asimilable en anaerobiosis). El mosto de agave
contiene per se cierta cantidad de nitrogeno que, de acuerdo con Leal et al.
(2003), comprende una cantidad mayor de nitrégeno total en comparacion con
el contenido de nitrégeno amoniacal (Tabla 2).

Tabla 2. Composicion del medio sintético y del mosto de A. angustifolia.

Medio Fructosa (%) Glucosa (%) Nitrogeno (mg/L o ppm)
Sintético ‘ 9.5 0.5 NA
Mosto ‘ 10.33+£0.21 3.37 £0.02 99.5+£0.97

NA: No Aplica (la formulacion del medio sintético no contiene fuente de
nitrégeno. Se aflade después de acuerdo con la condicion).

Para poder realizar la cuantificacion de los alcoholes superiores, el etanol y los
célculos de los rendimientos, se realizaron curvas de calibracion (Anexo 1y 2).
En el caso de la fructosa (cuantificada por HPLC), se obtuvo un tiempo de
retencion de 12.35 + 0.02 minutos. En cuanto a los alcoholes cuantificados por
cromatografia de gases, los tiempos de retencion fueron: a) etanol 7.22 + 0.03
min, b) propanol 10.20 + 0.01 min, c) isobutanol 12.21 + 0.02 min, d) alcohol

amilico15.95 £ 0.01 min y alcohol isoamilico 16.01 + 0.01 min.
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8.1 Produccion de CO2y crecimiento celular

Considerando que durante la fermentacion se consumen los azlcares del medio
y se producen etanol y CO,, se puede inferir que la pérdida de peso es
consecuencia de la generacién de COz liberado. Es por eso que, la fermentacion
se da por terminada cuando el peso se mantiene constante (Fernandez et al.,
2012).

En estudios previos, la adicion de nitrégeno en fermentaciones se ha
desarrollado con diferentes tipos de azlcar. Estos estudios indican que, si se
adiciona una cantidad adecuada de nitrdgeno, el tiempo de fermentacién puede
reducirse al incrementar el transporte de azucares (Salmon et al., 1993). Con un
parametro como la pérdida de peso es posible observar la diferencia en la
velocidad de fermentacion, evidenciando el efecto de la adicion de nitrogeno. Por
ello, a lo largo de las fermentaciones, el peso de los tubos fue monitoreado, las
Figuras 11 y 12 muestran el transcurso de la fermentacién de los diferentes

tratamientos realizados en medio sintético y mosto.

La Figura 11 muestra los tratamientos realizados con el Lote 1, en el cual se
utilizé (NH4)2PO4 como fuente adicionada de nitrégeno. En la figura 11a, se
observa una marcada diferencia en el medio sintético, observandose en el que
contenia un exceso de nitrogeno (300 ppm) perdié peso en menor tiempo que
aquel que no tenia nitrégeno. Esto indica que la adicién de nitrégeno activo la
fermentacion, finalizando antes la fermentacién que contenia nitrogeno. La
fermentacion carente de nitrégeno muestra una pérdida de peso casi lineal
durante toda la fermentacion, caracteristica que presentan las curvas de

fermentacion con limitante de algun nutriente.
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A pesar de no ser tan marcado en el mosto, en la Figura 11b se muestra el mismo
comportamiento. Al comparar los resultados de las fermentaciones en medio
sintético con las realizadas en mosto de Agave angustifolia, se observa que la
pérdida de peso en el mosto resulta casi la quinta parte de la pérdida que se dio
en el medio sintético. Esto puede deberse a que respecto a la condicion en la
gue se afadio nitrégeno, el mosto contenia una menor cantidad (200 ppm) que
el medio sintético (300 ppm). Esto aunado a que la fuente de nitrégeno en el
medio sintético provenia Unicamente de iones amonio (NHas:) (300 ppm),
mientras que en el mosto solo la mitad de la fuente era de este caréacter (s6lo
100 ppm) y las levaduras asimilan mas facilmente esta fuente de nitrégeno.

Durante la fermentacion la levadura toma el nitrégeno de los aminoéacidos,
perdiendo su caracter anfotero y pasando a acidos, lo cual origina una
disminucién del pH del medio. Estudios reportan que el pH mas favorable para
el crecimiento de Saccharomyces cerevisiae se encuentra entre 4.4-5.0, con un
pH de 4.5 para su crecimiento optimo (Vargas et al, 2010). La poca pérdida de
peso en las fermentaciones llevadas a cabo en el mosto en comparacién con el
medio sintético (Lote 1) se puede atribuir a que durante la hidrdlisis de inulina
presente en la pifia de agave se agregd un exceso de acido (con un pH de 2.5),
por lo que el mosto presentaba una acidez muy alta, saliendo del intervalo de pH
optimo. Esto derivd en un alargamiento de la fase exponencial para que las
levaduras se adaptaran a esta condicion de estrés, impidiendo a la levadura
fermentar durante ese tiempo. Es por eso que, en procesos industriales, se usan

soluciones tampon para mantener niveles 6ptimos de acidez (Rios, et al 2005).

En cuanto al Lote 2, en el medio sintético (Figura 12a) se observa que la
fermentacion que contenia (NH4):POs perdi0 peso en menor tiempo en
comparacion con las fermentaciones que contenian los aminoacidos. Esto se
debe a que el nitrogeno amoniacal (NH4*) es preferido por las levaduras, ya que
es muy facilmente asimilable, siendo asi la fuente principal de nitrdgeno en
fermentaciones alcoholicas. A diferencia de esto, los amino&cidos, al ser
adicionados en la primera etapa de la fermentacion, son almacenados y se
utilizan en etapas posteriores para la sintesis proteica, cuando hay escasez de

iones amonio (Leal et al., 2003; Fermentis, 2010).
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Figura 11. Pérdida de peso durante la fermentacion del Lote 1 con y sin (NH4).PO4 como
fuente de nitrégeno inorganica en (a) medio sintético y (b) mosto de A. angustifolia. Las

barras representan el promedio y la desviacién estdndar de dos repeticiones de los

tratamientos.
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Figura 12. Pérdida de peso durante la fermentacion del Lote 2 en (a) medio sintético
con amino@cidos (valina, leucina, isoleucina) y (NH.).PO4 como fuente de nitrégeno y
(b) mosto de A. angustifolia con aminoacidos (valina, leucina, isoleucina) como fuente
de nitrégeno. Las barras representan el promedio y la desviacion estandar de dos

repeticiones de los tratamientos.
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En la Figura 13a se muestra el crecimiento de las levaduras durante las
fermentaciones del Lote 1, observandose que el tratamiento de medio sintético
gue contenia nitrégeno alcanz6 un crecimiento superior al que carecian de este
nutriente. Se ha demostrado que el exceso de iones amonio genera aumento de
la biomasa, que incrementa a su vez la demanda de nitrégeno (Fermentis, 2010).
De acuerdo con esto, en el medio sintético, al tener un exceso de iones amonio
(300 ppm) la biomasa aumento significativamente a comparacion del tratamiento
carente de nitrégeno; mientras que, en el mosto, al contar sélo con 100 ppm de
iones amonio, se desarrollé6 una cantidad de biomasa casi igual en los dos

tratamientos.

En la Figura 13b se observa que, en el medio sintético, el tratamiento con
(NH4)2PO4 tuvo un mayor crecimiento en comparacion con los tratamientos
adicionados con aminoacidos y con todos los tratamientos de mosto de A.
angustifolia. Esto conduce a pensar que ante un exceso de iones amonio, la
levadura prefiere estos como fuente de nitrégeno casi en forma exclusiva. Sin
embargo, comparando los tratamientos que contenian aminoacidos entre si, no
se es evidente alguna diferencia. También se puede observar que, en el mosto,
el tratamiento que carece de fuente de nitrégeno desarrollé una biomasa menor
a la de cualquiera de los tratamientos adicionados con aminoacidos. Se ha
observado que el aumento de biomasa es proporcional al aumento de
concentracion de nitrégeno hasta llegar a una concentracion a partir de la cual
ya no aumenta esta biomasa; es decir seria la concentracion minima de
nitrégeno para obtener la biomasa maxima (Nitrogen Reference Value, NRV).

Esto se confirma al observar los datos obtenidos durante este experimento.
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Figura 13. Comparacion de la concentracion celular antes y después de la fermentacion
de (a) Lote 1 con (NH4).POs como fuente de nitrdgeno inorgénica y (b) Lote 2 con
aminoécidos (valina, leucina, isoleucina) como fuente de nitrdgeno organica. Las barras
representan el promedio y la desviacion estandar de dos repeticiones de los

tratamientos.
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8.2 Consumo de fructosa

La Tabla 3 muestra los pardmetros calculados de: porcentaje de consumo de
sustrato, rendimiento de etanol con respecto al sustrato (Yps) y rendimiento de

etanol obtenido experimentalmente con respecto al calculado teéricamente.

Tabla 3. Porcentajes de consumo de fructosa, Ysy rendimiento de etanol en las

fermentaciones.

Medio Tratamiento Consumo de Ypis (9/g) Rendimiento (%)
fructosa (%)
o SN 84,15 0,20 32,71
Sintético
LOTE 300 -(NH4)2POa4 80,47 0,24 37,33
1 SN- 100 81,51 A 0,06 ~ 8,95 A
Mosto
200 - (NH4)2PO4 88,29 @ 0,08 @ 17,102
100 -(NH4)2PO4 95,40 B 0,358 65,65 B
Sintético 100 - Val 94,57 ¢ 0,39 ¢ 72,90 €
100 - Leu 95,00 © 0,25°P 46,54 °
LOTE 100 - lle 94,77 € 0,358 64,90 B
2 SN- 100 86,63 P 0,16F 27,15
200 - val 86,62 ° 0,14° 23,65 °
Mosto
200 - Leu 87,06 0,12°¢ 20,26 ©
200 - lle 92,60 d 0,102 18,59 ¢

En donde SN indica que los tratamientos no tenian nitrégeno afiadido y los numeros indican la
concentracion de nitrégeno en ppm. (El mosto cuenta, per se con 100 ppm de nitrégeno YAN)
Yws se refiere al rendimiento de etanol (producto) con respecto al sustrato (fructosa) y el
rendimiento de etanol proviene de la relacién de la cantidad de etanol obtenida con respecto a la
cantidad tedrica calculada. Los valores acompafiados con la misma letra superindice significa
gue no hay diferencia significativa (LSD de Fisher p<0.005).

El parametro de consumo de azUcar nos indica qué cantidad de azucar fue
utilizada durante la fermentacion como fuente de sustrato de las levaduras para
ser transformada en etanol. Durante el cocimiento, si la temperatura es alta, los
azucares producidos tienden a caramelizarse y formar compuestos de Maillard
(enoles, furfurales, anhidridos difructosidicos e hidroximetilfurfurales); esto
representa una gran pérdida de azlcares reductores y compuestos nitrogenados
disponibles. Esto conlleva a la reduccion de rendimiento del proceso y puede
afectar la eficiencia de fermentacién (Allier y Gonzalez, 1999; Mancilla y Lépez,
2002). En la Tabla 3 se observa que, en los dos lotes, la fructosa tuvo un mayor
consumo en el medio sintético; esto puede deberse a que la hidrdlisis de inulina

en el agave no fue efectiva.
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El mayor consumo de fructosa lo obtuvo el tratamiento de fosfato de amonio en
el medio sintético (95.40%), reafirmando que la adicién de sales de amonio
acelera el metabolismo de la levadura, por lo que esta puede asimilar con mayor
rapidez los azucares para poder biotransformarlos en etanol (Jacques et al.,
2003).

Ademas, se ha comprobado que la adiciébn de sales de amonio resulta mas
efectiva para la activacion del transporte de los azucares debido a la induccion
de la biosintesis de las proteinas encargadas del transporte de azlcares
(Salmon, 1989; Mauricio y Salmon, 1992; Salmon et al., 1993) y la reduccién del
tiempo de fermentacion (Mendes-Ferreira et al., 2004; Beltran et al. 2005).

8.3 Rendimiento y produccion de etanol

El menor rendimiento se observé en el mosto sin nitrogeno del Lote 1, lo cual
conlleva a pensar que el pH tuvo influencia también en la cantidad de etanol
generada, como ya antes se habia mencionado. A pesar de esto, es evidente
gue el rendimiento aumenta en los tratamientos que contenian nitrégeno en su

formulacion, tanto en el mosto como en el medio sintético (Tabla 3).

Con respecto al rendimiento de etanol, en el Lote 2, la mayor cantidad se obtuvo
en el medio sintético adicionado con valina (Yps= 0.39). Esto puede significar que
este aminoacido resulta recomendable en este medio si lo que se busca es
obtener una mayor cantidad de etanol. La pobreza del medio en nitrégeno
amoniacal, hace aumentar la formacion de los alcoholes superiores, por tener
gue proveerse las levaduras de nitrégeno a partir del nitrégeno amoniacal
obtenido mediante la desaminacion de los aminoacidos presentes en el mismo
(Walker, 1999; Ter Schure et al., 1998). Al observar los resultados obtenidos en
mosto, el mayor rendimiento se obtuvo en la fermentacion que no contenia
nitrogeno (Yps= 0.16), lo cual conlleva a pensar que, en los tratamientos
adicionados con aminoacidos, el metabolismo de la levadura se centré en la

produccion de alcoholes superiores mas que en la produccién de etanol.
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Es importante destacar que, a pesar de que el mosto adicionado con isoleucina
tuvo un porcentaje de consumo de fructosa alto (92.60%), su rendimiento de
etanol con respecto al sustrato fue bajo (0.10). Probablemente esta cepa utilizo
el sustrato para el crecimiento celular, es decir, empled el sustrato como
mecanismo de produccién de biomasa y no de metabolitos. Esto se reafirma con
el crecimiento celular obtenido para este tratamiento (Figura 13b).

Para hacer frente a situaciones desfavorables, la levadura responde
rapidamente sintetizando moléculas que le permiten atenuar o reparar el dafio
causado por el estrés. La prioridad de la levadura deja de ser fermentar para
producir alcohol y pasa a sintetizar compuestos que la ayuden a sobrevivir (Folch
et al., 2004). Aquellos tubos que no contaban con nitrégeno afiadido, produjeron
una menor cantidad de etanol (Figura 14a). Esto puede deberse a que las células
gue se encontraban en el medio con falta de fuente de nitrogeno estaban en un
estado de estrés, lo cual no les permitia fermentar muy rapido la cantidad de

azucar presente para convertirla en etanol.

La mayoria de los tratamientos tuvieron mayor producciéon de etanol en medio
de cultivo sintético que en mosto de agave. Al utilizar un medio de cultivo sintético
es posible dirigir la fermentacion alcohdlica para favorecer la produccion de
etanol debido a que se puede controlar la formulacion del medio. En cambio, en
el mosto es necesario que durante el cocimiento la inulina se hidrolice ya que, si
no es hidrolizada, no podra ser utilizada por la levadura para producir etanol
durante la fermentacién (Allier y Gonzalez, 1999). Es posible que la hidrdlisis de

la inulina no haya sido efectiva.

Los tratamientos del Lote 2 presentan una menor cantidad de etanol producida.
La razon de esta diferencia es la temperatura. De acuerdo con Garcia et al
(1993), a una temperatura de 25°C, las cepas de S. cerevisiae dominan la
fermentacion y las otras especies mueren, mientras que a 20°C algunas especies
no pertenecientes a Saccharomyces sobreviven. Al provenir el indculo de una
cepade S. cerevisiae, siendo esta especie la productora de etanol por excelencia
en las fermentaciones alcohdlicas, a una temperatura mas baja (Lote 1), se

producira una menor cantidad de etanol.
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Figura 14. Concentracién de etanol producido durante la fermentacién en (a) Lote 1 con
(NH4)2PO4 como fuente de nitrégeno inorganica y (b) Lote 2 con aminoéacidos (valina,
leucina, isoleucina) como fuente de nitrdgeno organica. Las barras representan el

promedio y la desviacién estandar de dos repeticiones de los tratamientos.
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Tabla 4. Concentracién de los alcoholes superiores presentes en medio sintético y mosto de A. angustifolia el Ultimo dia de

fermentacion.

vEDIo  TRaTAMiENTO ETANOL  NPROPANOL ISOBUTANOL  Qyico  isoAwiLico
(PPM) (PPM)
Mosto SN-100 0.45+0.05 " 463+0.20" 2.43+0.06 % 493+0.38% ND
200 -(NH4):POs  0.90 +0.05 2 4.07 +0.06 2 1.17 £0.04 2 5.36 +0.49 2 ND
LOTE1 o SN 1.59 +0.29 10.66 + 0.46 5.39 + 0.24 3.63+0.41 2.45+0.23
Sintetico 300 - (NH4):POs  1.82+0.33 5.78 + 0.43 34.85+0.35 4.29 +0.38 4.29 +0.38
SN-100 1.43+0.07® 9.11+0.01° 10.97 +0.13° 3.78 +0.24° 8.19+0.53%
Vosto 200 - Val 1.25+0.17 ° ND 18.22 +0.12° 10.44 +0.05° ND
200 - Leu 1.07+0.15® ND ND ND 32.58 £ 0.64 2
200 - lle 0.98 +0.02® ND ND 21.47 £0.59 © ND
LOTE 2 100 -(NH4);POs  3.20+0.19 € 15.72 +0.42 © 3048+0.76¢ 12.67+0.39%¢  2485+091°
o 100 - Val 3.55+0.12 P 10.80+0.46°  120.32+2.68°  22.02+0.43° 45.43 +0.53 ©
Sintetico 100 - Leu 2.29+0.18F 9.02+0.03F 30.25+0.78%  1154+0.33°  119.29+1.31°
100 - lle 3.15+0.02° 8.65+0.09 F 48.64+0.11F 11339+1.08F 41.44+0.63F

En donde SN indica que los tratamientos no tenian nitrdgeno afiadido y los niumeros indican la concentracion de nitrégeno en ppm
y ND significa No Determinado debido a que el método no fue lo suficientemente sensible para detectar el compuesto. Los datos

representan el promedio y la desviacidon estandar de dos repeticiones de los tratamientos. Los valores acompafiados con la misma
letra superindice significa que no hay diferencia significativa (LSD de Fisher p<0.005).

41



8.4 Produccidén de alcoholes superiores

Los principales compuestos volatiles reportados durante la fermentacion de S.
cerevisiae en mosto de agave y medio sintético son los siguientes: alcoholes
superiores (n-propanol, n-butanol, alcohol isoamilico, alcohola milico y 2-
feniletanol); ésteres (acetato de etilo); aldehidos; metanol y etanol (Diaz et al.,
2008; De Ledn-Rodriguez et al., 2006; Segura-Garcia, 2014). En la Tabla 4 se
muestran las concentraciones de los alcoholes superiores (n-propanol,
isobutanol (2-metil-1-propanol) y alcoholes amilicos (2-metil-1-butanol y 3-metil-
1-butanol).

La fermentacion en medio de cultivo sintético adicionado con 100 ppm de
(NH4)2PO4 destaco por la produccién de n-propanol en mayor concentracion
(15.72 + 0.42). Esta fermentacion también obtuvo la mezcla de alcoholes
superiores mas homogeénea, lo que indica que, de acuerdo también con Leal et
al. (2003), la mayoria de los iones amonio fueron utilizados para la biosintesis de

los cuatro alcoholes superiores cuantificados.

La formacion de los isomeros del alcohol amilico (3-metil-1-butanol y 3-metil-1-
butanol) es a través de dos posibles rutas: por la desaminacion de leucina e
isoleucina (via Ehrlich) o por los intermediarios en la biosintesis de estos
aminoacidos (Arellano, 2011). En el Lote 2, en los dos medios, se observa como
al adicionar estos aminoacidos, se incrementa la concentracion de los alcoholes
amilicos; al adicionar leucina se incrementa la cantidad de alcohol isoamilico y
al adicionar isoleucina se incrementa la cantidad de alcohol amilico. Lo mismo

se observa en el caso de la valina y el isobutanol.

Arellano (2011) report6 que los intermediarios en la biosintesis de los alcoholes
amilicos puede ser la via principal de la produccién de alcohol amilico, ya que el
jugo de agave no es rico en leucina e isoleucina. En este caso, la formacion de
estos compuestos ocurrio después del crecimiento de S. cerevisiae, cuando los

aminoacidos eran activamente necesarios.
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La diferencia en 3-metil-1-butanol puede ser debida a las diferencias en la
relacion C/N en los mostos. Estos resultados son similares a los de Pinal et al.
(1997) y Arrizon y Gschedler (2006), quienes en tequila encontraron que una alta
relacion C/N produce mayor concentracién de alcoholes superiores como
resultado de las reacciones de desaminacion de amino&cidos, y probablemente
porque las cadenas de carbono favorecen la sintesis de alcoholes superiores
(Walker, 1999; Delfini y Formica, 2001).

Las concentraciones de los alcoholes superiores desarrollados en todas las
fermentaciones en este trabajo se compararon con las especificaciones de la
Norma Oficial Mexicana del mezcal (NOM-070-SCFI-1994). La produccion de
alcoholes superiores de los dos lotes se encuentra debajo del intervalo permitido,
el cual es de 100 a 400 mg/mL (Figura 15).

La concentracion maxima del Lote 1 la tuvo el tratamiento de medio sintético con
300 ppm de (NH4)2PO4, obteniendo un total de 46.08 mg/100 mL, mientras que
en el Lote 2 la tuvo el tratamiento de medio sintético con 100 ppm de isoleucina
(212.11 mg/mL). Al no sobrepasar ninguno de los tratamientos el intervalo
establecido por la norma, se observa que las fermentaciones con la levadura
empleaday la fuente y cantidad de nitrégeno se ajustan a la norma. Sin embargo,
es muy importante considerar que no se realizo la etapa de destilacion que
involucra la separacion y concentracion de alcoholes y otros compuestos
volatiles, por lo tanto, no se puede concretar si este cumple con las

especificaciones al no ser considerado un producto terminado.

Se ha observado que las transformaciones bioquimicas durante el proceso de
fermentacion alcohdlica, ocurren durante las primeras 24 horas. La maxima
cantidad de alcoholes superiores se produce en el estado inicial de fermentacion
(Otero et al., 2006). Con esto se puede deducir que la cantidad de alcoholes
superiores es independiente del tiempo que dure la fermentacion. Esto se
evidencia al observar que la cantidad de alcoholes superiores generada en el
Lote 2 fue mucho mayor que en Lote 1, siendo que las fermentaciones en el Lote
1 duraron 7 y 9 dias para mosto de agave y medio sintético respectivamente,

mientras que en el Lote 2 fueron 7 y 6 dias (Figura 15).
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De acuerdo con la ruta de Ehrlich, los aminoacidos son desaminados en los
correspondientes acidos cetonicos y, posteriormente, estos son descarboxilados
en aldehidos para finalmente transformarse en alcoholes superiores por
reduccién (Hidalgo, 2010). Comparando el Lote 1 con el Lote 2, se observa que
la adicion de aminoacidos a las fermentaciones, aumentan significativamente la

cantidad de alcoholes superiores producidos.

Sin embargo, es importante tomar en cuenta que la temperatura también pudo
jugar un papel importante en esta diferencia. Cuando la fermentacién sucede en
presencia de temperaturas altas (por arriba de los 20°C en el caso de produccién
de bebidas alcohdlicas) favorecen la produccion de alcoholes superiores, esteres
y acidos grasos, mientras que temperaturas entre los 5°C y los 15°C favorecen
particularmente la produccion de acetaldehido y diacetilo (Téllez et al., 2012). Tal
como se describe anteriormente, al observar la Grafica 15, se observa la
diferencia entre el Lote 1 (18-22°C) y el Lote 2 (30°C).

La leucina, laisoleucina y la valina dan origen a los alcoholes isoamilico, amilico
e isobutilico respectivamente. El n-propanol, a diferencia de los anteriores se
forma a partir de un aminoacido polar no cargado: le treonina (Santillan et al.,
1998). En los resultados obtenidos en el Lote 2 en medio sintético, se observa
gue la mayor cantidad de isobutanol (120.32 + 2.68 mg/L) se obtuvo al agregar
valina, la mayor cantidad de alcohol isoamilico (119.29 + 1.31 mg/L) se obtuvo
al agregar leucina y la mayor cantidad de alcohol amilico (113.39 + 1.08 mg/L)
se obtuvo al agregar isoleucina. Lo que confirma la correlacion entre los

aminoacidos y los alcoholes superiores.

Los tratamientos tuvieron mayor produccion de alcoholes superiores en medio
de cultivo sintético que en mosto de agave. Al utilizar un medio de cultivo sintético
es posible dirigir la fermentacién alcohdlica para favorecer la produccion de
etanol debido a que se puede controlar la formulacion del medio. En cambio, en
el mosto es necesario que durante el cocimiento la inulina se hidrolice ya que, si
no es hidrolizada, no podra ser utilizada por la levadura para producir etanol

durante la fermentacién (Allier y Gonzalez, 1999).
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Figura 15. Suma de las concentraciones de los alcoholes superiores (n-propanol, 2-
metil-1-propanol, 2-metil-1-butanol y 3-metil-1-butanol) obtenidas al final de la
fermentacion en (a) Lote 1 con (NH4).POs como fuente de nitrégeno inorganica y (b)

Lote 2 con aminoacidos (valina, leucina, isoleucina) como fuente de nitrégeno orgénica.
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CONCLUSIONES

Durante las fermentaciones, la levadura, prefiere fuentes de nitrégeno
orgénicas, como los aminoacidos, en comparacion con los aminoacidos para
la produccién de etanol y alcoholes superiores.

Dependiendo del aminoacido que se adicione a la fermentacion, se tendra
un perfil de alcoholes superiores diferente. Al adicionar valina, leucina e
isoleucina, los alcoholes superiores predominantes al final de la
fermentacién serdn isobutanol, alcohol amilico y alcohol isoamilico
respectivamente.

La fuente de nitrogeno presente en el medio de cultivo en donde se lleve a
cabo la fermentacion tiene un impacto importante en el perfil metabdlico de
la cepa, lo que desencadena un cambio en la produccién de alcoholes

superiores.
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10 PERSPECTIVAS

Profundizar en el estudio del efecto de la adicion de las distintas fuentes de
nitrdgeno en mosto de agave y medio sintético sobre los alcoholes superiores
generados. Probar diferentes mezclas de los diferentes aminoacidos, en los
medios de cultivo para observar el efecto generado en los perfiles de alcoholes

superiores.

Profundizar en el efecto de la levadura empleada en las fermentaciones en mosto
de agave y medio sintético sobre los alcoholes superiores generados. Probar
cepas de levaduras silvestres provenientes de agaves mezcaleros para observar

el efecto generado en los perfiles de alcoholes superiores.
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12 ANEXOS

12.1 Anexo 1. Curva de calibracién y tiempo de retencidon de
fructosa.

Fructosa

14000000
y = 1E+06x - 364041

R%=0,9905
12000000

10000000
8000000

6000000

Area (uV*sec)

4000000

2000000

0 2 4 6 8 10 12

Concentracién (%)

Fructosa

Figura 16. Curva patron de fructosa por patron externo. La curva representa el
promedio de valores de los duplicados.

Los analisis se realizaron empleando cromatégrafo de liquidos Waters® 1525
equipado con un detector de indice de refraccion Waters® 2414 y una columna
Aminex® HPX-87, 300 mm x 7.8 mm con una temperatura del horno de 40°C.
La fase movil utilizada fue H2SO4 0.05 N, con una velocidad de flujo de 0.3
mL/min. La concentracion de fructosa se determind por el método de estandar
externo, a partir de curvas de calibracion. Se manejaron concentraciones de 0 a
10% v/v con intervalos de 2%. Se obtuvo un tiempo de retencién de 12.35 + 0.02

minutos, el tiempo de corrida fue de 15 minutos.
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12.2 Anexo 2. Curvas de calibracion de etanol y alcoholes

superiores.
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Figura 17. Curva patron de etanol por patron externo.

La determinacion se realiz6 empleando un cromatografo de gases Alignet®
6890N provisto con un detector de ionizacion (FID) y una columna empacada
Optima Wax® de 60 m x 0.25 mm. Previo a las inyecciones, se realizé una rampa
de calentamiento la cual consisti6 en calentar el horno a 40°C por 5 minutos con
incrementos de 5°C/min hasta alcanzar una temperatura de 140°C vy
posteriormente de 10°C/min hasta alcanzar 240°C. La temperatura del inyector
y del detector fue de 250°C. Los flujos de los gases fueron: Hz a 40 mL/min, aire

a 400 mL/min y N2 a 28.3 mL/min. El tiempo de corrida fue de 45 minutos.

En el caso de los alcoholes superiores, se manejaron concentraciones de 0 a
100 ppm con intervalos de 20 ppm, mientras que, para el etanol, las

concentraciones fueron de 0 a 10%v/v con intervalos de 2%.

Los tiempos de retencion fueron: a) etanol 7.22 + 0.03 min, b) propanol 10.20 +
0.01 min, c) isobutanol 12.21 + 0.02 min, d) alcohol amilico15.95 + 0.01 min y

alcohol isoamilico 16.01 + 0.01 min.
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12.3 Anexo 3. Calculos de consumo de sustrato y rendimiento del
producto.

12.3.1 Consumo de fructosa (%)

%fructosa; — %fructosas
k

f %) = 1
Consumo de fructosa (%) Yofructosa. 00
Ejemplo (Lote 2- Medio sintético 100 ppm Valina):
9.5% — 0.51%
Consumo de fructosa(%) = * 100 = 94.62%

9.5%
12.3.2 Rendimiento de etanol con respecto al sustrato

_|AP| | =BR[] g producto
P/S ™ |AS| ~ |S¢—S;| g sustrato consumido

Ejemplo (Lote 1- Mosto SN 100 ppm):

AP 3.44g — 0
v _|AP] g—0g

I ot =0.16
P/s Z1AS| ~ I331g—24.79 ¢ &

12.3.3 Rendimiento de etanol (%)

. g de etanol producido exp.
Rendimiento de etanol (%) = — * 100
g de etanol teorico

Ejemplo (Lote 1- Medio sintético 300 ppm (NH4)2PO4):

436g

— 0
1167 g * 100 = 37.35%

Rendimiento de etanol (%) =
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La cantidad tedrica de etanol se calcul6 mediante un balance de materia

empleando la siguiente reaccion:

CeH41204 > 2 C0: + 2CaHsO
Fructosa Etanol

Considerando que por cada mol de fructosa que se fermente, se generara dos
mol de etanol. Se considera que, en el caso del medio sintético se tenia una
concentracion de glucosa de 9.5%, mientras que en el mosto de agave se tenia
10.33 %; al encontrarse en un volumen de 240 mL, los gramos de fructosa se
calcularon de la siguiente manera:

9.5 g fructosa

X————— = 22.
240 mL 100 mL 22.80 g de fructosa

Con este célculo se obtuvo que la cantidad de fructosa presente en el medio

sintético era de 22.8 g, mientras que en el mosto fue de 24.79 g.

Tomando en cuenta que la masa molar de la fructosa es 180.06 g/mol y la del
etanol es 46.07 g/mol, la cantidad tedrica de etanol se obtuvo de la siguiente

forma:

1 mol fructosa y 2 mol etanol 9 46.07 g etanol
180.06 gfr. 1 mol fructosa 1 mol etanol

22.8 g fructosa X = 11.67 g etanol

Con este calculo se obtuvo la cantidad de etanol tedrica, para el medio sintético

11.67 y 12.69 g para el mosto.
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12.4 Anexo 4. Analisis estadistico

Las determinaciones de los diferentes compuestos se realizaron por duplicado y
los resultados se analizaron por medio del programa StatAdvisor®. Este
procedimiento ejecuta un andlisis de varianza de un factor para cada compuesto.
Construye varias pruebas y graficas para comparar los valores medios de los

diferentes compuestos para los diferentes niveles de Tratamiento.
12.4.1 Comparacioén de los tratamientos con 100 ppm

Se realizaron dos comparaciones debido al nimero de factores manejados. La
primera comparaciéon incluye todos los tratamientos con 100 ppm de N,
considerando que solo un factor era el tratamiento, independiente del Lote y del

medio. Se definieron 6 niveles con 5 variables:

SN-100 Mosto Lote 1

SN-100 Mosto Lote 2

100- fosfato de amonio medio sintético Lote 2
100-valina medio sintético Lote 2

100-leucina medio sintético Lote 2

o gk w DN e

100 Isoleucina medio sintético Lote 2

A continuacion, se muestran los analisis realizados para cada compuesto: etanol
(Tabla 5y 6), propanol (Tabla 7 y 8), isobutanol (Tabla 9 y 10), alcohol amilico
(Tabla 11 y 12) y alcohol isoamilico (Tabla 13 y 14). También se realizaron
analisis para el consumo de fructosa (Tabla 15 y 16), el rendimiento de etanol
con respecto ala fructosa (Tabla 17 y 18) y el rendimiento de etanol experimental

con respecto al tedrico (Tabla 19 y 20).

Tabla 5. ANOVA para Etanol por Tratamiento

Fuente Suma de Gl Cuadr_ado Raz6n- Valor-
Cuadrados Medio F P
Entre grupos 14.4448 5 2.8890 190.27 0.0000
Intra grupos 0.0911 6 0.0152
Total (Corr.) 14.5359 11
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Tabla 6. Pruebas de Multiple Rangos para Etanol por Tratamiento

Contraste Sig. Diferencia  +/- Limites
100-lle sintético L2 - 100-Leu sintético L2 * 0.87 0.3015
100-lle sintético L2 - 100-Val sintético L2 * -0.39 0.3015
100-lle sintético L2 - 100-fosfato sintético L2 -0.04 0.3015
100-lle sintético L2 - SN-100 Mosto L1 * 2.7 0.3015
100-lle sintético L2 - SN-100 Mosto L2 * 1.72 0.3015
100-Leu sintético L2 - 100-Val sintético L2 * -1.26 0.3015
100-Leu sintético L2 - 100-fosfato sintético L2 * -0.91 0.3015
100-Leu sintético L2 - SN-100 Mosto L1 * 1.83 0.3015
100-Leu sintético L2 - SN-100 Mosto L2 * 0.85 0.3015
100-Val sintético L2 - 100-fosfato sintético L2 * 0.35 0.3015
100-Val sintético L2 - SN-100 Mosto L1 * 3.09 0.3015
100-Val sintético L2 - SN-100 Mosto L2 * 2.11 0.3015
100-fosfato sintético L2 - SN-100 Mosto L1 * 2.74 0.3015
100-fosfato sintético L2 - SN-100 Mosto L2 * 1.76 0.3015
SN-100 Mosto L1 - SN-100 Mosto L2 * -0.98 0.3015

* indica una diferencia significativa.

Tabla 7. ANOVA para Propanol por Tratamiento

Fuente Suma de Gl Cuadrgdo Razon- Valor-
Cuadrados Medio F P
Entre grupos 233.44 5 46.688 688.70 0.0000
Intra grupos 0.40675 6 0.0678
Total (Corr.) 233.847 11

Tabla 8. Pruebas de Multiple Rangos para Propanol por Tratamiento

Contraste Sig. Diferencia  +/- Limites
100-lle sintético L2 - 100-Leu sintético L2 -0.375 0.6371
100-lle sintético L2 - 100-Val sintético L2 * -2.15 0.6371
100-lle sintético L2 - 100-fosfato sintético L2 * -7.075 0.6371
100-lle sintético L2 - SN-100 Mosto L1 * 3.165 0.6371
100-lle sintético L2 - SN-100 Mosto L2 * 7.21 0.6371
100-Leu sintético L2 - 100-Val sintético L2 * -1.775 0.6371
100-Leu sintético L2 - 100-fosfato sintético L2 * -6.7 0.6371
100-Leu sintético L2 - SN-100 Mosto L1 * 3.54 0.6371
100-Leu sintético L2 - SN-100 Mosto L2 * 7.585 0.6371
100-Val sintético L2 - 100-fosfato sintético L2 * -4.925 0.6371
100-Val sintético L2 - SN-100 Mosto L1 * 5.315 0.6371
100-Val sintético L2 - SN-100 Mosto L2 * 9.36 0.6371
100-fosfato sintético L2 - SN-100 Mosto L1 * 10.24 0.6371
100-fosfato sintético L2 - SN-100 Mosto L2 * 14.285 0.6371
SN-100 Mosto L1 - SN-100 Mosto L2 * 4.045 0.6371

* indica una diferencia significativa.
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Tabla 9. ANOVA para Isobutanol por Tratamiento

Suma de Cuadrado ,

Fuente Cuadrados Gl Medio Razéon-F Valor-P
Entre grupos 17927.8 5 3585.56 2557.22  0.0000
Intra grupos 8.4128 6 1.4021
Total (Corr.) 17936.2 11

Tabla 10. Pruebas de Mdltiple Rangos para Isobutanol por Tratamiento

Contraste Sig. Diferencia  +/- Limites
100-lle sintético L2 - 100-Leu sintético L2 * 18.39 2.89744
100-lle sintético L2 - 100-Val sintético L2 * -71.68 2.89744
100-lle sintético L2 - 100-fosfato sintético L2 * 18.155 2.89744
100-lle sintético L2 - SN-100 Mosto L1 * 46.21 2.89744
100-lle sintético L2 - SN-100 Mosto L2 * 37.665 2.89744
100-Leu sintético L2 - 100-Val sintético L2 * -90.07 2.89744
100-Leu sintético L2 - 100-fosfato sintético L2 -0.235 2.89744
100-Leu sintético L2 - SN-100 Mosto L1 * 27.82 2.89744
100-Leu sintético L2 - SN-100 Mosto L2 * 19.275 2.89744
100-Val sintético L2 - 100-fosfato sintético L2 * 89.835 2.89744
100-Val sintético L2 - SN-100 Mosto L1 * 117.89 2.89744
100-Val sintético L2 - SN-100 Mosto L2 * 109.345 2.89744
100-fosfato sintético L2 - SN-100 Mosto L1 * 28.055 2.89744
100-fosfato sintético L2 - SN-100 Mosto L2 * 1951 2.89744
SN-100 Mosto L1 - SN-100 Mosto L2 * -8.545 2.89744

* indica una diferencia significativa.

Tabla 11. ANOVA para Alcohol amilico por Tratamiento

Suma de Cuadrado .

Fuente Cuadrados Gl Medio Raz6on-F Valor-P
Entre grupos 17333.2 5 3466.64 11759.95 0.0000
Intra grupos 1.7687 6 0.2948
Total (Corr.) 17335.0 11
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Tabla 12. Pruebas de Mdltiple Rangos para Alcohol amilico por Tratamiento

Contraste Sig. Diferencia  +/- Limites
100-lle sintético L2 - 100-Leu sintético L2 * 101.855 1.32853
100-lle sintético L2 - 100-Val sintético L2 * 91.375 1.32853
100-lle sintético L2 - 100-fosfato sintético L2 * 100.73 1.32853
100-lle sintético L2 - SN-100 Mosto L1 * 108.465 1.32853
100-lle sintético L2 - SN-100 Mosto L2 * 102.955 1.32853
100-Leu sintético L2 - 100-Val sintético L2 * -10.48 1.32853
100-Leu sintético L2 - 100-fosfato sintético L2 -1.125 1.32853
100-Leu sintético L2 - SN-100 Mosto L1 * 6.61 1.32853
100-Leu sintético L2 - SN-100 Mosto L2 1.1 1.32853
100-Val sintético L2 - 100-fosfato sintético L2 * 9.355 1.32853
100-Val sintético L2 - SN-100 Mosto L1 * 17.09 1.32853
100-Val sintético L2 - SN-100 Mosto L2 * 11.58 1.32853
100-fosfato sintético L2 - SN-100 Mosto L1 * 7.735 1.32853
100-fosfato sintético L2 - SN-100 Mosto L2 * 2.225 1.32853
SN-100 Mosto L1 - SN-100 Mosto L2 * -5.51 1.32853

* indica una diferencia significativa.

Tabla 13. ANOVA para Alcohol Isoamilico por Tratamiento

Suma de Cuadrado .

Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 19467.2 5 3893.44 7282.57 0.0000
Intra grupos 3.20775 6 0.534625
Total (Corr.) 19470.4 11

Tabla 14. Pruebas de Mdltiple Rangos para Alcohol Isoamilico por Tratamiento
Contraste Sig. Diferencia  +/- Limites
100-lle sintético L2 - 100-Leu sintético L2 * -77.85 1.78914
100-lle sintético L2 - 100-Val sintético L2 * -3.99 1.78914
100-lle sintético L2 - 100-fosfato sintético L2 * 16.585 1.78914
100-lle sintético L2 - SN-100 Mosto L1 * 41.435 1.78914
100-lle sintético L2 - SN-100 Mosto L2 * 41.435 1.78914
100-Leu sintético L2 - 100-Val sintético L2 * 73.86 1.78914
100-Leu sintético L2 - 100-fosfato sintético L2 * 94.435 1.78914
100-Leu sintético L2 - SN-100 Mosto L1 * 119.285 1.78914
100-Leu sintético L2 - SN-100 Mosto L2 * 119.285 1.78914
100-Val sintético L2 - 100-fosfato sintético L2 * 20.575 1.78914
100-Val sintético L2 - SN-100 Mosto L1 * 45.425 1.78914
100-Val sintético L2 - SN-100 Mosto L2 * 45.425 1.78914
100-fosfato sintético L2 - SN-100 Mosto L1 * 24.85 1.78914
100-fosfato sintético L2 - SN-100 Mosto L2 * 24.85 1.78914
SN-100 Mosto L1 - SN-100 Mosto L2 0.0 1.78914

* indica una diferencia significativa.
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Tabla 15. ANOVA para Consumo de Fructosa por Tratamiento

Suma de Cuadrado ,

Fuente Cuadrados Gl Medio Razéon-F Valor-P
Entre grupos 350.401 5 70.0801 418.91 0.0000
Intra grupos 1.00375 6 0.1673
Total (Corr.) 351.404 11

Tabla 16. Pruebas de Mdltiple Rangos para Consumo de Fructosa por

Tratamiento

Contraste Sig. Diferencia  +/- Limites
SN-100 Mosto L1 - SN- 100 Mosto L2 * -5.13 1.00082
SN-100 Mosto L1 - 100—Fosfato sintético L2 * -14.395 1.00082
SN-100 Mosto L1 - 100-Val sintético L2 * -13.06 1.00082
SN-100 Mosto L1 - 100-Leu sintético L2 * -13.495 1.00082
SN-100 Mosto L1 - 100-lle sintético L2 * -13.265 1.00082
SN- 100 Mosto L2 - 100-Fosfato sintético L2 * -9.265 1.00082
SN- 100 Mosto L2 - 100-Val sintético L2 * -7.93 1.00082
SN- 100 Mosto L2 - 100-Leu sintético L2 * -8.365 1.00082
SN- 100 Mosto L2 - 100-lle sintético L2 * -8.135 1.00082
100—Fosfato sintético L2 - 100-Val sintético L2 * 1.335 1.00082
100—Fosfato sintético L2 - 100-Leu sintético L2 0.9 1.00082
100—Fosfato sintético L2 - 100-lle sintético L2 * 1.13 1.00082
100-Val sintético L2 - 100-Leu sintético L2 -0.435 1.00082
100-Val sintético L2 - 100-Ile sintético L2 -0.205 1.00082
100-Leu sintético L2 - 100-lle sintético L2 0.23 1.00082

* indica una diferencia significativa.

Tabla 17. ANOVA para Rendimiento de Etanol con respecto a Fructosa por

Tratamiento

Suma de Cuadrado 3
Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 0.170867 5 0.0341733 2050.40 0.0000
Intra grupos 0.0001 6 0.0000167
Total (Corr.) 0.170967 11
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Tabla 18. Pruebas de Mdltiple Rangos para Rendimiento de Etanol: Fructosa

Contraste Sig. Diferencia  +/- Limites
SN-100 Mosto L1 - SN- 100 Mosto L2 * -0.1 0.0099895
SN-100 Mosto L1 - 100-Fosfato sintético L2 * -0.295 0.0099895
SN-100 Mosto L1 - 100-Val sintético L2 * -0.335 0.0099895
SN-100 Mosto L1 - 100-Leu sintético L2 * -0.19 0.0099895
SN-100 Mosto L1 - 100-lle sintético L2 * -0.29 0.0099895
SN- 100 Mosto L2 - 100-Fosfato sintético L2 * -0.195 0.0099895
SN- 100 Mosto L2 - 100-Val sintético L2 * -0.235 0.0099895
SN- 100 Mosto L2 - 100-Leu sintético L2 * -0.09 0.0099895
SN- 100 Mosto L2 - 100-lle sintético L2 * -0.19 0.0099895
100—Fosfato sintético L2 - 100-Val sintético L2 * -0.04 0.0099895
100—Fosfato sintético L2 - 100-Leu sintético L2 * 0.105 0.0099895
100—Fosfato sintético L2 - 100-lle sintético L2 0.005 0.0099895
100-Val sintético L2 - 100-Leu sintético L2 * 0.145 0.0099895
100-Val sintético L2 - 100-lle sintético L2 * 0.045 0.0099895
100-Leu sintético L2 - 100-lle sintético L2 * -0.1 0.0099895

* indica una diferencia significativa.

Tabla 19. ANOVA para Rendimiento de Etanol (Experimental vs. Tedrico)

Suma de Cuadrado .

Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 6356.23 5 1271.25 3960.88 0.0000
Intra grupos 1.9257 6 0.32095
Total (Corr.) 6358.15 11

Tabla 20. Pruebas de Multiple Rangos para Rendimiento de Etanol
(Experimental vs. Teorico)

Contraste Sig. Diferencia  +/- Limites
SN-100 Mosto L1 - SN- 100 Mosto L2 * -18.21 1.38624
SN-100 Mosto L1 - 100—Fosfato sintético L2 * -56.695 1.38624
SN-100 Mosto L1 - 100-Val sintético L2 * -63.955 1.38624
SN-100 Mosto L1 - 100-Leu sintético L2 * -37.595 1.38624
SN-100 Mosto L1 - 100-lle sintético L2 * -55.955 1.38624
SN- 100 Mosto L2 - 100—Fosfato sintético L2 * -38.485 1.38624
SN- 100 Mosto L2 - 100-Val sintético L2 * -45.745 1.38624
SN- 100 Mosto L2 - 100-Leu sintético L2 * -19.385 1.38624
SN- 100 Mosto L2 - 100-lle sintético L2 * -37.745 1.38624
100—Fosfato sintético L2 - 100-Val sintético L2 * -7.26 1.38624
100—Fosfato sintético L2 - 100-Leu sintético L2 * 19.1 1.38624
100—Fosfato sintético L2 - 100-lle sintético L2 0.74 1.38624
100-Val sintético L2 - 100-Leu sintético L2 * 26.36 1.38624
100-Val sintético L2 - 100-Ile sintético L2 * 8.0 1.38624
100-Leu sintético L2 - 100-lle sintético L2 * -18.36 1.38624

* indica una diferencia significativa.

65



12.4.2 Comparacion de los tratamientos con 200 ppm

La segunda comparacion fue con 200 ppm de N. Se definieron 4 niveles y 5

variables.

1 200-fosfato de amonio, Mosto Lote 1
2 200-Valina, Mosto Lote 2

3. 200-leucina, mosto Lote 2

4 200-isoleucina, mosto lote 2

A continuacién, se muestran los analisis realizados para cada compuesto: etanol
(Tabla 21 y 22), propanol (Tabla 23 y 24), isobutanol (Tabla 25 y 26), alcohol
amilico (Tabla 27 y 28) y alcohol isoamilico (Tabla 29 y 30). También se

realizaron analisis para el consumo de fructosa (Tabla 31 y 32), el rendimiento

de etanol con respecto a la fructosa (Tabla 33 y 34) y el rendimiento de etanol

experimental con respecto al tedrico (Tabla 35y 36).

Tabla 21. ANOVA para Etanol por Tratamiento

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon- Valor-
Cuadrados Medio F P
Entre grupos 0.13125 3 0.04375 3.13 0.1496
Intra grupos 0.0559 4 0.01398
Total (Corr.) 0.18715 7

Tabla 22. Pruebas de Multiple Rangos para Etanol por Tratamiento

Contraste Sig. Diferencia  +/- Limites
Fosfato Mosto L1 - lle Mosto L2 -0.08 0.328221
Fosfato Mosto L1 - Leu Mosto L2 -0.165 0.328221
Fosfato Mosto L1 - Val Mosto L2 * -0.345 0.328221
lle Mosto L2 - Leu Mosto L2 -0.085 0.328221
lle Mosto L2 - Val Mosto L2 -0.265 0.328221
Leu Mosto L2 - Val Mosto L2 -0.18 0.328221
* indica una diferencia significativa.
Tabla 23. ANOVA para Propanol por Tratamiento
Suma de Cuadrado , Valor-
Fuente Cuadrados < Medio Razon-F P
Entre grupos 24.7863 3 8.26211 8160.11  0.0000
Intra grupos 0.00405 4 0.00101
Total (Corr.) 24.7904 7
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Tabla 24. Pruebas de Mdltiple Rangos para Propanol por Tratamiento

Contraste Sig. Diferencia  +/- Limites
Fosfato Mosto L1 - lle Mosto L2 * 4.065 0.0883462
Fosfato Mosto L1 - Leu Mosto L2 * 4.065 0.0883462
Fosfato Mosto L1 - Val Mosto L2 * 4.065 0.0883462
lle Mosto L2 - Leu Mosto L2 0.0 0.0883462
lle Mosto L2 - Val Mosto L2 0.0 0.0883462
Leu Mosto L2 - Val Mosto L2 0.0 0.0883462

* indica una diferencia significativa.

Tabla 25. ANOVA para Isobutanol por Tratamiento

Suma de Cuadrado .

Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 478.421 3 159.474 39255.07 0.0000
Intra grupos 0.01625 4 0.00406
Total (Corr.) 478.437 7

Tabla 26. Pruebas de Multiple Rangos para Isobutanol por Tratamiento

Contraste Sig. Diferencia  +/- Limites
Fosfato Mosto L1 - lle Mosto L2 * 1.17 0.176965
Fosfato Mosto L1 - Leu Mosto L2 * 1.17 0.176965
Fosfato Mosto L1 - Val Mosto L2 * -17.045 0.176965
lle Mosto L2 - Leu Mosto L2 0.0 0.176965
lle Mosto L2 - Val Mosto L2 * -18.215 0.176965
Leu Mosto L2 - Val Mosto L2 * -18.215 0.176965

* indica una diferencia significativa.

Tabla 27. ANOVA para Alcohol amilico por Tratamiento

Suma de Cuadrado

Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F  Valor-P
Entre grupos 505.496 3 168.499 758.62 0.0000
Intra grupos 0.88845 4 0.222112
Total (Corr.) 506.384 7

Tabla 28. Pruebas de Multiple Rangos para Alcohol amilico por Tratamiento

Contraste Sig. Diferencia  +/- Limites
Fosfato Mosto L1 - lle Mosto L2 * -16.285 1.30851
Fosfato Mosto L1 - Leu Mosto L2 * 5.18 1.30851
Fosfato Mosto L1 - Val Mosto L2 * -5.26 1.30851
lle Mosto L2 - Leu Mosto L2 * 21.465 1.30851
lle Mosto L2 - Val Mosto L2 * 11.025 1.30851
Leu Mosto L2 - Val Mosto L2 * -10.44 1.30851

* indica una diferencia significativa.
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Tabla 29. ANOVA para Alcohol Isoamilico por Tratamiento

Suma de Cuadrado .

Fuente Cuadrados Gl Medio Razén-F Valor-P
Entre grupos 1592.18 3 530.728 5241.76  0.0000
Intra grupos 0.405 4 0.10125
Total (Corr.) 1592.59 7

Tabla 30. Pruebas de Mdltiple Rangos para Alcohol Isoamilico por Tratamiento

Contraste Sig. Diferencia  +/- Limites
Fosfato Mosto L1 - lle Mosto L2 0.0 0.883462
Fosfato Mosto L1 - Leu Mosto L2 * -32.58 0.883462
Fosfato Mosto L1 - Val Mosto L2 0.0 0.883462
lle Mosto L2 - Leu Mosto L2 * -32.58 0.883462
lle Mosto L2 - Val Mosto L2 0.0 0.883462
Leu Mosto L2 - Val Mosto L2 * 32.58 0.883462

* indica una diferencia significativa.

Tabla 31. ANOVA para Consumo de Fructosa por Tratamiento

Suma de Cuadrado .

Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 56.0516 3 18.6839 44.65 0.0016
Intra grupos 1.67375 4 0.41844
Total (Corr.) 57.7254 7

Tabla 16. Pruebas de Multiple Rangos para Consumo de Fructosa por

Tratamiento

Contraste Sig. Diferencia  +/- Limites
lle Mosto L2 - Leu Mosto L2 * 5.63 1.796
lle Mosto L2 - Val Mosto L2 * 7.085 1.796
lle Mosto L2 - Fosfato Mosto L1 * 4.41 1.796
Leu Mosto L2 - Val Mosto L2 1.455 1.796
Leu Mosto L2 - Fosfato Mosto L1 -1.22 1.796
Val Mosto L2 - Fosfato Mosto L1 * -2.675 1.796

* indica una diferencia significativa.

Tabla 17. ANOVA para Rendimiento de Etanol con respecto a Fructosa por

Tratamiento

Suma de Cuadrado ;

Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 0.002538 3 0.0008458 67.67 0.0007
Intra grupos 0.00005 4 0.0000125
Total (Corr.) 0.002588 7
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Tabla 18. Pruebas de Mdltiple Rangos para Rendimiento de Etanol con
respecto a Fructosa por Tratamiento

Contraste Sig. Diferencia  +/- Limites
lle Mosto L2 - Leu Mosto L2 * -0.02 0.009816
lle Mosto L2 - Val Mosto L2 * -0.04 0.009816
lle Mosto L2 - Fosfato Mosto L1 0.005 0.009816
Leu Mosto L2 - Val Mosto L2 * -0.02 0.009816
Leu Mosto L2 - Fosfato Mosto L1 * 0.025 0.009816
Val Mosto L2 - Fosfato Mosto L1 * 0.045 0.009816

* indica una diferencia significativa.

Tabla 19. ANOVA para Rendimiento de Etanol experimental con respecto al
tedrico por Tratamiento

Suma de Cuadrado .

Fuente Cuadrados Gl Medio Razén-F  Valor-P
Entre grupos 47.0477 3 15.6826 227.16 0.0001
Intra grupos 0.27615 4 0.06904
Total (Corr.) 47.3239 7

Tabla 20. Pruebas de Multiple Rangos para Rendimiento de Etanol
experimental con respecto al tedérico por Tratamiento

Contraste Sig. Diferencia  +/- Limites
lle Mosto L2 - Leu Mosto L2 * -1.575 0.729513
lle Mosto L2 - Val Mosto L2 * -5.005 0.729513
lle Mosto L2 - Fosfato Mosto L1 * 1.535 0.729513
Leu Mosto L2 - Val Mosto L2 * -3.43 0.729513
Leu Mosto L2 - Fosfato Mosto L1 * 3.11 0.729513
Val Mosto L2 - Fosfato Mosto L1 * 6.54 0.729513

* indica una diferencia significativa.
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