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1.-INTRODUCCION

El alcohol etilico (etanol, C;HsOH) es producido por microorganismos (levaduras y
bacterias) durante un proceso que no requiere la participacion del oxigeno
(anaerobio). Este etanol es la base de la produccion de bebidas alcohodlicas
complejas, sin embargo, también tiene usos como solvente industrial y como
aditivo para la gasolina, entre otros. Dicha fermentacion comienza con el
transporte de azUcares a través de la membrana y su metabolizacidon por via
glucolitica (Embden-Meyerhof-Parnas principalmente). Las levaduras son
principalmente los microorganismos involucrados en la produccién de etanol.
(Arratia, 2009).

El etanol es el comin denominador de todas las bebidas alcohdlicas, se obtiene
durante la fermentacion de azlcares mediante la accidon de una levadura,
generalmente, Saccharomyces cerevisiae (Zambonelli y col., 1989). Citado por
(Ayala y Escamilla 2007).

La etapa mas importante en la produccién de estas bebidas es la fermentacion,
proceso por el cual los aztcares son transformados en etanol por levaduras. Estas
se encuentran involucradas en todas las etapas de la fermentacion desde el inicio
de esta hasta su terminacion. El tequila y el mezcal se elaboran por fermentacion
alcohdlica utilizando levaduras capaces de realizar la biotransformacién de la

glucosa a etanol y bidxido de carbono (Arratia, 2009).



1. JUSTIFICACION
Este trabajo comprende el aislamiento de levaduras del aguamiel del Agave sp. cv.
comiteco y la evaluacion de 4 cepas de levadura sobre la produccidon de etanol. El
aislamiento se realizd debido a la necesidad de encontrar una cepa autdctona que
fermente de manera natural la miel de agave con la finalidad que pueda ser
utilizada por la empresa Comiteco Balin Canan S. de R.L. de C. V. dedicada a la
elaboracién de bebidas alcohdlicas. Por lo tanto es necesaria la evaluacion de otras
cepas de levadura para tener referencia sobre la produccién de etanol y elegir
aquella cepa que tenga un resultado semejante o mejor a la levadura comercial

que actualmente se emplea en la empresa.

2. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General:

Evaluar la capacidad productiva de etanol de cuatro cepas de levadura.

3.2 Objetivos Especificos:

Aislar levaduras del aguamiel del Agave sp. cv comiteco
Evaluar el efecto del microorganismo utilizado sobre la produccién de etanol

Caracterizar a los 4 destilados por cromatografia de gases.

3. CARACTERIZACION DEL AREA EN QUE PARTICIPO

El proyecto se realizd en las instalaciones del Instituto Tecnoldgico de Tuxtla
Gutiérrez; en el laboratorio de investigacion ubicado en el edificio D, en el cual se

realizd0 el aislamiento de las levaduras asi como las fermentaciones



correspondientes. En el polo tecnoldgico se otorgd espacio para llevar a cabo el
proceso de destilacion y la determinacién de la densidad y el laboratorio de
analitica y biologia molecular ubicado en el edificio Z, se realizd el andlisis de

caracterizacion de los destilados por cromatografia de gases.

4. PROBLEMAS A RESOLVER
Con la realizacion del presente proyecto se pretende encontrar una cepa de
levadura con mayor produccidn de etanol, utilizando en la fermentacion el
protocolo original que se emplea en la empresa Comiteco Balin Canan S. de R.L.
de C. V. Caracterizar por cromatografia de gases los destilados de las diferentes
cepas empleadas para conocer los compuestos volatiles presentes en los destilados
y describir el potencial de fermentacion de las cepas en base a sus productos de

fermentacion.

5. ALCANCES Y LIMITACIONES
Mediante la realizacion del proyecto se logré el aislamiento de 5 cepas de levadura
del aguamiel del Agave sp. cv comiteco, de las cuales se eligieron 2 para llevar a

cabo la fermentacion bajo temperatura controlada.

En el proceso de destilacion no se logré recuperar la cabeza y colas de los
destilados, la causa probable es el equipo de destilacion, ya que en la empresa se
destila en un alambique de metal, y a nivel laboratorio el equipo es de cristal,
ademas se esperaba que la destilacidon comenzara a los 80°C, sin embargo se
destil6 a partir de los 92°C llegando hasta los 96°C, esta temperatura fue
empleada debido a que en el mosto de la fermentacion hay muchos solidos

solubles que aumentan el punto de ebullicién.

Debido a que el Agave sp. cv comiteco aun estd en proceso de estudio, existe

escasa informacion bibliografica sobre éste, por lo tanto se presentan referencias



basadas en articulos referentes a otras variedades de agave que se utilizan para la

fabricacion de bebidas alcohdlicas.

7. FUNDAMENTO TEORICO

7.1 Generalidades de los agaves

En México, los agaves han tenido y tienen una gran importancia econdmica y
cultural para numerosos pueblos indigenas y mestizos, que los han aprovechado
durante siglos como fuente de alimento, bebida, medicina, combustible, cobijo,
ornato, fibras duras extraidas de las hojas (ixtle), abono, construccion de viviendas
y elaboracion de implementos agricolas, entre otros usos. En México, el género
Agave tiene una amplia distribucion, se encuentra en mas de 75% del territorio;
sin embargo, su distribucion es altamente asimétrica, hay regiones que poseen
mas especies que otras. Son muy diversos en las provincias aridas y semiaridas del
centro y norte, pero su numero disminuye drasticamente hacia las provincias
hiumedas y calidas del sur, por lo que su ausencia es notoria en estados como

Tabasco, Campeche y Quintana Roo.

Existen divergencias respecto a la posicion taxondmica del maguey. En la
taxonomia clasica se le ubica en la familia Amaryllidaceae, subfamilia Agavoideae.
El género Agave es el mas grande de esta familia, comprendiendo
aproximadamente, doscientas setenta y cinco especies (Lawrence, 1951). Sin
embargo, Hutchinson (1934) lo ubicé dentro del orden Agavales y especificamente
en la familia Agavaceae, en donde se incluye el género Agave. Este género incluye,
de la nomenclatura tradicional, géneros que pertenecen a la familia Liliacea y otros
a la Amaryllidacea (Lawrence, 1951; Gémez, 1963). En esta nomenclatura, el
subgénero Agave lo integran 12 secciones con 82 especies, 21 subespecies y 23

variedades y un total de 197 taxas (Garcia, 2007).



7.2 Distribucion

Los Agaves son plantas siempre verdes cuyas caracteristicas fisioldgicas y
morfoldgicas les confieren una notable capacidad de adaptacion a los ambientes
mas hostiles. Es precisamente en estos ambientes donde se desarrollan y
multiplican facilmente, proporcionando una productividad mas alta que muchas de
las plantas cultivadas utilizadas actualmente. El género Agave es originario de
Mesoameérica, distribuyéndose desde los 34 ° Latitud Norte hasta los 60 ° Latitud
Sur; coincidiendo en nuestro pais el centro de origen con el centro de diversidad

de especies.

Los Agaves son plantas que pueden encontrarse en gran diversidad de habitats,
desde los valles y planicies hasta cerros y laderas pedregosas, incluyendo lugares
montafosos de gran altitud. Se desarrollan mejor, tanto a nivel individual como
poblacional, sobre planicies extensas con suelos aluviales, de profundidad y textura
medias y pH de neutro a ligeramente alcalino. Conviven también con variados tipos
de vegetacion, destacando entre otros: la vegetacion xerofita, pastizales,
matorrales, bosques, etc. Generalmente forma grupos o conglomerados dispersos
dentro de la vegetacidon de pastizal y se le encuentra combinado con nopaleras y
matorral micrdfilo. Puede encontrarsele lo mismo en sitios con altitudes de 300
msnm, que en lugares situados a mas de 3000 msnm (Gentry, 1982). Citado por
(Garcia, 2007)

7.3 Agave como fuente de Inulina

Varios estudios indican que las pifias o cabezas de los agaves son ricos en
carbohidratos, entre los que se encuentra la inulina (Arrazola, 1969). Se han
realizado analisis en pifas de Agave tequilana weber, que muestran que el
contenido de carbohidratos es de 75%, se ha identificado azlcares como glucosa,
dextrina, almidon y principalmente inulina, que representa el 24% de los azlcares
totales (Arrazola 1969), comparandola con otras variedades, que contienen entre

15-20% de inulina. En los agaves, los principales polimeros de reserva energética



son los fructooligosacaridos (FOS), cuya estructura y peso molecular depende de la
especie (Lopez et al,, 2003). En México existen diversos géneros de agave, los
cuales han desarrollado algunas adaptaciones morfoldgicas y fisioldgicas para
sobrevivir, una de estas adaptaciones fisioldgicas es el uso del metabolismo acido
(Wang y Nobel, 1998), donde el principal producto son los fructanos o
fructooligosacaridos, que son de naturaleza glucosidica, de interés benéfico a la
salud como prebidtico y fibra soluble, asi como por sus propiedades funcionales
(Kaur y Gupta,2002), ademas de encontrarlos como componentes naturales de
frutas, hortalizas, cereales, etc.(Ramirez, 2009). La hidrdlisis total de la inulina
produce, ademas de fructuosa, de 5 a 6% de moléculas de glucosa, que se
considera estan ubicadas en los extremos de la cadena. La enzima inulinasa es la
enzima que actla sobre estos enlaces glucosidicos de este polimero, debido a que
las furanosas que contiene (fructuosa) hacen que la inulina sea muy labil a la
hidrdlisis, se ha sugerido usarla como una fuente para la obtencién comercial de

fructuosa de alta pureza. (Badui, 2006)

Desde el punto de vista econdmico, el agave es de particular interés, no sélo por
su empleo en la industria de la fermentacion, sino por las amplias posibilidades

para su aprovechamiento integral. (Sanchez, 1979). Citado por (Ramirez, 2009)

7.3 Aguamiel

El pulgue es el principal producto del cual se deriva el nombre genérico de la palta
a nivel popular (*maguey pulquero”), esta bebida es un fermento del aguamiel. El
maguey manso y los agaves pulqueros en general tardan de 8 a 12 afios para
florecer, momento en el que son aprovechados para la extraccién de aguamiel,
éste se extrae del area donde nace el cogollo y la yema vegetativa, antes de la
floracion. Ambos se cortan y posteriormente por medio del raspado o desgaste de
esta zona se forma una cavidad en el centro, hacia la cual escurre la savia dulce o
aguamiel. Cada individuo puede producir de 500 a 1000 litros de aguamiel en su

vida productiva, que tiene un periodo de unos cuantos meses (Alfaro et al. 2007).
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El pulque se produce mediante la fermentacion del aguamiel, que se lleva a cabo
por medio de algunas bacterias como Zimomonas mobilis, Lactobacillus y
Leuconostoc, las cuales confieren la viscosidad caracteristica, mientras que el

grado alcohdlico lo proporcionan las levaduras Saccharomyces (Pefa et al., 2004).

El agave pulquero (Agave salmiana) planta de la familia Agavaceae, crece en el
altiplano semiseco y frio de México. El aguamiel, es un fluido obtenido del agave.
El fluido se produce en las plantas adultas y se obtiene de la etapa previa a la
floracion. El jugo se acumula en la parte baja de la planta (mezontete). Este fluido
es rico en carbohidratos como inulina, sacarosa y fructuosa (Moreno, 2008),
ademas contiene pequefias cantidades de aminoacidos y vitaminas. Desde hace
400 afos, el jugo del agave (aguamiel), se fermenta y se obtiene una bebida

alcohdlica ligera denominada pulque.

El proceso de fermentacion inicia en el maguey, donde se encuentran
microorganismos autdctonos como levaduras, bacterias lacticas, bacterias
productoras de etanol y bacterias productoras de exopolisacaridos. Estos
microorganismos transforman de manera natural parte de los azlcares disponibles
en aguamiel, sin embargo el proceso se acelera por la adicion de un indculo
iniciador llamado semilla (una porcién de pulque previamente producido). El
tiempo de fermentacion puede durar de 12 a 48 hora a 25°C, cuidando que los
recipientes no tenga ninguna sustancia que inhiba los microorganismos mesofilicos
(Detergentes, perfumes, desinfectantes, entre otros). A medida que pasa el tiempo
se presentan cambios importantes como un incremento en el porcentaje de etanol
y formacién de exopolisacaridos como b-glucanos y dextranos; que generan un
incremento en la viscosidad transformado el fluido de newtoniano a no newtoniano

(Cervantes y Pedroza 2007).

Los consorcios microbianos son frecuentemente encontrados en varias bebidas
fermentadas y se considera que esta interaccion positiva es un mecanismo

evolutivo que favorece a todas las poblaciones presentes en el consorcio con
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respecto a la captacion de nutrientes, eliminacién de ciertos metabolitos que
pueden llegar a ser tdxicos si se acumulan en la bebida y control de flora
microbiana alterante de la fermentacidon. La literatura reporta que a partir del
pulqgue se pueden recuperar diversos grupos microbianos clasificados como:
subdivision  Bacillus-Lactobacillus-Streptococcus  (Lactobacillus cepa ASF360
AF157050, Lactobacillus acidophilus M99740, L. hilgardii M58521, L. plantarum
D79210 vy Leuconostoc mesenteroides spp mesenteroides), subdivision
proteobacteria (Acetobacter pomorium AJ001632, Zymomonas mobilis AF281034)
y hongos levaduriformes pertenecientes a los géneros (Sacharomyces cerevisiae,

Saccharomyces sp) (Cervantes y Pedroza, 2007).

7.4 Aislamiento de Levaduras Autoctonas en Mostos Fermentados

Es conocido que la fermentacion alcohdlica es un proceso del que son
responsables las levaduras provenientes de la flora epifitica de la uva, o bien
puede ser llevado a cabo mediante la inoculacion de “starters” de levaduras
seleccionadas (Cuinier, 1991; Delteil, 1992). En la actualidad existen
fermentaciones controladas, empleando levaduras seleccionadas para mejorar la
calidad de los vinos y evitar, de esta forma, variaciones debidas al crecimiento de
microorganismos silvestres no deseables (Delfini y Bardi, 1990; Giudizi y
Zambonelli, 1992; Melero, 1992; Suarez, 1990). Para este fin, a pesar de la
existencia de levaduras seleccionadas comerciales, es preferible el empleo de
levaduras autdctonas seleccionadas (Suarez e Inigo, 1990; Melero 1992). A modo
de ejemplo citaremos a Regoddn Mateos et al. (1996), que seleccionando 12 cepas
de Saccharomyces cerevisiae procedentes de mostos y vinos extremenos (por su
origen en Extremadura, Espafa) vy tras realizar vinificaciones experimentales con
las mismas vy realizar analisis de los vinos concluyen que la mayoria de las cepas
seleccionadas produjeron vinos mas apreciados que los realizados mediante
levaduras comerciales estudiadas (Martin-Lagos, 1999).
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Actualmente, la industria cervecera posee diversos medios de cultivo para detectar
la presencia de levaduras salvajes, no obstante, ninguno de estos medios permite
la deteccidon de todas ellas. El medio WLN es uno de los mas utilizados para
detectar estas levaduras debido a que permite su desarrollo, aunque debe
suplementarse con un bactericida (por ej.: tetraciclina o cloranfenicol) que inhiba
totalmente el crecimiento bacteriano. Por otra parte, para la diferenciaciéon entre
Saccharomyces spp. de las especies no Saccharomyces spp. puede emplearse un
medio de cultivo especifico que posee lisina como Unica fuente de nitrdgeno, ya
que no permite el desarrollo de levaduras pertenecientes al género Saccharomyces
(Basanta, 2009).

Se han realizado diversos estudios sobre la importancia de utilizar cepas
autoctonas en la elaboracidn de vinos. Muchos estudios se han realizado sobre las
levaduras vinicas desde que Pasteur (1866) demostrara que éstas eran las
responsables de la transformacion de los azicares del mosto en etanol algo propio
de las fermentaciones vinicas. No obstante, la fermentacion alcohdlica se trata de
un proceso complejo y todavia dista bastante de estar completamente entendido.

Lo que parece claro es que las fermentaciones alcohdlicas realizadas
espontaneamente no se deben a la accién de una Unica especie ni de una Unica
cepa de levadura, sino que es el resultado de la accion combinada de diversas
especies de levaduras que crecen mas o menos siguiendo una sucesion a lo largo
de la fermentacion. De todas maneras, dentro de las levaduras que se pueden
encontrar en una fermentacion alcohdlica (levaduras procedentes de la propia uva
o del material tipico de bodega), se ha visto que Saccharomyces cerevisiae es la
mas idénea para consumir todos los azlcares fermentables y por tanto, asegurar

el proceso (Mas et al., 2002).

La transformacién de los azUcares en etanol es el proceso basico en la produccion
de vino pero también existen otras reacciones secundarias que pueden llegar a ser

muy importantes. Su importancia se debe sobre todo a sus aportaciones
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cualitativas al vino, ya que pueden contribuir favoreciendo (produccion de glicerol,
esteres, alcoholes superiores, etc.) o perjudicando (produccion de acido acético,
sulfhidrico o acetato de etilo) el producto final.

El estudio a lo largo de los afos de la dindamica, cuantificacion y composicion de la
microbiota responsable de las fermentaciones espontaneas ha mostrado
diferencias tanto cualitativas como cuantitativas, en las levaduras aisladas en una
misma zona vitivinicola e incluso dentro de los depdsitos de una misma bodega.
Las causas de esta variabilidad pueden ser: cambios en las técnicas de vinificacion,
diferencias en las vendimias, cambios en las condiciones climaticas, etc. Por tanto,
la necesidad de asegurar la fermentacién alcohdlica, asi como la tipicidad y
reproducibilidad de los vinos, requiere cada vez mas el uso de cultivos iniciadores.
Las levaduras seleccionadas se han utilizado con excelentes resultados en muchos
paises, obteniéndose productos finales de calidad mas uniforme que los que se
producian con las fermentaciones espontaneas. Este Ultimo punto es que el
todavia hoy genera el debate acerca de la utilizacion o no de indculos, ya que
garantizan repetitividad a expensas de perder algo de complejidad en el vino final.
De hecho ya Pasteur decia que "las cualidades del vino dependen en gran parte de
la naturaleza especifica de las levaduras que se desarrollan durante la
fermentacion de los mostos. Podemos pensar que si se sometiera a un mismo

mosto a la accién de levaduras distintas, se lograrian vinos de distinta naturaleza.

A pesar de que existen levaduras comerciales para realizar las fermentaciones, es
mas efectivo el uso de cultivos puros de levaduras que procedan de la zona
vitivinicola donde se van a utilizar, lo que se conoce como levaduras locales
seleccionadas, ya que se cree que las levaduras que se encuentran en una

microzona son:

- Especificas del area.
- Totalmente adaptadas a las condiciones climaticas de la zona.

- Totalmente adaptadas a la materia prima, es decir al mosto a fermentar.
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- Responsables, al menos parcialmente, de las caracteristicas Unicas de los vinos
obtenidos.

Las caracteristicas propias de una zona (mostos con alto o bajo contenido en
azucares, grado alcohdlico, tipo de vinos elaborados, temperatura de
fermentacion, etc.) pueden ser, por tanto, un aspecto interesante a la hora de
seleccionar una levadura aunque hay muchos otros que también se tienen que
tener en cuenta. La importancia de estos parametros puede ser relativa
dependiendo del producto para el cual quieren ser utilizados, por ejemplo, si se

quiere seleccionar una levadura apta para una vinificacion (Mas et al., 2002).

7.5 Caracteristicas generales de las levaduras
7.5.1 Generalidades

El término levadura, al igual que sucede con el termino moho, se emplea de forma
habitual, si bien su definicidon resulta dificil de precisar. Se puede referir a aquellos
hongos que generalmente no son filamentosos, sino unicelulares y de forma
ovoide o esferoide, y que se reproducen por gemacion o por fision (Mossel et al.,
1985). La mayoria de las levaduras son hongos microscopicos que no forman
micelio, y por lo tanto se presentan como células sencillas. Por lo que respecta a la
morfologia de estos microorganismos, pueden presentar forma redondeada,
ovoidea o elongada, siendo relativamente constante para la misma especie. No
obstante, en numerosas ocasiones, para describir la forma vegetativa de las
levaduras se emplean los términos de esférica, ovoide, alargada, cilindrica,
triangular e incluso alargada, constituyendo un verdadero micelio o un falso
micelio. Por lo que respecta al tamafio de las células, éste puede variar mucho
segun las distintas especies. De esta forma, por lo que respecta a la anchura el
rango oscila de 1 a 10 micrémetros, mientras que el mismo es de 2-3 micrometros
a 20-50 micrémetros para la longitud. Las levaduras se encuentran encuadradas
dentro de las eucariotas puesto que presentan un nucleo diferenciado y organulos

subcelulares como pueden ser el reticulo endoplasmico y las mitocondrias. Dentro
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de su estructura, las partes que pueden ser observadas son la pared celular, el cito
plasma, las vacuolas de agua, los globulos de grasa, y los granulos
(metacromaticos, de albumina o de almiddn). Para la observacion del nicleo son

necesarias técnicas de tincion especiales (Martin-Lagos, 1999).
7.5.2 Citologia

La morfologia celular, la formacién de una capsula de polisacaridos, la ausencia o
presencia de vacuolas, de glébulos lipidicos y el desarrollo de mitocondrias,
dependen de las condiciones fisico-quimicas y de la edad del cultivo. En el
citoplasma, pueden encontrarse ribosomas, enzimas, polifosfatos, glucdgeno vy
trealosa. El glucogeno, que puede constituir hasta un 12% en peso seco de las
células, se acumula durante la fase estacionaria, cuando el nitrdgeno se vuelve
limitante y aln queda glucosa en el medio. La trealosa es otro hidrato de carbono
de reserva que puede representar hasta el 16% del extracto seco de las células,
proporcionando energia a la misma durante la fase de adaptacién o de
esporulacion asi como, presentan un importante papel en la osmotolerancia.
(Martin-Lagos, 1999).

La membrana citoplasmatica se constituye de 3 capas: las capas externa e interna
presentan constitucion proteica mientras que la capa central es lipoproteica. Las
primeras participan en la entrada y salida de solutos y en las reacciones
enzimaticas, de forma que Unicamente las moléculas de agua difunden
pasivamente y los solutos se intercambian bien por difusién facilitada, bien

transporte activo (Martin-Lagos, 1999).

Por lo que respecta a la pared celular, ésta es rigida y por lo tanto la responsable
de la forma de la célula. Cuando la multiplicacion vegetativa se lleva a cabo, tras
la separacidon de las células, se produce una cicatriz de gemacién sobre la célula
madre y de una cicatriz de nacimiento sobre la yema (Beling, 1972). Esta pared

celular esta constituida por tres capas, y aproximadamente un 1% de la misma por
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quitina, que se destina esencialmente a las cicatrices de gemacion (Martin-Lagos,
1999).

7.6 Fermentaciones con Melazas de Caia

Las melazas de cafia son el principal subproducto de la industria azucarera y son la
fuente de azlcares fermentables sin pretratamientos complejos, el azlicar en estas
materias primas se encuentra como sacarosa, un disacarido integrado pro una
glucosa cuyo carbono aldehidico se une con el ceténico de la fructuosa
estableciendo un enlace glucosidico B (1,2) que impide que este disacarido sea
reductor por carecer de grupos aldehidos o cetonas libres. La fructuosa que
contiene esta como furanosa tensionada, lo que hace que el enlace glucosidico sea
muy labil al calor y a los acidos y pueda hidrolizarse con facilidad para producir
una mezcla altamente reductora (Badui, 2006), genera moléculas libres de glucosa
y fructuosa, cuya inversion constituye el sustrato listo para iniciar la fermentacion.
(Jacques et al, 1999). Citado por (Calderdn, 2007).

El uso de sustratos impuros como melazas de cafa, constituye un medio complejo
dado que contiene microelementos y vitaminas que no deben ser adicionados
durante la fermentacién, excepto las fuentes elementales de nitrogeno y fdésforo

para obtener dptimos resultados.

El nitrégeno necesario en la fermentacion puede ser adicionado en forma de urea,
sulfato de amonio, entre otras, teniendo en cuenta que sean de bajo peso
molecular pues las levaduras no generan proteasas para degradar fuentes de
nitrdgeno organicas complejas. En el caso de la produccion de alcohol para
bebidas alcohdlicas no se recomienda el uso de urea pues se ha demostrado que
esta conlleva a la formacidn de etilcarbamato, compuesto carcindgeno indeseable
(Acevedo et al, 2003).
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7.6.1 Parametros a controlar durante la fermentacion

La produccién de alcohol es un proceso multidisciplinario basado en la quimica,
bioquimica y microbiologia de diversos materiales, la técnica de destilacion
adecuada para separar el etanol de otros compuestos y en general un sinnimero
de reacciones que originan el proceso y que permiten la obtencion de este valioso
producto (Jacques et al., 1999). Citado por (Calderén, 2007).

7.6.1.1 Temperatura

La temperatura constituye un factor primordial tanto en la produccidon de biomasa
como de etanol. Usualmente, la fermentacion alcohdlica incrementa cuando la
temperatura se encuentra en un rango de 30-35°C con una éptima de 32°C,
dependiendo de la cepa de levadura utilizada. ElI metabolismo aumenta su
actividad paralelamente a la temperatura hasta llegar a ser inhibitoria para la
levadura (mayor a 37°C) y este incremento amplifica la probabilidad de desarrollo
de microorganismos contaminantes que perjudican la fermentacion. En
fermentaciones con melazas, la temperatura 6ptima, a la cual se obtiene el mayor
rendimiento de alcohol a partir del sustrato ha sido 32°C. Esta temperatura es a la
cual el microorganismo desarrolla un mejor metabolismo fermentativo, sin
embargo el incremento en la temperatura es un fendmeno normal pues las

reacciones de fermentacidn son exotérmicas (Calderon, 2007).
7.6.1.2 pH

El efecto de pH en una fermentacién es importante no sélo en relacién con el
desarrollo de la levadura sino con la tasa de fermentacién y con la formacién de
subproductos. En estudios realizados con cepas aisladas de ponches azucarados,
se encontré que la maxima produccion de alcohol se obtiene a pH 4.25 y la menor
a pH 3.7, probablemente porque este ultimo es demasiado bajo para lograr una
activacién eficiente de las enzimas necesarias para la fermentacion y el

intercambio i6nico al interior de la célula sufre un descontrol tal, que ésta
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concentra su energia, en regular sus sistema y no en fermentar el azicar presente

en el sustrato (Calderdn, 2007).
7.7. Factores que afectan el rendimiento de alcohol
7.7.1 Crecimiento celular

Cuando la levadura se somete a un medio favorable de oxigeno, temperatura y pH,
ésta puede crecer hasta agotar el sustrato y producir una cantidad excesiva de
biomasa asi como de metabolitos que terminarian por cesar el proceso. En
condiciones anaerdbicas el crecimiento de Saccharomyces cerevesiae esta
seriamente relacionado con la produccién de etanol, durante la fermentacién se
espera que sblo una minima parte del sustrato (maximo 5%) sea utilizado para la
produccién de biomasa suficiente para iniciar la fermentacién. Por esta razon es
importante tomar el indculo en la fase exponencial o fase de crecimiento maxima
para garantizar una eficiente tasa de conversidn del azicar en alcohol vy, si se
proporcionan condiciones favorables para el crecimiento celular, la fuente de
carbono sera el recurso para crecimiento y no estara disponible para producir
etanol. Sin embargo, el alcohol no se produce si no existe un significante nimero
de células y si no se garantizan las condiciones minimas para su estabilidad, es
decir para que permanezcan metabdlicamente activas durante el tiempo de

fermentacion (Calderdn, 2007).
7.7.2 Generacion de alcoholes superiores

Alcoholes superiores o también denominados aceites fussel son el n-propanol,
alcohol amilico, alcohol isoamilico, isobutanol y feniletil alcohol, estos productos
son elaborados por via anabdlica a partir de alfa-cetoacidos o por via catabdlica
directamente a partir de algunos aminodcidos. Un aminoacido especifico es
transaminado a su correspondientes alfacetoacido y éste a su vez es

descarboxilado formando un aldehido el cual es reducido a alcohol por una
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deshidrogenasa, dichas reacciones son influenciadas por bajos niveles de nitrégeno

disponible y puede controlarse supliendo las necesidades de nitrogeno en el medio.

Estos alcoholes superiores se producen en altas tasas en sistemas de fermentacion
por lotes dependiendo de la cepa de levadura, de altas temperaturas en la
fermentacion, aireacion y agitacion y lo mas importante, una baja disponibilidad de
fuentes de nitrdgeno (Titica et a/, 2000). Citado por (Calderdn, 2007).

7.7.3. Generacion de acidos organicos

El acido succinico, asi como el acido piravico, malico, oxaloacético, propidnico,
lactico y acético, entre otros, se producen durante la fermentacion de alcohol.
Algunos de ellos se generan debido a limitaciones durante el ciclo del acido citrico
y son productos indeseables ya que pueden afectar la calidad organoléptica del
producto. Las bacterias contaminantes del proceso son las responsables directas
de la produccidn y/o incremento del acido lactico y acético en las fermentaciones
alcoholicas (Jaques et a/, 1999). Citado por (Calderdn, 2007).

Estos acidos, pueden inhibir el crecimiento de la levadura y existen estudios que
sugieren que a concentraciones superiores a 0.8% y 0.05% de lactico y acético
respectivamente pueden afectar de forma letal el desarrollo celular. Dichos niveles
de acido lactico suelen ser producidos por bacterias fermentadoras de
carbohidratos que han sido aisladas en diversas plantas productoras, que tienen su
origen en molinos de cafia y otras fuentes de sustratos azucarados y constituyen el
principal grupo contaminante en la fermentacién de alcohol. Son importantes no
sélo por la produccién de estos metabolitos sino por su significante capacidad para

tolerar concentraciones de etanol (Acevedo et al, 2003).

La presencia de estos contaminantes constituye igualmente la razon principal de la

disminucion del crecimiento y viabilidad celular de la levadura pues genera una
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gran competencia entre los dos grupos microbianos por los factores de crecimiento

en el medio de fermentacion (Jacques et aj, 1999).

Uno de los sustratos que por su origen y tratamiento presenta mayores problemas
de contaminacion por bacterias acido lacticas son las melazas de cafia que se
constituye como el sustrato mas utilizado a nivel mundial para la produccién de
alcohol (Koizumi, 2005).

De esta manera, el concepto de acidez volatil constituye uno de los factores a
controlar durante la fermentaciéon alcohdlica pues tiene incidencia en la calidad
organoléptica del alcohol y su excesiva concentracion de Aacidos volatiles
producidos esta alrededor de 0.25 — 0.50 g/L y superiores dependiendo de las
condiciones de fermentacion y en algunos casos incluso pueden llegar a 1.5 g/l
(Bely et al., 2003).

Muchos autores han estudiado el origen de la acidez volatil a partir de la misma
Saccharomyces cerevesiae bajo ciertas condiciones de fermentacion y han
encontrado que esta acidez, ademas de tener impacto sobre las condiciones
fisioldgicas, es generada al inicio del crecimiento celular y es dependiente de la

expresion de ciertos genes de la cepa de levadura (Bellisimi y Ingledew, 2005).

Sin embargo, poco se conoce acerca del control de esta produccién bajo
condiciones de azlcar alto en una fermentacidon, probablemente la adicion de
fuente de nitrégeno sea una forma de controlar dicha produccién y en el caso de
mostos de uvas, ésta acidez debe ser controlada eficazmente porque ademas de
deteriorar la materia prima y el producto, inhibe considerablemente el desarrollo
de la levadura (Calderdn, 2007).

7.8 Bebidas Espirituosas
Hoy en dia, en el mundo solamente se producen tres tipos de bebidas alcohdlicas:
fermentaciones, destiladas o mezclas de ambas. Las bebidas fermentadas son los

vinos de mesa, cerveza; el fermentado histdrico mexicano es el pulque y tepache o
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ponche de mezcal (precursor del tequila). A los vinos o fermentados, también se
les clasifica como bebidas infinitas, porque en condiciones adecuadas Ia
fermentacion no termina con el paso del tiempo. A los destilados alcohdlicos se les
clasifica como bebidas finitas, ajenas al tiempo, ya que a las temperaturas a las
que se elaboraran, no sobrevive ningln microorganismo que pueda incidir en la
calidad de la bebida después de elaborada la misma. Aunque estrictamente, todas
las bebidas alcohdlicas pueden ser llamadas bebidas espirituosas, el término es
utilizado cominmente soélo para referirse a las bebidas alcohdlicas destiladas. El
descubrimiento de esas bebidas se remonta a la prehistoria. Su descubrimiento
ocurrié mediante el proceso mas elemental del conocimiento del hombre, en que
primero se conocen los efectos y luego las causas. Desde el origen de la
humanidad, en cuanto el hombre ejercid su capacidad de raciocinio, descubrié que
la ingesta del jugo fermentado de las uvas produce efectos en el estado de animo
de quien las ingiere; estado de animo que primitivamente era relacionado con el
espiritu de las personas, por lo que, se les empezd a llamar bebidas espirituosas.
Segun otra teoria, ese nombre proviene de los conquistadores arabes que

pretendian llevarse el espiritu de los vinos (Villalobos, 2005).

7.8.1 Definicion de bebida espirituosa

De acuerdo con Reglamento del Parlamento Europeo y El Consejo De La Unién

Europea, se entendera por «bebida espirituosa» la bebida alcohdlica:
a) destinada al consumo humano;

b) poseedora de unas cualidades organolépticas particulares;

¢) con un grado alcohdlico minimo de 15 % vol;

d) producida: bien directamente, mediante: la destilacion, en presencia o no de
aromas, de productos fermentados de modo natural, y/o la maceracién o
procedimientos similares de materias primas vegetales en alcohol etilico de origen
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agricola y/o destilados de origen agricola, y/o las bebidas espirituosas en el sentido
del Reglamento, y/o la adicion de aromas, azucares u otros productos edulcorantes
y/u otros productos agricolas y/o alimenticios al alcohol etilico de origen agricola
y/o a destilados de origen agricola y/o a bebidas espirituosas segun la definicién, o
bien por mezcla de una bebida espirituosa con uno o mas de los siguientes

productos:

— otras bebidas espirituosas, y/o

— alcohol etilico de origen agricola o destilados de origen agricola, y/u
— otras bebidas alcohdlicas, y/o

— bebidas.

7.9 Destilacion de bebidas alcoholicas

7.9.1 Destilacion

Es el proceso fisico que separa, concentra, y/o purifica en mayor o menor grado
los componentes de una mezcla liquida en base a sus diferentes puntos de
ebullicion o presiones de vapor. En esencia el proceso depende de la posibilidad de
generar via ebullicién, una fase vapor de composicién diferente a la de la fase
liguida. La condensacion de esta fase vapor produce una fase liquida enriquecida

en el o los componentes mas volatiles de la mezcla original (Ifiiguez, 2010).
7.9.2 Mosto Fermentado

Es la condicion alcohdlica final adquirida por una mezcla fundamentalmente de
agua y azucar (es) en virtud de la transformacién de ésta Ultima en alcohol etilico

por la accién de levaduras.

Los azlcares referidos -entre los que podemos enumerar la glucosa, fructosa,

sacarosa o maltosa- pueden provenir de productos como la uva, manzana, pera,
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cereza, fresa, ciruelas, membrillo, cafa de azlcar, entre otros; o bien, previa
hidrolisis del almiddn o la inulina en ellas contenida, de gramineas como la cebada,
trigo, maiz, centeno, y arroz; de tubérculos como la papa; o de suculentas como el
agave. Es la destilacion de los mostos fermentados de estas plantas lo que
produce las bebidas espirituosas conocidas como cofiac, brandy, whisky, sake, ron,
vodka, tuica, pisco, cuxa, tequila, mezcal, bacanora, etc. En los mostos
fermentados destinados a destilacion son comunes las concentraciones del 7% al

12% de alcohol en volumen (%v) (ifiiguez, 2010).

7.9.3 Importancia del proceso de destilacion sobre el perfil de

compuestos volatiles en bebidas alcohdlicas destiladas de Agave

Los compuestos responsables del sabor y aroma de las bebidas alcohdlicas son el
1-propanol y el 1-butanol. Estos compuestos son producidos por el tipo de
levadura, carbohidratos y aminoacidos, en biosintesis y catabolismo
respectivamente (Nykanen y Suomailainen, 1983; Cacho y Ldépez, 1995). De
manera similar, otros estudios afiaden que los alcoholes superiores tienen un
efecto sobre el sabor de las bebidas destiladas. Por otro lado, la composicidn
quimica de los destilados en bebidas alcohdlicas tales como el tequila y el mezcal
contribuye a la aceptacién sensorial de los consumidores (Osorio et a/., 2005). Por
esta razon es necesario realizar un balance en los compuestos del sabor y aroma,
entre ellos los alcoholes superiores. Esto se puede realizar a través del monitoreo

de las etapas de la destilacion y rectificacién (Prado-Ramirez et al., 2005).

Los compuestos volatiles producidos en esta etapa que confieren el aroma son
alcoholes con tres 0 mas carbonos y esteres de etilo (Pefia-Alvarez et al,, 1999).
En la etapa de la destilacion dentro del proceso de elaboracién artesanal del
mezcal, la definicién de los cortes del destilado (cabeza, corazdn y cola) se realiza
empiricamente. Esto provoca que no se tenga un control sobre el rendimiento del

proceso y sobre la calidad de la bebida (Leal et a/., 2007).
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En general, las propiedades organolépticas de una bebida alcohdlica son
determinadas por la composicion de una mezcla de alcoholes, esteres y otros
compuestos provenientes de la planta (Minakata et al, 2006). Es decir la variedad
de compuestos organolépticos generados en la fermentacion, depende del tipo de
microorganismo, de la materia prima y de las condiciones de fermentacion. Una
vez que se ha sido finalizada la etapa de fermentacion, se realiza la separacion y
concentracion del etanol y otros productos volatiles. Entre ellos alcoholes
superiores, ésteres, acidos, furanos, cetonas y terpenos, los cuales contribuyen a

las caracteristicas sensoriales propias del mezcal (Lopez, 1999).

7.10 Compuestos volatiles en bebidas alcohdlicas destiladas

provenientes de Agave

El aroma y sabor de las bebidas alcohdlicas destiladas son producidos por un gran
nimero de compuestos volatiles y no-volatiles, los cuales forman una mezcla
compleja que define estos atributos sensoriales, y consecuentemente la aceptacion
por el consumidor. Se sabe que ciertos volatiles ejercen un mayor impacto en la
percepcion del sabor de las bebidas destiladas (Vallejo y Gonzalez, 1999). Estas
caracteristicas se las proporcionan los diferentes grupos funcionales como los
aldehidos, alcoholes, esteres, acidos, cetonas, furanos, entre otros (Molina, et al.,
2007). Los aldehidos son compuestos quimicos que van a proporcionar aromas a
hojas verdes, hierbas o frutas cuando son de cadena corta o tonos amargos
desagradables conforme aumenta la longitud de la cadena (Berry y Watson, 1987).
Los ésteres contribuyen fuertemente al aroma frutal, principalmente los ésteres de
acidos grasos de cadena corta (Suarez, 2002). Los acidos organicos producen
sabores agrios, ademas los acidos volatiles imparten aroma. Las cetonas tienen un
impacto en el sabor de acuerdo a la longitud de la cadena (Fischer y Scout, 1997).

Los furanos son usualmente formados de carbohidratos por la reacciéon de Maillard,
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el 5-hidroximetilfurfural tiene un aroma suave a caramelo, heno y tabaco y el

furfural tiene un aroma y sabor a caramelo y cereal (Scarpellino y Soukup, 1993).

Por otra parte, los alcoholes y los ésteres en las bebidas alcohdlicas son los mas

importantes cuantitativamente aunque su impacto en el aroma no es el mismo.

El analisis de componentes volatiles en las bebidas alcohdlicas por cromatografia
de gases es complicado debido a que el agua y el etanol representan casi el 98-
99% del area de los picos cromatograficos, mientras que el porcentaje restante se
encuentra distribuido en mas de un centenar de componentes, lo que dificulta su
identificacion y cuantificacion (Sanchez-Arreguin, 2004). Para su analisis se deben
implementar técnicas de separacion y concentracion de volatiles minoritarios como
extraccion liquido-liquido, adsorcion, evaporacion, destilacion entre otras (Diaz-
Plaza et al., 2002; Caldeira et al., 2004; Pineiro et al., 2004; Rocha et al., 2004).
En todas las técnicas mencionadas, es inherente la complejidad de evaluar
cuantitativamente los volatiles minoritarios por su baja presencia y diversidad, asi
como la dificultad de evaluar las pérdidas de cada componente en particular en los
procesos de separacion y concentracidon. Sin embargo, es crucial evaluar su
presencia ya que, como se describid anteriormente, muchos de estos componentes
son responsables de las caracteristicas sensoriales del producto final (Molina et al.,
2007).

7.10.2 Técnicas analiticas para determinar compuestos quimicos

volatiles

El andlisis comprende la identificacion y cuantificacion de los compuestos volatiles

mediante la técnica de cromatografia de gases.

El reparto o particién de los componentes de la muestra con la fase estacionaria,
se basa en sus diferentes solubilidades en esta fase a una temperatura dada. Por

lo tanto, los componentes de la mezcla (solutos o analitos) se separan entre si en
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base a sus presiones de vapor relativas y de acuerdo a sus afinidades con la fase

estacionaria. Este tipo de proceso cromatografico se denomina elucion.

Los principales componentes en un sistema de cromatografia de gases son: la
fuente de gas acarreador, el sistema de inyeccidon, el horno que contiene la
columna, el detector y el sistema de registro e integracion. La velocidad de flujo
del gas acarreador se controla para asegurar tiempos de retencion reproducibles y

minimizar las variaciones y ruidos en el detector (Molina et al., 2007).

Muchos paises tienen la denominacion de origen y marcas registradas exclusivas
de bebidas alcohdlicas locales como para el whisky de Escocia, Francia el cofac,
México por el tequila y otros. México cuenta con varios géneros nativos de las
plantas de Agave y algunos de ellos se utilizan para la produccién de bebidas
alcohdlicas étnicas de Agave. Por ejemplo, el pulque es una bebida alcohdlica no
destilada que contiene 6.4% (en volumen) y el alcohol es producido por la
fermentacion de la savia del agave (aguamiel) obtenida principalmente de A.
mapisaga. Bebidas destiladas con una fraccion de alcohol de alta (30-45%) se
producen por fermentacion y destilacion de azlcares del agave cocido las plantas.
Los nombres de los grupos étnicos de bebidas alcohdlicas de Agave dependera
tanto de la especie Agave que se utilice como materia prima y la regidn geografica
de México, donde se cultivan. El tequila es producido a partir de A. tequilana
Weber variedad azul, raicilla de A. Maximiliana, sisal de A. sisalana y sotol de
Dasylirion wheeleri. A. angustifolia Haw. son utilizados para producir Bacanora en

el norte y el mezcal al sur de México.

El mezcal es también producido a partir de A. salmiana, A. A. durangensis

potatorum o en zonas especificas de México (De Ledn, et al. 2007).

Los compuestos volatiles determinan las propiedades organolépticas y el bouquet
de las bebidas alcohdlicas. El sabor es una combinacién de ambos aroma y el olor,
el aroma es la percepcion de los volatiles a través de la boca y del sistema olfativo.

La composicion de tequila, mezcal, sotol y bacanora existen reportes, sin embargo
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no hay estudios exhaustivos disponibles sobre compuestos volatiles por
cromatografia de gases (GC) acoplada a espectrometria de masas (MS) para otras
bebidas alcohdlicas como el Agave sisal, raicilla, pulque y mezcales de diferentes
plantas (De Ledn et al., 2007).

En los cromatogramas reportados por De Ledn et al/. (2007) de las bebidas
alcohdlicas étnicas del agave, los alcoholes se detectaron metanol, etanol,
propanol, 2-butanol, 2-metilpropanol, 2 feniletanol y Ila mezcla de 2-metil-1-
butanol y 3-metil-1-butanol. Dado que estos isdmeros se distinguen sélo en las
condiciones especificas de cromatografia, se informo juntos como 2 - (3- )-metil-1-
butanol. Acido acético, acetato de etilo, y etil-2-hidroxipropanoato también se
encuentran en todas las bebidas alcohdlicas. Importantes diferencias en la
concentracion de los compuestos mas importantes de cada tipo de bebidas fueron
observados. Los compuestos marcados como indetectable tenian una
concentracion inferior a 10 mg / L y se referian a ellos como los compuestos de
menor importancia. Los principales compuestos son producidos por la
fermentacion alcohodlica. EI compuesto 2 - (3- )-metil -1-butanol tiene un aroma
afrutado y su presencia es deseada en las bebidas alcohdlicas. El bacanora, mezcal
(de A. durangensis) y el tequila eran las bebidas con la mayor concentracion de 2 -
(3- )-metil-1- -butanol contiene hasta 900 mg / L, mientras que el sotol tenia una
concentracion mas baja (83 mg / L). El propanol tiene un aroma desagradable y su
presencia debe ser lo mas bajo posible. El mezcal de A. salmiana tuvo la mayor
concentracion de propanol de 708 mg / L, mientras que sélo 41 mg habian en
raicilla de pulque, las concentraciones de 2 - (3 - )-metil -1-butanol y propanol
fueron de 65 mg / L y no detectable, respectivamente. Las diferencias en las
concentraciones de los compuestos mas importantes entre las bebidas alcohdlicas
podrian atribuirse a la comunidad de microorganismos durante la fase de

fermentacion y también a las condiciones de la destilacion (De Ledn et al., 2007).
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8. PROCEDIMIENTO Y DESCRIPCION DE LAS ACTIVIDADES
REALIZADAS

8.1 Estancia en la fabrica Comiteco Balun Canan S.de R.L.de C. V.

Se realizd una estancia en la fabrica con el objetivo de conocer el proceso
completo de la fermentacidon. Se prepararon las mieles de agave y panela a 12°
brix para comenzar con el proceso de levantamiento de levadura madre o semilleo,
después de esto, se comenz6 con la elaboracidon 2 tanques de fermentacion con
capacidad de 200 litros cada uno, los cuales se monitorearon cada 6 horas,
evaluando los parametros de grados brix, pH, temperatura de fermentacion y

temperatura ambiente.

También se observd el proceso de destilacion de mostos con un tiempo de

fermentacion de una semana y se registraron los rendimientos que se obtenian.
8.2 Analisis de las materias primas utilizadas

Se enviaron muestras de la miel obtenida de la penca que es asada y exprimida,
miel de penca condensada y miel de agave condensada, al Instituto Tecnoldgico

de Tlajomulco, para la determinacién de carbohidratos presentes en cada muestra.

Se realizd por el método de HPLC-IR: Cromatografia de liquidos de alta resolucién
con detector de indice de refraccion. Columna Rezex RCM-monosaccharide Ca®,
Fase mévil H,O, Temperatura 85°C, Velocidad de flujo 0.3ml.min?, Inyeccién 10

uL, Presidn 200 psi.
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El pH se midié con un potencidmetro marca Hanna modelo 211, y los grados brix

con un refractdmetro marca Atago modelo 3T.
8.2.1 Cuantificacion de azicares totales y reductores

Para azlcares totales se realizd mediante el método del fenol-sulfurico (Dubois et
al.,, 1956) y reductores (Miller, 1959), los analisis se realizaron por triplicado. Para
ambas determinaciones se construyd previamente una curva patron. (Figuras A 'y

B, anexos)

8.3 Aislamiento de levaduras del aguamiel del agave sp. cv comiteco

8.3.1 Recoleccion de la muestra

El aguamiel fue recolectado de un Agave sp. cv comiteco en la ciudad de Comitan
de Dominguez, Chiapas, el dia 2 de septiembre del 2011 y transportado bajo
condiciones controladas de temperatura en una hielera para evitar la fermentacion
de la muestra, a las instalaciones del laboratorio de investigacién del ITTG, donde

se llevd a cabo el aislamiento.
8.3.2 Técnica de Enriquecimiento

Transcurridas 12 horas después de la recoleccion del aguamiel, se observd que la
muestra presentaba turbidez y formacion de espuma por lo cual se procedid a la
inoculacién del 10 % (v/v) en matraces Erlenmeyer conteniendo 50 ml de caldo
YM, adicionado con oxitetraciclina como antibiético con una concentracion de 4 g/l
y ajustado a un pH de 4.7 con HCl 0.1 N, se dejaron incubar 4 matraces a 30°C y

4 a temperatura ambiente por 14 horas con su respectivo testigo.
8.3.3 Resiembra

Se realizd la resiembra de los matraces que habian sido enriquecidos,
inoculando el 10% (v/v) en medio YM adicionando oxitetraciclina, ajustando un pH

de 4.7. Se dejaron incubar bajo las mismas condiciones anteriores, por 17 horas.

8.3.4 Siembra en Agar YM
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Para realizar las diluciones correspondientes, se prepard agua peptonada
disolviendo 1 g/l de peptona de caseina, se ajustd el pH a 5 con HCI 0.1 N y se

esterilizd a 121 libras por 15 minutos.

Se eligieron 2 matraces de cada temperatura (30° y T ambiente) de cada matraz
se tomd una alicuota de 1 ml y se diluyd en un tubo con 9 ml de agua peptonada,

se agitd en un vortex, de esta dilucion se tomé hasta llegar a una dilucién de 107,

De cada diluciéon se sembrd por triplicado y por estria masiva en agar YM,
previamente adicionado con antibidtico y con un pH de 4.7. Se dejaron incubar por

48 horas a su respectiva temperatura 30°C y temperatura ambiente.
8.3.5 Resiembra de colonias seleccionadas.

Después de 48 horas de incubacién en cajas, se observaron las morfologias
macroscopicas referentes a levaduras: lisas, cremosas, con borde definido; éstas
fueron resembradas en agar YM con las condiciones ya descritas con anterioridad,

e incubadas a 30°C para un desarrollo 6ptimo, por 72 horas.
8.3.6. Siembra en medio selectivo WL.

De las morfologias observadas de la resiembra realizada en medio YM: Colonias
blancas, redondas con contorno definido, cremosas, opaca y colonias crema,
redondas con contorno definido, brillosas; se sembrd en agar WL (Basanta, 2009)
adicionado con oxitetraciclina como antibidtico y se ajustd el pH a 4.7, dejando

incubar por cuatro dias a 30°C.
8.3.7 Resiembra en Medio YM y WL

Las cinco colonias observadas en WL se resembraron en el mismo medio y
también se sembraron en medio YM, cada una por duplicado, se dejaron incubar a
30°C por 72 horas. Se realizd una tincién con azul de metileno y se observo al

microscopio a 40X para describir la morfologia microscopica.

8.3.8 Preservacion de las cepas aisladas.
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Se prepararon tubos con agar inclinado con medio YM y WL, para preservar las
cepas aisladas, se sembraron 13 tubos de cada medio, se inocularon las cepas en

su respectivo medio del que provenian. Se incubaron por 3 dias a 30°C.
8.3.9 Prueba de Fermentacion de Azicares

Para observar otras caracteristicas de las levaduras aisladas, se realizd la prueba
de fermentacion de azucares; se utilizd Fructosa, Glucosa, Sacarosa, Manitol y
Lactosa. Se prepararon 55 tubos con 8 ml de caldo nutritivo que contenia 0.25%
(p/v) de extracto de levadura y 0.75% (p/v) de peptona. A los tubos se les colocd
una campana de Durham para la observacién de gas producido. Se esterilizaron a
15 Ib/plg® por 15 minutos (Santiago, 2010).

Las soluciones de los azlcares se prepararon por separado, esterilizandolas por
filtracion, con un filtro milipore de 0.45 micrdmetros, adicionando el 10% (v/v) a
cada tubo con el medio previamente esterilizado. Las pruebas se realizaron por
duplicado, tanto para las cepas provenientes del medio WL y YM, fueron incubados

a 30°C y observados durante cinco dias.
8.3.10. Prueba de produccion Etanol

Teniendo las 5 cepas aisladas, se utilizd un medio sintético especifico para
produccién de etanol (Atkinson, 1985). Se eligié un tubo de cada cepa aislada y se
le agregaron 5 ml de caldo y se frotd con el asa, esta suspension fue la que se
inoculd en cada matraz, teniendo asi 5 matraces inoculados y un testigo. Se
incubaron por 48 horas, en condiciones anaerobias. Las caracteristicas que se
observaron fueron: turbidez en el medio, formacidon de espuma y el aroma que

desprendioé el medio.

8.4. Estandarizacion del Inéculo

8.4.1 Estandarizacion con la cepa comercial Fleischmann

Se inicid estandarizando el indculo utilizando la levadura comercial marca
Fleischmann, iniciando con la hidratacion de 3 gramos de liofilizado en 15 ml de
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agua a 45°C, dejando reposar 15 minutos y después se hizo una cuenta directa
con camara de Neubauer. 1 ml de esta suspension se diluyd en 9 ml de agua, se
agitd en el vortex se repitié este procedimiento para llegar a una dilucién de 107,
de esta dilucion se tomaron 0.5 ml y se depositd en un tubo, se agregd 0.5 ml de
azul de metileno, se agitd en el vortex y se dejo reposar 5 minutos, después se
llend la camara de Neubauer con una profundidad de 0.1 mm y un volumen de 0.1

microlitros. Con la siguiente férmula se calculd las células /mililitro:

cel_ Px16 Xx1000 x D
ml 0.1x0.5

Donde:

P= promedio de células contadas

D= el factor de dilucién utilizado

16= numero de cuadros presentes en toda la cdmara

Con esto se determind que el nimero de células por mililitro para iniciar el semilleo
el cual deberia tener aproximadamente 1.8x10° cel/ml. Posterior a esto se inicié
con el protocolo de semilleo utilizado en la fabrica con un volumen final de 1 litro

indicado en la tabla 1.
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Tabla 1 Procedimiento de semilleo con la cepa comercial Fleischmann.

NUm. de Tiempo | Volumen de | Volumen de | Volumen de | Sulfato de | Volumen
alimentacion (min) miel penca a | miel panela a | miel agave | amonio final (mL)

12 °brix 12°brix 12°brix

(gr)

(mL) (mL) (mL)
1 15 1.25 1.25
2 15 1.25 2.5
3 15 1.25 3.75
4 15 1.25 5
5 20 2.5 7.5
6 15 2.5 0.046 10
7 20 2.5 0.046 12.5
8 20 2.5 0.046 15
9 < 5 0.092 20
10 * 5 0.092 25
11 & 12.5 0.23 37.5
12 * 17.5 0 0.322 55
13 W 30 0 0.552 85
14 * 10 40 0.92 135
15 < 15 60 1.38 210
16 * 20 100 2.208 330
17 3 25 145 3.128 500
18 * 50 450 9.2 1000

* Tiempo necesario de tal forma que los grado brix no sean inferiores a 9.

En la tabla 1 se muestran las alimentaciones con mieles de agave, miel de penca y

miel de panela, la cantidad de sulfato de amonio agregado y el volumen

correspondiente final, el parametro de alimentacién durante las 9 primeras

34




alimentaciones se rige por el tiempo especificado, después como se indica se rige

por lo grados brix.

8.4.2. Semilleo de las cepas aisladas

Para preparar el indculo, cada cepa aislada conservada en tubo, se pasd a medio
liguido YM con una agitacion de 120 rpm durante 16 horas, para aumentar la
biomasa y obtener la concentracién celular requerida (1.8x10° cel/ml) para iniciar
el semilleo en mieles de agave. Para verificar este dato, después de las 16 horas,
el matraz se dejé en reposo durante 15 minutos, para sedimentar las células y se

tomd una alicuota para leer en la cdmara de Neubauer.

Conociendo las concentraciones celulares alcanzadas, procedié a realizar el
semilleo con mieles de agave y panela para cada cepa, colocando una alicuota de
15 ml del semilleo en medio YM, en un matraz erlenmeyer de 125 ml y después se
agrego la cantidad correspondiente de miel de agave como se muestra en la tabla
1

8.5. Proceso de fermentacion

Se evaluaron 4 diferentes cepas, la cepa comercial marca fleischmann, 2 cepas
aisladas de agua miel (agave 1 y agave 3) y una cepa de coleccién del ITTG:
Saccharomyces cerevisiae ellipsodeus. Para cada una de ellas se utiliz el protocolo
de fermentacion utilizado en la fabrica: 60% miel de agave y 40% miel de panela
ambas a 21 grados Brix, ese mosto fue inoculado con el 50% (v/v) de la semilla.
Cada unidad experimental estuvo constituida por un recipiente con un volumen
final de 3 litros, incubado a 30°C, el tiempo de fermentacion se determind cuando
los grados brix se mantuvieron constantes y la cuenta celular disminuyd. Se
monitored cada 6 horas cuenta directa al microscopio con cdmara de Neubauer, y

grados brix con el refractdmetro manual. Cuando termind la fermentacion se
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procedid a congelar el mosto en bolsas de plastico con capacidad de 1 litro, para

su posterior destilacion.

8.6. Destilacion

La destilacion se realizd durante 2 h controlando la temperatura a 96°C,
empleando equipos corning. Los destilados obtenidos de cada unidad experimental

se conservaron en frascos de vidrio, en refrigeracion.

8.7. Determinacion de densidad de los destilados

La densidad se determind indirectamente a 20°C con un viscosimetro digital
Stabinger svm 3000, marca Anton-Paar, para obtener el porcentaje en peso de

etanol, mediante el uso de tablas de densidad del etanol.

8.8. Caracterizacion de los destilados por cromatografia de gases

8.8.1 Deshidratacion de las muestras

Para eliminar el agua residual presente en los destilados, se utilizd sulfato de
amonio, el cual se deshidrat6 en la estufa a 100°C por 24 horas. Se colocd 2 ml de
cada destilado en viales, a cada vial se le agregd una cantidad suficiente de sulfato
de amonio, se agitd en el vortex por 1 minuto, cada muestra antes de la

inyeccion, se dejo reposar 30 minutos para que sedimentara el sulfato de amonio.
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8.8.2. Analisis de los destilados mediante Cromatografia de gases

El andlisis si efectud mediante cromatografia de gases acoplado a

espectrofotometria de masas.

La técnica utilizada para el analisis esta descrita por De Ledn-Rodriguez et a/
(2008). Las condiciones cromatograficas fueron: 40 ° C durante 3 minutos,
aumentd a 3°C/min hasta 120°C, 6°C/ min hasta 200 ° C y se mantiene a esta
temperatura por un tiempo final de 60 min, el tiempo total fue de 103 min. El helio
se utiliza como soporte gas con un caudal de 1,0 mL / min y el inyector a una

temperatura de 250°C. El volumen de muestra inyectado fue un microlitro.
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9. RESULTADOS,

PLANOS,

PROGRAMAS.

9.1 Estancia en la fabrica Comiteco Balin Canan S.de R.L.de C. V.

GRAFICAS,

PROTOTIPOS

Y

Se generd un registro del tanque de levadura madre y de 2 tanques de

fermentacion, donde se monitoreé el pH, grados brix y temperaturas de

fermentacion y ambiental. Con estos datos se observd que la temperatura

ambiental es un factor importante para el proceso de fermentacién. En el caso de

la semilla o levadura madre es fundamental el control de los grados brix. Por lo

cual fueron estos los puntos criticos considerados para todo el proceso. En la tabla

2 se muestran variables como el tiempo de cada alimentacion, el volumen inicial

antes de cada alimentacion, la cantidad de miel adicionada y los grados brix

correspondientes en cada miel, y la cantidad de sulfato de amonio agregada;

durante el proceso se midié el pH, T ambiente y T de la fermentacion.

Tabla 2 Registro de variables durante la fermentacidn realizada en la empresa

Volume
n Inicial

(L)

0.7

.95
1.2
1.45
1.7
2.2
3.2
4.2
6.2
8.7
12.7
19.7
29.7
59.7
99.7
99.7
119.7
139.7

Volu Volumen de | Miel agave
men Miel panela | L/°Brix

de (L)/

Miel °brix/°C

penca

(L)

0.25

0.25

0.25

0.25

0.5

1

1

2

2 0.5

3 1

5 2

5 5 /15°

15 15/15°
20/20° 20/12°brix
20L/16°/30°
20/16°/30°C
30/16 30/16°

(NH4):S
04

(9)

18.4
18.4
18.4
36.8
64.4
92
276
221
58
442
58
442

Temperatura
de
Fermentacié

n
(°0)

30
32
33
34
38
38
34
28
33
30
30
30
30
28
30
30
28
26

Temp.
Ambient

e

(°c)

26
26
27
27
27
27
30
27
26
24
24
25
25
19
24
27
24
23

°bri

X

10
10
10
12
16.5
10
11.2
11
11.2

pH

4.4
4.8
4.8
4.5
4.2
4.3
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Volume
n Final

(L)

.95
1.2
1.45
1.7
2.2
3.2
4.2
6.2
8.7
12.7
19.7
29.7
59.7
99.7
99.7
119.7
139.7
199.7



En la tabla 3 y 4 se muestra el monitoreo durante 3 dias de los tanques de

fermentacion realizados, registrando parametros de pH, T del caldo, T ambiente y

grados brix, estos se median cada 4 horas aproximadamente.

Tabla 3 Monitoreo del tanque de fermentacion 1

Tiempo hr | °Brix | pH | Tcaldo (°C) | Tamb (°C)

0 16.5 | 4.6 |23 21

2 17.7 |49 | 23 22

4.28 17.7 |49 | 22 21

7.28 18 5 22 20

10.28 18 5 22 23

14.44 175 [ 4.8 23 27

19.10 16.2 |5 22 22

23.35 8.5 59| 26 16

30.93 7.2 4.2 | 30 26

48.54 4.5 5 25 22

52.54 4.5 4.8 | 23 26

69.95 3.5 52|21 23

240 3

Tabla 4 Monitoreo del tanque 2 de fermentacién
Tiempo hr | °Brix | pH | T caldo (°C) | T amb (°C)
0 12.8 | 44 25 21
2 14 | 4.6 24 22

4.28 14.2 | 4.8 22 21
7.28 15.5 5 22 20
10.28 16.7 | 5.1 21 23
14.44 16.2 | 4.9 22 27
19.10 16 5 24 22
23.35 15 6 21 16
30.93 13.2 | 4.6 27 26
48.54 10.5 | 4.9 24 22
52.54 10.2 | 4.6 24 26
69.95 6.7 | 5.1 22 23
240 5
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Estos datos fueron utiles para poder hacer el experimento a nivel laboratorio; y
como se puede observar en las tablas anteriores (3 y 4) los rangos de pH oscilaron

entre 4.5 y 5, la temperatura ambiental se mantuvo entre 20° y 25°C.

9.2. Analisis de las materias primas utilizadas

En la tabla 5 se muestran las materias primas utilizadas: miel de agave
concentrada, miel de panela a 12 brix, miel de penca concentrada y sin concentrar.
En esta tabla, se observa que en el caso de la panela, la sacarosa es el
carbohidrato en mayor cantidad seguido de la glucosa y fructosa. En cuanto a la
miel de agave concentrada se observa de la misma forma que la sacarosa es el
carbohidrato predominante. Se observa ademas que el contenido de fructanos es
relativamente bajo (19%), lo anterior se puede explicar ya que el proceso de
concentracion de las mieles virgenes de agave se efectia mediante ebullicion
llevando la concentracion de sélidos de 10 a 60 grados brix aproximadamente.

En el caso de miel de penca a 13 grados brix se observa que los fructanos estan
presentes en mayor abundancia, lo anterior se explica por el hecho de que dicha
miel no ha pasado por un proceso de concentracién. Recordemos que la miel de
penca se obtiene cortando las pencas del agave, después se hacen cortes a lo
largo de la penca, después se pone a asar y después se exprimen mediante un

proceso mecanico.

Tabla 5 Caracterizacidn de materias primas.

Miel de Agave | Miel de panela | Miel de penca @ Miel de penca

DETERMINACION | (%) | pH | °Brix | (%) | pH | °Brix | (%) | pH | °Brix | (%) | pH | °Brix

FRUCTANOS 19.02 | 530 | 675 | 1053 | 6.13 | 12 | 21.87 | 468 | 68.5 | 40.87 | 6.6 | 13
(INULINA)
SACAROSA 51.83 79.73 27.98 24.14
GLUCOSA 13.59 5.23 26.20 12.85
FRUCTOSA 15.55 4.51 23.94 22.15
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Lo anterior permite predecir que los azUcares fermentables por las levaduras
utilizados son menores que en las mieles de agave que en la panela. Lo cual
explica porque en el semilleo se elimind la miel de penca, la cual no aporta los

suficientes azlcares para el crecimiento de la levadura

La miel de agave se obtiene condensando el aguamiel del agave el cual debe
encontrarse en una etapa organoléptica optima. La extraccién se llevd a cabo
mediante la incision del corazon y posteriormente, la planta por si sola secreta
savia la cual es conocida como aguamiel, después es sometida a concentracion por
ebullicion, para evaporar la mayor cantidad de agua y facilitar su almacenamiento.

La panela por el contrario es la que se obtiene deshidratando el jugo de la cafa de
azUcar, para preparar la miel se tritura la panela y se diluye en agua hasta obtener

una solucion a 12°brix.

9.2.1. Cuantificacion de azicares totales y azicares reductores.

En la tabla 6 se muestra los resultados obtenidos indicados en gramos de azucares
por gramo de miel, presente en las soluciones preparadas a los grados brix
indicados. Como se observa la miel de panela es la que contiene mayor cantidad
de azucares totales como la sacarosa y fructuosa, y en cuanto al contenido de
glucosa la miel de agave tiene mayor cantidad respecto a la miel de panela y miel
de penca, por lo tanto las mieles mas adecuadas para utilizar en la fermentacion
fueron la miel de agave y miel de panela, las cuales contienen mayor cantidad de

azucares fermentables para las levaduras.

Tabla 6 Cuantificacion de azucares totales y reductores de las mieles utilizadas

Miel de agave Miel de penca 13.8 Miel de panela

12°brix °brix 12°brix
Azlcares 0.193012311 0.055655363 0.045218188
Reductores
gr/gr de miel
Azicares 0.125035849 0.103358655 1.085967405
totales
gr/gr de miel
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9.3 Aislamiento de levaduras del aguamiel del Agave sp. cv comiteco
9.3.1 Caracteristicas macroscopicas y microscopicas

En la tabla 7 se presentan las caracteristicas observadas de las 5 cepas aisladas
que comprenden las morfologias macroscépicas y microscopicas en los dos medios

utilizados para el aislamiento YM y WL.

Tabla 7 Caracteristicas macroscdpicas y microscopicas de las cepas aisladas

Cepa | Morfologia microscopica Morfologia Morfologia macroscopica
Macroscopica Medio Medio WL
YM
Al Ligeramente ovalada, borde Borde definido, circular, Borde definido, circular,
definido, se reproducen por crema y opaca. verde intenso, opaca,
biparticion. Células pequenas pequena
A2 Ligeramente ovalada, borde Borde definido, circular, | Borde definido, circular,
definido, se reproducen por crema y opaca. crema verde, umbonada,
gemacion. Células grandes. opaca, grande
A3 Circulares- ovoides, contorno Borde definido, circular, | Borde definido, circular,
definido, reproduccién por crema, brillosa y verde olivo, brillosa,
gemacion. Células medianas. pequenia. pequefia.
A4 Ovalada, borde definido, | Borde definido, circular, | Borde definido, circular,
reproduccién por  biparticion. | crema, brillosa y | crema, brillosa, grande.
Células pequeiias. pequena.

A5 Alargadas, borde definido, se | Borde definido, circular, | Borde definido, circular,
reproduce por biparticion. Células | crema y opaca. crema verde claro, opaca,
pequefas. grande.

9.3.2 Prueba de fermentacion de azucares

Esta prueba se empled para seleccionar las levaduras que podian metabolizar los
azUcares presentes en las mieles de agave como sacarosa, fructuosa y glucosa, en
la tabla 8 se puede observar los resultados obtenidos de las cepas que provenian

del medio YM, donde la cepa Al fue capaz de metabolizar sacarosa y glucosa,
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mientras que A3 solo fructuosa, A4 metabolizd glucosa y fructuosa y A2 y A5

ninguno de los azlcares de interés.

Tabla 8 Prueba de fermentacion de azucares de cepas provenientes del medio YM

Formacion de gas; Fermentacion de azicares proveniente de YM

azucares Dial Dia2 Dia3 Dia4 Dia5
sacarosa ++ +++ +++ +++ +++
fructosa - - + + +

-

g glucosa + ++ +++ +++ +++

(<D lactosa - - + + +

<C | manitol + ++ ++ +++ +++
sacarosa - - - - -
fructosa - + + ++ ++

M

W | glucosa - - - - -

>

< | lactosa - - + + +

o .

< | manitol - - - + +
sacarosa - - - - -
fructosa - - 4k + +

(o]

w | glucosa - - - - -

>

(<9 lactosa - - + + +

< | manitol + + + ++ ++
sacarosa - - - - -

o fructosa ++ +++ +++ ++++ ++++

g glucosa ++ +++ +++ ++++ ++++

< | lactosa - - - - -

o .

<C | manitol ++ ++ ++ ++ +++
sacarosa - + +
fructosa - - -

LN

g glucosa * * - - R

é lactosa +++ ++++ ++++ +++++ ++++

< | manitol ++ +++ +++ +++ +++
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En la tabla 9 se muestran los resultados obtenidos de las cepas que provenian del

medio WL, donde se observa que Al fermenta sacarosa y glucosa, al igual que la

cepa A4 fermentd glucosa, fructuosa y sacarosa con mayor formacion de gas.

Tabla 9 Prueba de fermentacion de azucares provenientes de WL

Formacion de gas; Fermentacion de aziicares proveniente de WL

azucares Dial Dia2 Dia3 Dia4 Dia5
sacarosa +++ ++++ +++++ ++++ ++++
fructosa = - - + +

: glucosa + ++ ++ +++ +++

¢>t lactosa & &3 * * *

2 manitol ++ ++ ++ ++
sacarosa -
fructosa - -

™M | glucosa - +

>

é lactosa - -

< | manitol ++ ++ ++ ++ ++
sacarosa - +
fructosa - -

N | glucosa

[17]

Z | lactosa ++ oy ++

‘&" manitol ++ +++ ++++ ++++ ++++
sacarosa +++ ++++ +++++ +++++ ++++
fructosa + ++ +4++ 4+

: glucosa ++ ++ +++ ++++

Z | lactosa - - - + +

g manitol 1 + ++ ++ ++
sacarosa - - - - -
fructosa = + + + ++

10 | glucosa +++ ++++ +++++ +++++ +++++

E lactosa - + ++ ++ ++

‘&" manitol - ++ ++ ++ ++
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9.3.3 Prueba de produccion de etanol

Los resultados de esta prueba, se muestran en la tabla 10 donde se pueden

observar que durante dos dias de incubacion, las cepas con mayor formacion de

espuma fueron las cepas Al y A3 y con respecto al aroma del medio se observd

que soblo A5 fue la cepa que no se percibié aroma a etanol, sino a acido acético, a

partir de esta prueba se seleccionaron las 4 cepas para estandarizarlas en el

semilleo con mieles de agave y panela.

Tabla 10 Observaciones en el medio para produccion de etanol

Cepa

AGAVE 1

AGAVE 2

AGAVE 3

AGAVE 4

AGAVE 5

Dia 1

OLOR: a alcohol

ESPUMA: ligera formacion de espuma
OLOR: a dulce y ligero a alcohol
ESPUMA: ligera formacion de espuma.

OLOR: a dulce y alcohol

ESPUMA: ligera formacion de espuma.

OLOR: a alcohol
ESPUMA: nula.
OLOR: a dulce y ligero a acido

ESPUMA: nula

Dia 2

OLOR: ligero a alcohol

ESPUMA: abundante formacion de espuma

OLOR: ligero a alcohol

ESPUMA: mediana formacion de espuma

OLOR: a alcohol

ESPUMA: abundante formacion de espuma.

OLOR: a alcohol
ESPUMA: ligera formacion de espuma.
OLOR: a acido

ESPUMA: nula.
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9.4. Estandarizacion del inéculo

9.4.1 Estandarizacion con la cepa comercial Fleischmann

En la figura 1 se observa el comportamiento de la cepa comercial Fleischmann, se
aprecia que durante el semilleo existe un descenso de la concentracion de células
iniciales de 1.87 x10°a 3.7 x10” cel/ml al llegar a un volumen final de 3 litros. Esta

informacion fue necesaria para realizar el semilleo de las cepas aisladas.

2.00E+09 Py
1.80E+09
1.60E+09
1.40E+09
— 1.20E+09
% 1.00E+09
© 8.00E+08
6.00E+08
4.00E+08
2.00E+08
0.00E+00 —x

0 2 4 6 8 10 12 14

Figura 1 Estandarizacidn de indculo con cepa Fleischmann

En esta etapa de la estandarizacion se tuvieron dificultades, ya que no se logro
llegar al volumen final, la levadura no tuvo un crecimiento 6ptimo. Se realizaron
otros experimentos donde se probod la levadura en las tres mieles por separado; en
3 matraces se colocd miel de agave, miel de penca y miel de panela,
respectivamente, para observar el comportamiento de la levadura comercial, en
donde se observd que en la miel de penca la actividad referida la formacidon de
espuma, era menor con respecto a los matraces que contenian la miel de agave y
panela. Por lo cual se decidié ir de nuevo a la empresa Comiteco Balin Canan S.
A. de R.L. de C. V. en donde se decidi6 eliminar la miel de penca de Agave sp. cv

comiteco. El nuevo procedimiento se muestra en la tabla 11.
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Tabla 11 Procedimiento de semilleo modificado

Alimentacion | Tiempo | Volumen de miel de | Volumen de miel |(NH,),S0, | Volumen

(min) agave a 12° brix de panela (9) Total
(mL) (mL)/°brix (ml)
1 10 3.75 18.75
2 10 3.75 22.5
3 10 3.75 26.5
4 10 3.75 30
5 10 7.5 37.5
6 15 7.5 45
7 15 7.5 52.5
8 15 7.5 60
9 15 15 0.138 75
10 15 30 7.5 /12° 0.276 105
11 * 45 15 /12° 0.414 172.5
12 * 60 22.5/12° 0.552 255
13 * 75 30/12° 0.966 360
14 * 90 45 /14° 1.242 495
15 ok 225 150/14° 3.315 870
16 *k 330 315/12° 3.315 1515
17 ok 750 750/12° 3.315 3015

* Tiempo necesario para mantener los grados brix a 7.

** Tiempo necesario para mantener los grados brix a 9.

Como se puede observar la miel de penca fue eliminada y los °brix se empezaron a
medir a partir de la alimentacidon 11, asi mismo se decidié aumentar el volumen
final de semilleo a 3 litros, para este nuevo procedimiento se inici6 con la
hidratacion de 3 gramos de liofilizado en 15 ml de agua a 45°C, dejando reposar
15 minutos y después se hizo una cuenta directa con camara de Neubauer. Se
midieron 1 ml de esta suspensién y se diluyd en 9 ml de agua, se agitd en el
vortex se repitid este procedimiento para llegar a una dilucién de 107, de esta
dilucion se midieron 0.5 ml y se depositd en un tubo, se agregaron 0.5 ml de azul
de metileno, se agitd en el vortex y se dejé reposar durante 5 minutos, después se

lleno la cdmara de Neubauer con una profundidad de 0.100 mm y un volumen de
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0.1 microlitros; con esto se determind que el nimero de células por mililitro para

iniciar el semilleo tenia que ser aproximadamente de 1.8x10° cel/ml.

9.4.2 Semilleo con las Cepas Aisladas

En la tabla 12 se observa la concentracién celular de las cepas aisladas y que se
sometieron a la estandarizacion de indculo en el medio YM en un tiempo total de
16 h. Se observa que las que las cepas con mayor concentracién celular fueron Al
Y A3.

Tabla 12 Concentraciones celulares de las cepas aisladas en el semilleo en medio YM

CEPA (lev/mL) | 8 h 11.5h | 13h 16 h
Al 4,09x10” | 1.21x10% | 9.20x107 | 1.19x10°
A2 2.4x10” | 6.07x107 | 4.2x10” | 2.7x10’
A3 3.10x107 | 9.50x10” | 6.90x10’ | 8.80x10’
A4 3.20x107 | 1.70X107 | 1.18x10’ | 7.04x10°

En la figura 2 se observa que las cepas Al y A3 fueron las que alcanzaron mayor

biomasa en el semilleo a nivel matraz en medio sintético YM.

1.40E+08
1.20E+08 /\ /
1.00E+08
S 8.00E+07 / hatl —Al
g 6.00E+07 / /I~ —-A2
4.00E+07 J \\. A3
2.00E+07 ——K A4
0.00E+00 ; N(\x .
7 9 11 13 15 17
TIEMPO HRS

Figura 2 Comportamiento de 4 cepas aisladas en medio sintético YM
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9.4.3 Semilleo de las cepas aisladas con mieles de agave y panela

En la tabla 13 se muestra el procedimiento para el semilleo al cual se sometieron

las 4 cepas aisladas. Dicho procedimiento consta de 16 alimentaciones, en cada

una se especifica la cantidad de miel de agave y panela con los respectivos grados

brix de las mismas, la cantidad de sulfato de amonio y el volumen total.

Tabla 13 Procedimiento de semilleo con mieles de agave y panela

Alimentaci | Miel de agave 12° brix | Miel de panela | NH,SO, Vol. Total
on mL (mL/°brix) gr ml

1 3.75 18.75

2 3.75 22.5

3 3.75 26.5

4 3.75 30

5 7.5 37.5

6 7.5 45

7 7.5 52.5

8 7.5 60

9 15 0.138 75

10 30 7.5/12° 0.276 105

11 45 15 /12° 0.414 172.5

12 60 22.5/12° 0.552 255

13 75 30/12° 0.966 360

14 90 45/14° 1.242 495

15 225 150/14° 3.315 870

16 330 315 /12° 3.315 1515

17 750 750 /12° 3.315 3015

En la tabla 14 se muestran el conteo celular durante el semilleo en mieles de

agave, de las 4 cepas aisladas el cual durd 30 h. Sin embargo para las cepas A2 y

A4 no se logré llegar a los 3 litros quedando en 495 ml y 360 ml respectivamente.

Por lo tanto A1 y A3 fueron las levaduras seleccionadas para la fermentacion.

49




Tabla 14 Concentraciones celulares de las cepas aisladas en el semilleo con mieles

Tiempo Cepas (lev/mL)
(h) Al A2 A3 A4
0.2 3.20x107 | 2.40x107 | 5.60x107 | 2.24x10°
2 4.80x10° | 3.52x10° | 3.20x10° | 3.20x10°
4 8.64x10° | 1.63x107 | 2.11x107 | 7.68x10°
7.3 2.40x107 | 1.98x107 | 2.20x10” | 2.88x10°
13.3 3.68x107 | 1.40x107 | 4.16x107 | 5.76x10°
16.3 3.60x107 | 6.40x10° | 4.07x107 | 3.20x10°
19.3 5.18x107 | 4.65x10” | 4.04x10’ | 2.88x10’
27.3 2.70x107 | 7.40x107 | 8.40x107 | 6.24x10°
30 6.70x10” | 5.60x107 | 5.30x10” | 3.20x10’
9.03E+07
8.03E+07 =
7.03E+07
6.03E+07
§5.035+o7 ——Al
‘9 4.03E+07 A2
3.03E+07 A3
2.03E+07
1.03E+07 A4
2.50E+05 1
40

Figura 3 Cinéticas de las cepas aisladas en mieles de agave.

En la figura 3 se muestra el comportamiento de las 4 cepas que se sometieron al

semilleo en miel de Agave sp. cv. comiteco, donde se puede observar que la cepa

con mayor concentracion celular fueron Al y A2, sin embargo esta Ultima no llegd

al volumen final de 3 litros, por lo cual fue elegida la cepa A3 la cual si llegd a los 3

litros de volumen final de semilleo.
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9.5. Fermentaciones

En la figura 4 se muestran las cinéticas de crecimiento durante la fermentacion de
las 4 cepas; donde se pueden observar diferencias en cuanto al tiempo de
fermentacion, ya que la fermentacion de Saccharomyces cerevesiae ellipsodeus fue
la menor con 49 h, mientras que Al Y A3 crecieron en un tiempo de 78.5 h y la

levadura comercial Fleischmann de 73.5 h.

1.81E+68
1.61E+68 T
1.41E+68
1.21E+08

/“ % =¢—AGAVE1
_|01E 08 ! == AGAVE 3
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=>&=S.c. ellipsodeus

1.00E+06—
8-4 0 4 812162024283236404448525660646872768084
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Figura 4 Cinéticas de crecimiento de las 4 cepas evaluadas.

9.5.1 Parametros cinéticos

En la tabla 15 se muestran los parametros cinéticos obtenidos con los datos de las
fermentaciones realizadas, como se puede observar las cepas aisladas tienen un
tiempo de duplicacién similar de 9 horas, al igual que en la velocidad de
crecimiento muestran un dato parecido de 0.08 h™ para agave 1 y para agave 3,
de 0.07 h™. La cepa comercial tiene un tiempo de duplicacién menor de 6.16 horas
por lo cual la fermentacion de ésta tardd menos tiempo con 73, respecto a las

aisladas (agavel y agave3) con 78 horas de fermentacion.
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Tabla 15 Parametros cinéticos de las cepas evaluadas.

Cepa p(h?) td (h)
Agave 1 0.085+0.039 9.39+4.26
Agave 3 0.0754+0.002 | 9.1940.25

Fleischmann 0.11263+0.006 | 6.16%0.37
S. c. ellipsodeus | 0.0647+0.0028 | 10.727+0.46

Con la cepa Saccharomyces cerevesiae ellipsodeus se observaron comportamientos
muy diferentes desde el semilleo en mieles de agave, ya que éste durd 72.5 horas
y la fermentacion solamente durd 49 horas. Esto probablemente se deba a la
antigliedad de la cepa, ya que esta fue aislada de melazas de cafia. En el cepario
del ITTG se ha resembrado por mas de 10 afos en medios sintéticos, por lo que

probablemente no se adaptd a un medio complejo como la miel de agave.

En esta etapa, es importante sefialar que la técnica de cuenta directa al
microscopio, puede traer consigo error humano, se debe tener especial atencion
en las diluciones a manejar, ya que las levaduras tienden a sedimentar, asi como
también los volimenes para llenar la cdmara, que se emplean son pequefos, por
lo cual hay que tomar alicuotas muy homogéneas para tener resultados mas

exactos.
9.6. Destilacion

En la etapa de destilacidn, se pretendia separar, cabeza, cuerpo y cola, y sabiendo
que la temperatura de ebullicion del etanol es a los 80°C, se esperaba que la
destilacion comenzara a esa temperatura, sin embargo en pruebas preliminares
antes de destilar las unidades experimentales, no se logro la separacion de cuerpo,
cabeza y cola y se observd que la destilacion comenzd a 92°C, por lo tanto se
decidié destilar a partir de esa temperatura llegando a los 96°C. En la tabla 15 se
pueden observar los datos que se obtuvieron en este proceso, el volumen
destilado y el porcentaje respecto al volumen de mosto destilado. Se puede
apreciar que la cepa Al obtuvo el mayor volumen destilado y por lo tanto un

mayor porcentaje en volumen con respecto a las otras cepas.
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Tabla 15 Rendimientos de destilacion

Cepa Volumen de destilado (mL) | Rendimiento (%v/v)
A3 119.33+8.14 4.153+0.239
Al 235.67+84.588 8.217+2.89
Fleischmann 123+37.04 4.32+1.32
S. c. ellipsodeus 95 + 54.147 3.298+1.88

9.9 Determinacion de Densidad de los destilados

Para calcular el porcentaje de etanol presente en los destilados de cada cepa, se
determind la densidad a 20°C. Se usaron tablas de densidad del etanol en donde
se correlaciona la densidad con el porcentaje en peso de etanol correspondiente.
En la tabla 16 se muestra la densidad obtenida, y el porcentaje en peso de etanol.
Como se puede apreciar la cepa A3 tiene mayor porcentaje en peso de etanol,
seguida de la cepa Al; con lo cual se puede predecir que el 50% es etanol y lo
restante puede ser agua u otros compuestos, por lo tanto se necesita de un
analisis mas especifico, como la cromatografia de gases para evaluar la produccion

de etanol.

Tabla 16 Determinacion de densidad

Cepa Densidad (g/mL) | Etanol (% peso)
A3 0.902+0.0047 55.16+2.06
Al 0.934+0.0086 41.12+5.1773
Fleischmann 0.9413+0.0059 36.50+3.073
S. c. ellipsodeus | 0.9473%0.00461 33.52+2.471
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9.10 Caracterizacion de los destilados por cromatografia de gases

En la tabla 17 se muestran los porcentajes de los diferentes compuestos
detectados por el analisis de cromatografia de gases, presentes en los destilados
obtenidos de las 4 cepas de levadura evaluadas. Se puede observar el compuesto
que predomina en todas las cepas es el etanol, seguidos de alcoholes superiores,
aldehidos y esteres. También se observa que la cepa A3 es la que contiene mas
compuestos volatiles y probablemente por este motivo es que en la determinacion

de densidad obtuvo el mayor porcentaje en peso.

Tabla 17 Abundancia de compuestos presentes en los destilados de las diferentes cepas analizados por CG-MS.

COMPUESTOS Al A3 Fleischmann S. c. ellipsodeus
%Etanol 95.34+3.1605 90.167+1.37 95.96+ 3.50 98.70+7.56
%acetaldehido 0.52 +£0.128 0.774+ 0.18 1.118+1.330 1.29+1.0
%1-pentanol 1.379+1.19 3.012+0.092 1.747+ 3.02 1.338+2.31
%1-propanol 0.588+0.51 0.83+0.065 ND 0.429+0.74
%isobutanol 0.456+0.405 0.84+0.0607 ND 0.587+1.01
% acido acético ND 0.423+0.083 ND 0.083+ 0.14
% Ester etilico del acido caprico ND 0.673+0.834 ND ND
% Ester etilico del acido caprilico ND 0.144+0.034 ND ND
9%Ester etilico del acido latrico ND 0.148 ND ND
% acetal ND 1.1756+2.03 0.494+ 0.85 2.0661+2.63
% CO; 0.666+0.1214 0.0914 0.5718+0.171 0.3954+0.176
% 1-fenil-1 decanol ND ND 0.152+0.06 0.0939
% acetato de etilo 2.356 ND ND ND
% fenil etil alcohol ND 0.097 ND ND
%o acetoina ND ND ND 0.371138776

Los compuestos volatiles son importantes, ya que estos determinan propiedades
organolépticas en las bebidas alcohdlicas, como el bouquet y aroma. Estas
caracteristicas se las proporcionan los diferentes grupos funcionales como los
aldehidos, alcoholes, esteres, acidos, cetonas, furanos, entre otros (Molina, et al.,
2007). Los aldehidos son compuestos quimicos que van a proporcionar aromas a
hojas verdes, hierbas o frutas cuando son de cadena corta o tonos amargos
desagradables conforme aumenta la longitud de la cadena (Berry y Watson, 1987).
Los ésteres contribuyen fuertemente al aroma frutal, principalmente los ésteres de
acidos grasos de cadena corta (Suarez, 2002). Los acidos organicos producen

54



sabores agrios, ademas los acidos volatiles imparten aroma. Las cetonas tienen un
impacto en el sabor de acuerdo a la longitud de la cadena (Fischer y Scout, 1997).
Los furanos son usualmente formados de carbohidratos por la reaccién de Maillard,
el 5-hidroximetilfurfural tiene un aroma suave a caramelo, heno y tabaco y el

furfural tiene un aroma y sabor a caramelo y cereal (Scarpellino y Soukup, 1993).

En el estudio realizado por De Ledn-Rodriguez et a/ 2007 de las bebidas
alcohdlicas étnicas del agave, los alcoholes que se detectaron fueron metanol,
etanol, propanol, 2-butanol, 2-metilpropanol, 2 feniletanol y la mezcla de 2-metil-
1-butanol y 3-metil-1-butanol. Acido acético, acetato de etilo, y etil-2-
hidroxipropanoato también se encuentran en todas las bebidas alcohdlicas. Las
diferencias en las concentraciones de los compuestos mas importantes entre las
bebidas alcohdlicas podrian atribuirse a la comunidad de microorganismos durante
la fase de fermentacion y también a las condiciones de la destilacion. Esta etapa es
fundamental ya que es importante el control de la temperatura para poder evitar

perder compuestos volatiles deseados en la bebida.

Para poder realizar un analisis mas preciso sobre la produccién de etanol, se
sometieron los datos del porcentaje de etanol detectado en cada cepa, a un
tratamiento estadistico. Se realizd un andlisis de varianza para determinar cual

cepa es la mayor productora de etanol anhidro.

La tabla 18 muestra el andlisis de varianza (p<0.05) descompone la varianza del
contenido de etanol en destilados en dos componentes: un componente entre-
grupos y un componente dentro-de-grupos. La razén-F, que en este caso es igual
a 8.16, es el cociente entre el estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-
grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0.05, existe una
diferencia estadisticamente significativa entre la media del contenido de etanol

entre una cepa y otra evaluadas, con un nivel del 95.0% de confianza.
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Tabla 18 ANOVA para el contenido de etanol en las cepas evaluadas

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razon- | Valor-P
F

Entre grupos | 641.368 3 |213.789 8.16 0.0081

Intra grupos | 209.65 8 | 26.2063

Total (Corr.) | 851.018 11

Para determinar cudles medias son significativamente diferentes de otras, se

realizd las Pruebas de Multiples Rangos indicado en la tabla 19, donde aplica un

procedimiento de comparacion multiple para determinar cuales medias son

significativamente diferentes de otras con un nivel del 95.0% de confianza.

Se

observa que el mayor contenido de etanol anhidro fue obtenido por la cepa Agave

1 que es una de las cepas nativas aisladas.

Tabla 19 Pruebas de Multiple Rangos para el contenido de etanol anhidro de las cepas evaluadas

Cepa Contenido de etanol | Grupos Homogéneos
Agave 1 29.4365 A

Agave 3 18.6359 B

Fleischmann 14.1094 B

S. cerevesiae ellipsoideus | 9.7869 B

DMS 9.6387
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10.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Con el protocolo de fermentacién empleado en la empresa Comiteco Balin Canan
S. de R.L. de C. V, la cepa que obtuvo una mayor produccion en porcentaje de
etanol anhidro fue Agave 1, una de las levaduras aisladas del aguamiel del Agave

Sp. cv comiteco.

Mediante la caracterizacién realizada por CG-MS se conocieron los compuestos
volatiles presentes en el destilado como son alcoholes superiores como 1-propanol,
isobutanol, 1-pentanol , responsables del sabor y aroma de las bebidas alcohdlicas;
estos compuestos son producidos por el tipo de levadura, carbohidratos vy
aminoacidos, en biosintesis y catabolismo respectivamente (Nykanen vy
Suomailainen, 1983; Cacho y Lopez, 1995). De manera similar, otros estudios
afaden que los alcoholes superiores tienen un efecto sobre el sabor de las bebidas
destiladas. Por lo tanto es recomendable que el microorganismo sea identificado,
para conocer su género, especie y sus caracteristicas metabdlicas, para conocer si
puede ser utilizada en otros procesos biotecnoldgicos para produccion de etanol,

es decir utilizarla en otros sustratos diferentes a las mieles de agave y panela.
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ANEXOS

Composicion de los medios de cultivos utilizados.

YM

Composicion g/L

Extracto de malta 3

Extracto de levadura | 3

Peptona de caseina |5

Dextrosa 10

Agar 20

WL

Composicién g/L
Cloruro de calcio 0.125
Extracto de levadura 4.0
Glucosa 50
Cloruro de hierro III 0.0025
Peptona de Caseina 5.0
Sulfato de magnesio 0.125
Sulfato de manganeso II 0.0025
Cloruro de potasio 0.425
Fosfato de-hidrégeno de potasio 0.55
Verde de bromocresol 0.022
Agar 20

El pH de ambos medios se ajustd a 4.5 con HCI 0.1 N

El antibidtico utilizado fue oxitetraciclina en concentracion de 4g/L
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Preparacion del antibiotico.

La pastilla de 125 mg de oxitetraciclina, se triturd y se disolvidé con agua destilada
en un matraz aforado de 25 ml, se colocé en tubos para centrifugar a 3000 rpm
por 10 minutos. Bajo condiciones de esterilidad, el sobrenadante se tomd con
una jeringa estéril y se filtré con una membrana milipore de 0.45 micrémetros,
este filtrado se coloco en ependorfs previamente esterilizados y se conservaron en

refrigeracion.

Curvas Patron

Para cuantificar los azlcares en las mieles utilizadas, se procedid a realizar una
solucion aforada de 100 ml para cada una de ellas. Las mieles fueron pesadas al
igual que la cantidad de panela para preparar la solucion.

Miel Gramos | Concentracion g/ml | °brix
Agave | 22.0946 | 0.220946 12
Penca | 48.2416 | 0.482416 13.8
Panela | 15.4807 | 0.154807 12

Para estas determinaciones, las soluciones se centrifugaron a 4000 rpm por 15
minutos y estas fueron decantadas y de este sobrenadante fue del q se cuantifico

los azucares.
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Curva Patron A.R. (G+F)
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Figura B Curva patron de azucares totales

63



