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Resumen

El objetivo del trabajo fue optimizar las concentraciones de azicar, nitrégeno y fésforo del medio, para
incrementar la eficiencia en la produccién y establecer la influencia de esos macronutrientes en los compuestos
sensoriales indicados en la normatividad Mexicana (NOM -006-SCFI-2005). Se utilizaron dos cepas de levaduras
Saccharomyces y dos tipos de mosto: 100% Agave y Mixto (Agave mds sacarosa). En un principio se utiliz6
un disefio factorial (2*~!). Variables a controlar: concentracién de aziicar; nitrégeno y fésforo; y la temperatura.
Variables de respuesta: Eficiencia de fermentacién y las concentraciones de los compuestos indicados en la NOM.
Por minimos cuadrados se determind la funcién objetivo para cada variable de respuesta con sus restricciones. Para
una eficiencia de 94.58% (con una funcién deseable de 0.891312), el programa sugirié: mosto mixto (Agave y
sacarosa), Saccharomyces THL 110; 8°Bx; 0.797979 g/1 N; 0.376875 g/1 P, y 40 °C.
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Abstract

The objective of this work was to optimize sugar concentrations, nitrogen and phosphorus in the medium, in order

to increase the efficiency production, establishing the influence of these macronutrients in the flavor compounds
listed in the Mexican legislation (NOM-006-SCFI-2005). It was used two strains of Saccharomyces yeasts and two
types of must: 100% Agave and mixed Agave (Agave plus sucrose). At first it was used a factorial design (2*7!).
Control variables: sugar concentration, nitrogen and phosphorus, and temperature. Response variables: fermentation
efficiency and concentrations of the compounds listed in the NOM. The objective function was determined by
minimum squares for each response variable with its restrictions. For the efficiency of 94.58% (with a desirable
function of 0.891312), the program suggested, mixed Agave (Agave and sucrose), Saccharomyces THL 110; 8°Bx;
0.797979 g /1 N; 0.376875 g /1 P, and at 40 °C.
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1 Introduccion

En la industria del tequila, el proceso de fermentacion
es muy importante debido a que involucra
biotransformacién de azicares en diversos alcoholes
y compuestos aromdticos, que colaboran para dar
a cada bebida su identidad distintiva en olor y
sabor; por lo que el papel que desempefian las
levaduras es fundamental. Sin embargo la biosintesis
de alcoholes es influenciada por el tipo de cepas
participantes, composicién y concentracion del medio
y las condiciones de fermentacion (Bohlscheid y
col., 2007; Bely y col., 2003; Arrizén y Gschaedler,
2002; Pinal y col., 1997, Melero, 1992). Respecto
a los microorganismos participantes, existen estudios
sobre la sucesioén de levaduras y bacterias durante la
fermentacién de mostos no estériles (Lachance, 1995;
Rainieri y Pretorius, 2000). En el caso de la industria
del tequila, el uso de mostos estériles incrementaria el
costo, y una solucioén serfa incrementar el volumen
de inoculacién con la levadura de interés. La
principal ventaja de las fermentaciones con levaduras
seleccionadas e inoculadas es que son fermentaciones
mas rdpidas dando bebidas con una calidad mas
consistente (Shuang y Yan, 2010; Mills y col., 2002;
Melero, 1992; Torrea y Azpilicueta, 2002; Bely y col.,
2003).

En cuanto a la composiciéon del medio y su
concentracion, particularmente en la produccién de
tequila, la cantidad de nitrégeno asimilable juega
un papel importante en la duracién y desarrollo del
proceso, ya que ademds de influir en la velocidad de
la fermentacion el nitrégeno es precursor de algunos
compuestos voldtiles (Molina y col. 2007; Arrizén
y Gschaedler, 2007; Bely y col., 2003; Torrea y
Azpilicueta, 2002; Pinal y col., 1997; Albers y
col., 1996). Su deficiencia causa aletargamiento 6
detencién de la fermentacién. Se ha reportado que
cuando se trabaja con concentraciones elevadas de
azdcar (mayor 6 igual a 180 g/L), el crecimiento y
la viabilidad de la levadura decrece debido al stress
osmotico y a la presencia de algunos inhibidores,
tales como el etanol, CO,, 4cidos grasos saturados
de 6, 8 y 10 dtomos de carbono y algunos pesticidas
implicados en el cultivo agricola, los cuales inhiben
el transporte de azicar (Munoz e Ingledew, 1989).
Esta inactivacion suele presentarse en las levaduras
carentes de amonio (Salmon, 1989, Wang y col. 2003;
Bohlscheid y col., 2007). Para evitar estos problemas
tecnoldgicos ademds de la adicion de factores de
supervivencia como el oxigeno, esterol y 4cidos grasos
insaturados, la utilizacién de nitrégeno asimilable en

forma de sales de amonio 6 aminodcidos (ya sean solos
o combinados) ha ofrecido buenos resultados durante
la fermentacién de mostos con nitrégeno limitado, ya
que ayudan exitosamente a evitar este problema, que
se ha reportado ser eficaz sélo durante la fase temprana
de crecimiento (Salmon, 1989, Munoz e Ingledew,
1989; Arrizén y Gschaedler, 2002).

Dentro de las condiciones de cultivo, la
temperatura es otro factor importante ya que afecta
el metabolismo de la levadura y como resultado
se obtiene la formacién de metabolitos secundarios
(como glicerol, 4cido acético, acido succinico,
alcoholes superiores) (Torija, M.J et al.,2003, Pinal y
col., 1997); temperaturas altas (por arriba de los 20°C
en el caso de los vinos y/6 produccién de cerveza)
favorecen la produccién de alcoholes superiores,
esteres y dcidos grasos, mientras que temperaturas
entre los 5°C y los 15°C favorecen particularmente
la produccion de acetaldehido y diacetilo (Nevdovic
V.A., 2006).

Una préctica comtn en la industria es la adicién
de una fuente de nitrégeno como medida previsora
para favorecer el metabolismo de la levadura, en
mostos donde se desconoce tanto la composicién de
los nutrientes como los requerimientos de la levadura,
lo que causa u ocasiona un desequilibrio en el mosto
y una generacién de cambios en la composicion final
del producto, afectando con ello el rendimiento (baja
produccion de alcohol, con mayor cantidad utilizada
de Agave) y la calidad (alterando la produccién de
compuestos sensoriales, generando compuestos no
deseados) (Arellano y col., 2008). Segtn el Consejo
Regulador del Tequila (CRT) (2005), las principales
fuentes de nitrégeno que industrialmente se utilizan
son sulfato de amonio, fosfato de amonio y urea,
donde las concentraciones varfan desde 0.1 hasta 1.0
g/L. El objetivo del presente trabajo fue optimizar
las concentraciones de aztcar, nitrégeno y fésforo,
en un mosto tequilero, para incrementar la eficiencia
en la etapa de fermentacién durante la produccion de
tequila, evaluando la biosintesis de los compuestos
indicados en la norma oficial que lo regula (NOM-006-
SCFI-2005).

2 Materiales y métodos

2.1 Seleccion de cepa de levadura

Una etapa preliminar del trabajo fue la seleccién
de las cepas, con este fin se trabajaron cuatro
levaduras aisladas de mostos tequileros, caracterizadas
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en trabajos previos y propiedad de la empresa. Las
cepas de Saccharomyces sp se identificaron como THL
013, THL 014, THL 018 y THL 110.

El criterio de seleccién se hizo considerando
tres de los aspectos primordiales en esta industria:
(1) eficiencia de la fermentacién (respecto a la
ecuacion tedrica del rendimiento maximo 0.511); (2)
cumplimiento de los compuestos indicados en la
normatividad mexicana (NOM 006 SCFI 2005) y (3)
la generacion de compuestos sensoriales de olor y
sabor, evaluado mediante el panel de jueces de la
empresa.

2.2 Cinéticas de fermentacion

El medio utilizado en la seleccién se prepar6 con un
lote de jugo de Agave y sacarosa (mosto mixto) a 10
°Brix, adicionado con 0.1 g/L. de sulfato de amonio,
Se utilizaron matraces erlenmeyer de 1L de capacidad
con 750 ml del medio y se esterilizaron durante 10
min a 110°C. Cada matraz fue inoculado con 50 mL
de la levadura correspondiente, crecida previamente
durante 12 horas en un agitador orbital a 30 °C y
250 rpm. Los matraces se incubaron a 35°C por 72
h. Las determinaciones realizadas al inicio y final
de la fermentacion fueron: ARD, ART, poblacién por
cuenta directa al microscopio y riqueza alcohdlica.

2.3 Andlisis de concentracion de alcohol y
compuestos de NOM

Para la determinacién de la riqueza alcohdlica del
mosto, en un microdestilador con recirculacién de
agua fria, se destilaron 5 mL del mosto a analizar,
ajustado a 20°C se le adicionaron 3 mL de agua
destilada y se recuperaron 5 mL del destilado a la
misma temperatura de entrada, se le determind la
concentraciéon de alcohol en el densimetro digital
(DMA) (de acuerdo a la norma mexicana NMX -
V - 013-Normex-2005) y de éste destilado 2 mL
se llevaron al cromatdgrafo de gases para analizar
los compuestos indicados en la norma mexicana
NOM 006 SCFI 2005, de acuerdo al procedimiento
indicado en NMX-V- 005-Normex-2005 y ademads, se
determind furfural mediante la técnica indicada en la
norma NMX-V- 004-Normex-2005.

2.4  Evaluacion sensorial

La evaluacion sensorial, se realizé con una destilacion
simple, para obtener una muestra conocida como
ordinario del medio final de la fermentacién. Todo el
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ordinario se ajustd a una concentracién de alcohol del
15% (v/v), mediante un calculo en la concentracion
final del grado alcohdlico de cada uno de los mostos,
empleando la férmula V;C;=V,C,, donde V; es el
volumen del medio final de la fermentacién; C; grado
alcohdlico final de la muestra y C,, la concentracién
deseada de 15%, el V,, volumen a obtener para la
muestra de ordinario. Posteriormente las muestras
fueron analizadas por siete jueces entrenados en
andlisis de materia prima, mostos muertos (medio de
fermentacién al tiempo final), ordinarios y producto
final (tequila). Mediante una prueba hedénica se
asignaron valores desde 1 (desagrado total) hasta 7
(méximo agrado) dependiendo de la aceptaciéon de
cada persona. Los resultados de las calificaciones
otorgadas se sometieron a un andlisis de varianza
bloqueando el efecto del juez.

Todos los ensayos realizados fueron por duplicado
y los resultados se analizaron utilizando el paquete
estadistico Statgrpahics plus.

2.5 Analisis de la etapa de fermentacion

En esta etapa se utilizé un disefio estadistico factorial
fraccionado 247!, completamente al azar, manteniendo
como bloque la levadura y el mosto por ser variables
no continuas.

Las cepas de Saccharomyces sp utilizadas en la
siguiente etapa fueron las identificadas como THL-
018 y THL-110, en dos tipos de mostos de Agave:
mixto y 100%, con la siguiente combinacién:

a). THL 110 y mosto 100%
b). THL 110 y mosto mixto
¢). Levadura THL 018 y mosto 100%
d). THL 018 y mosto mixto

Las variables independientes fueron la
concentracion de azicar (Azicar) de 8 y 15 °Brix;
concentracién de nitrégeno de acuerdo a la adicién
extra al mosto (N) de 0 y 0.5 g/LL de nitrégeno;
concentracion de fésforo de acuerdo a la adicion extra
al mosto (P) de 0y 0.3 g/L de fésforo y la temperatura
(T) de 20°C y 40°C. Las variables de respuesta
(dependientes) fueron: eficiencia de fermentacién
(%E) (respecto a la ecuacion tedrica de rendimiento
maximo 0.511) y concentraciéon de los compuestos
indicados en la norma oficial del tequila (NOM-006-
SCFI-2005).

Para evitar tener la influencia de la composicién
del medio en cada una de las cinéticas de fermentaciéon
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del disefio estadistico, se realizo un lote con el medio
basal preparado bajo las mismas condiciones tanto
para los medios con mostos mixtos como para los de
100% Agave. Se trabajé con un lote de 55 L de jugo
de Agave alto en °Brix (obtenido del primer molino),
se separd una parte de este jugo a 20 °Brix, se llenaron
47 botellas de 1L con 750 ml de este medio (100%
Agave).

Para las muestras de mosto mixto se tom¢ la otra
parte del jugo a 20 °Brix se hicieron los célculos para
tener una relacién de 51% de los azicares provenientes
de Agave y el 49% de otros aziicares (sacarosa en este
caso) considerando tener al final el °Brix también de
20. Los frascos se esterilizaron 10 min a 110 °C.
Después que se enfriaron se llevaron a congelar hasta
su uso. La formulacion se realiz6 hasta su uso de
acuerdo a la hoja de disefio.

Para la adicién de las fuentes se prepararon
soluciones concentradas y se esterilizaron por
ultrafiltraciéon. En la preparaciéon de la solucién
concentrada de nitrégeno, se utiliz6 sulfato de amonio
((NH4)2S04), se pesaron 118g de (NH4),SOs y
se aforaron a 500ml con agua destilada. De esta
solucién se agregaron bajo condiciones estériles, en el
momento de la formulacién de los mostos a los frascos
correspondientes, 28 ml de la solucidn, ofreciendo a
cada medio enriquecido con éste compuesto, 2.36 g/L
de (NH4),SOy, correspondiendo a un concentracion
de 0.5 g/L de nitrégeno.

Como fuente de fosforo se utiliz6 el fosfato de
potasio monobdasico (KH,PO,). EI nivel considerado
para las muestras que inclufan esta fuente fue de 0.3
g/L de P (es decir 1.32 g de (KH,PQOy/ cada litro de
medio). Para la solucién concentrada, se pesaron 66g
de fosfato de potasio monobdsico y se aforaron a 500
ml. En cada frasco que llevara adicién de fésforo se
agregaron 28 ml de la solucién concentrada estéril.
Ambas soluciones se mantuvieron en refrigeracion.

El volumen de trabajo para cada una de las corridas
del disefio, fue de 2.8 L, ajustado con agua destilada
estéril. Los ensayos se realizaron en frascos de vidrio
con capacidad de 3L cada frasco, se inocularon con
20 ml de una suspension de la respectiva levadura,
ajustada a una poblacién de 400 x 10° cel /ml. El
tiempo de fermentacion fue de 72 h tomando muestras
cada 4 horas, para andlisis de ARD, pH; riqueza
alcohdlica y compuestos de NOM 006 SCFI 2005. El
volumen final de la fermentaciéon que fue de 2.1L se
utilizé para la obtencién de muestras de tequila a nivel
laboratorio.

2.6 Destilacion de las muestras de
fermentacion

Al volumen final obtenido en la etapa de fermentacién
se le realizé una doble destilacidén para tener muestra
de tequila.

Para este fin se utilizaron matraces de destilacién
de 1L, cada carga se realizé con 700 ml del medio
final de la fermentacién (conocido en la industria
con el término de mosto muerto) se destild a una
temperatura de 90°C y se retiraron los primeros 3.0 ml
del condensado (fraccion referida como “cabezas’).
Por cada 700 ml de mosto muerto, se recuperaron
200 ml de ordinario (primera destilacién), al ordinario
se le determin la riqueza alcohdlica para establecer
el volumen a recuperar en la segunda destilacién.
Los 600 ml de ordinario que se obtuvieron, se
destilaron nuevamente a 90°C, retirandose 3.0 ml
y se recuperé el volumen de tequila que resultd
después de determinar la riqueza alcohdlica en los
mostos ordinarios, dependiendo de las combinaciones
y la concentracién de alcohol en el mosto final,
se realizaron los célculos necesarios para tener una
riqueza alcohdlica no menor de 35% de alcohol en
volumen (que es la minima riqueza permitida en la
NOM 006SCFI 2005).

A las muestras de tequila asi obtenidas, se
analizaron los compuestos de la norma oficial del
tequila.

2.7 Optimizacion

La optimizacién del proceso se realizé utilizando la
metodologia de superficie de respuesta, empleando
minimos cuadrados con el paquete estadistico
Statgraphics plus 4.0. La funcién objetivo general
que se utilizé fue una de segundo orden, Ec. (1).

Y=po+ Zk:ﬁixi + Zklﬁiixiz + Z,Bi,jxixj +e (1)
P i1 7

i<j
donde

Y= Variable de respuesta.

X; y xj = Variables independientes.

Bo = Coeficiente de interseccion.

Bi = Coeficiente lineal.

Bii = Coeficiente cuadratico.

Bij = Coeficiente de los productos cruzados.

& = Error experimental aleatorio.
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Se determind la funcién objetivo para cada variable de
respuesta (Eficiencia, metanol, alcoholes superiores,
aldehidos, ésteres y furfural) y se realiz una
optimizacién de respuesta mudltiple tomando en
cuenta la funcién objetivo, maximizando eficiencia
con restricciones en metanol y alcoholes superiores
principalmente, considerando los niveles maximos
de cada uno de éstos pardmetros indicados en la
normatividad mexicana (NOM 006 SCFI 2005).

Por dltimo se realizé una corrida confirmatoria con
las condiciones sugeridas por el modelo, empleando
del mismo lote de jugo de Agave.

El paquete estadistico utilizado fue el Statgraphics
plus 4.0. Los andlisis de varianza (ANOVA) realizados
en todos los tratamientos se hicieron con un nivel de
significancia del 0.05.

2.8 Técnicas analiticas

1 Determinacién de etanol por densidad DMA (NMX
-V - 013-Normex-2005).

2 Determinacién de azicares reductores directos
(ARD) y totales (ART), método de Fehling, y
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)
NMX-V- 006-Normex-2005.

3 Determinacién de compuestos de Norma:
Aldehidos, Esteres, Metanol; Alcoholes
Superiores: Norma Mexicana, NMX-V- 005-
Normex-2005 y Furfural: NMX-V- 004-
Normex-2005.

4 Determinacion de fésforo en mostos de Agave
(AOAC, 1990).

5 Determinacién de nitrégeno amoniacal en mostos

fermentados (método de Nessler. 2800
Spectrophotometer Procedure Manual Hach.
8038 EPA).

3 Resultados y discusion

3.1 Seleccion de cepas

Los resultados de la seleccion de las cepas, tanto de
la eficiencia de la fermentacién alcohdlica como de la
produccion de los compuestos sensoriales de Norma,
se presentan en la Tabla 1. La primera columna
corresponde a los resultados de la eficiencia (%E), la
cepa THL 110 fue la que presentd los valores mds
bajos, con un valor promedio de 78 %E (+4). Las
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otras tres cepas mostraron valores muy semejantes,
con promedio 88 %E (+4.0), por lo tanto daria lo
mismo utilizar la THL 013, 014 6 018. Sobre los
compuestos voldtiles regulados en la normatividad
mexicana (NOM 006-SCFI-2005), en la misma tabla
1, se puede observar que la cepa THL 018 present6
los valores mas bajos respecto a la concentracion
de metanol (96.46 mg/100ml de alcohol anhidro) y
alcoholes superiores (216.09 mg/100ml de alcohol
anhidro); sin embargo el anélisis de varianza realizado
entre las cepas indicé que solamente la biosintesis de
alcoholes superiores fue estadisticamente significativa
(p < 0.05). Como se ha visto en otros trabajos
realizados con vinos las cepas ain proviniendo de
la misma especie han presentado diferencias respecto
a su metabolismo (Shuang y Yan, 2010; Gschaedler
y col., 2004; Vilanova y Massneuf-Pomarede, 2005;
Rainieri y Pretorius 2000). Otro punto muy importante
que se debe considerar en la industria de bebidas
alcohdlicas es el aspecto sensorial de la bebida, ya que
sera un factor determinante en la aceptacion 6 rechazo
por parte del consumidor.

Respecto a la evaluacién sensorial de la bebida, es
importante hacer notar que las calificaciones otorgadas
por los jueces al producto evaluado fueron mds
bajas que cuando se trabaja con el tequila (que es
el ordinario rectificado), ya que el ordinario difiere
del tequila en la concentracién de los componentes
mayoritarios que son los compuestos de norma;
acetaldehido, acetato de etilo, lactato de etilo, los
alcoholes superiores como el isoamilico, isobutilico,
n-propanol y el fenetilico, entre otros mdas y los
minoritarios como el eugenol, tymol, hexanoato de
etilo, metil furfural, etc. (Escalona y col., 2004; Prado
Ramirez, 2004). La concentracién de estos productos
variard dependiendo si se habla de un ordinario 6 un
rectificado (tequila).

En la Fig. 1 se presentan los resultados del
ANOVA realizado a la preferencia del panel de jueces,
por los productos fermentados con las cuatro cepas de
levaduras. El inico producto que fue estadisticamente
diferente (con valor p < 0.05), fue el de la cepa THL
014 respecto al proveniente de la cepa THL 018. Entre
los productos provenientes de las cepas THL 110;
013 y 018 no se encontraron diferencias significativas.
El producto proveniente de la cepa THL 018 fue el
que presentd el valor mdximo de aceptacién (el valor
asignado por los jueces fue de 4.8) y el que menos
gusto fue el proveniente de la cepa THL 014 (con un
valor minimo de 2.1).
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Tabla 1. Generacién de compuestos voldtiles de norma, por cuatro cepas de Saccharomyces sp

Cepas Eficiencia en fermentacién ~ Aldehidos Esteres Metanol Alc. Sup. Furfural
% mg/100 ml de alcohol anhidro*
THL 013 88.2589¢ 20.08¢ 17.99 102.51¢  321.61¢ 0.88¢
THL 014 88.3966 25.05¢ 20.08¢  123.75¢  339.22¢ 0.51¢
THL 018 87.5164¢ 25.57¢ 20424 96.46° 216.09° 0.78¢
THL 110 77.9316° 24.49¢ 23.85¢ 100.93¢  319.61¢ 0.62¢
NOM-006-SCFI-2005 0-40 2-270  30-300 20-500 0-1.0

* Letra diferente por columna representa diferencia estadisticamente significativa (p < 0.5)

Tabla 2. Valores-P de los factores que intervienen en los diferentes bloques
de estudio de la fermentacién

Fuente THL 110y THL 110y THLO18ye THLOI8Yy
100% agave mosto mixto  100% agav ~ mosto mixto
A: Azicar 0.232 > 0.2335 0.0069 0.0166
B: Nitrégeno 0.0224 0.1077 0.0055 0.0127
C: Fésforo > 0.232 > 0.2335 0.0164 > 0.05
D: Temperatura 0.1475 0.046 > 0.05 0.0295
AB (CD) 0.0514 0.1841 0.0061 0.0136
AC (BD) 0.0482 0.1435 0.0049 0.0098
AD (BC) > 0.232 0.2335 0.0143 0.0493

p < 0.05, indica que hay efecto estadisticamente significativo

47F .
43 -

39 | 4

27| % i
2.3

THL14

Calificacion

THL110 THL13 THL18

Cepa

Fig. 1. Resultados de las pruebas hedénicas de los
jueces para el producto proveniente de las cuatro
cepas.

Con los resultados obtenidos hasta este momento,
se decidi6 trabajar con las cepas THL 018 y la THL
110. La cepa THL 018 porque fue una de las que
presentd los resultados mds elevados en eficiencia
de la fermentacion alcohdlica (87% E); la tnica que
presentd los valores mds bajos de alcoholes superiores
(216.09 mg/100 ml de alcohol anhidro) y el producto
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(ordinario) obtenido con esta levadura fue el que tuvo
la aceptacion mads alta con los jueces (4.8).

La cepa THL 110 se eligi6 por presentar
los valores de eficiencia mas bajos (81.4%); su
produccién de alcoholes superiores junto con la THL
013 y 014 estuvo dentro de norma (319.61 mg/100 ml
de alcohol anhidro) y el producto proveniente de esta
cepa también tuvo buena aceptacion por el panel de
jueces (el valor asignado fue de 4.0).

Con los resultados se ratifica la importancia de
seleccionar levaduras locales (Arellano y col., 2008;
Vilanova y Massneuf-Pomarede, 2005; Morata y col.,
2003); y una vez seleccionadas es importante conocer
las necesidades de cada cepa para poderlas manipular
de forma favorable en la industria.

3.2 Evaluacion de la fermentacion

Después de la seleccién de las cepas de levadura, se
trabajaron con dos tipos de mostos para las cepas
seleccionadas, dando 4 bloques, como se describieron
en la seccidn de materiales y métodos.

La primer observacién realizada en los cuatro
bloques fue que tanto el tipo de mosto (mixto y
100% Agave) como la levadura empleada, influyeron
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sobre la eficiencia de la fermentacién. Los resultados
de los valores-P para cada uno de los bloques se
presentan en la Tabla 2. La principal diferencia en
la composicién de los mostos fueron las fuentes de
azdcares. La composicién en el 100% Agave, estuvo
constituida basicamente de: inulina (7.93%) y fructosa
(82.65%); mientras que los mostos mixtos estuvieron
constituidos de: sacarosa (42.42%); y fructosa
(50.12%). Siendo la concentracién de fructosa, el
carbohidrato predominante en ambos mostos.

En aquellos donde se trabajé con mosto mixto
se presentaron las eficiencias mds altas, obteniéndose
valores entre el 90 y 94%, mientras que en los
medios con 100% Agave los mas altos estuvieron
entre 80 y 82%, como se ha reportado en otros
trabajos realizados con la elaboraciéon de vinos, el
medio de fermentacién y las cepas de levaduras,
especialmente Saccharomyces presentaron diferencias
en la composicion de los constituyentes de los vinos y
eficiencias variadas (Shuang y Yan, 2010; Inei y col.,
2009; Morata y col., 2003).

En cuanto a la influencia de las interacciones
posibles y de los factores sobre la variable de respuesta
(%E), la cepa THL 018 present6 mucha similitud
en ambos mostos: 100% Agave y mixto (Tabla 2),
excepto la concentracion de fésforo (P) que influy6 en
el mosto 100% y no en el mixto. La Temperatura (T)
mostré influencia en el mosto mixto y no en el 100%
Agave.

Respecto a la cepa THL 110, no hubo similitud
con ningin factor en ambos mostos, sélo fueron
estadisticamente significativos en el medio 100%
Agave, el contenido de nitrégeno (N) y la interaccidn
Azucar-fésforo (AC); mientras que en el mosto mixto
el dnico factor que influyé fue la Temperatura (T)
(Tabla 2).

En los medios 100% Agave, los factores que
influyeron sobre la eficiencia en ambas cepas fueron
N y las interacciones Azicar (A) - Concentracién de
foésforo (P), que fueron los tnicos factores para la
cepa THL 110; mientras que para la cepa THL 018
ademds de los ya mencionados influyeron Azicar(A),
Concentraciéon de fésforo (P) y las interacciones
Azucar-N y Azicar-T. En mosto mixto el dnico factor
comun en ambas cepas fue T, que fue el tnico en
la cepa THL 110 y para la cepa THL 018 ademds
los factores Aziicar y N las interacciones Azucar-P,
Azucar-N, Azucar-T, estos resultados se resumen en
la Tabla 2.

La influencia del nitrégeno sobre el medio de
fermentacién ha sido reportada en varios aspectos
del metabolismo de la levadura (Inei y col., 2009;
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Bohscheid y col., 2007; Arrizén y col., 2006; Wang
y col., 2003; Moreira y col., 2002; Albers y col.,
1996; Kolothumannil y col., 1990) Asi como la
relacién fuente de Carbono-Nitrégeno que ha sido
reportada como influyente en cepas evaluadas sobre la
produccién de alcoholes superiores (Bely y col., 2003;
Pinal y col., 1997), todos los resultados aqui obtenidos.
Asi como las interacciones del nitrégeno con otros
factores demuestran su importancia en el medio de
fermentacion.

La adicion de Foésforo (P) al medio de
fermentacion, mostré influencia estadisticamente
significativa sobre la respuesta (%E), en la levadura
THL 018 en el mosto 100% Agave, (Tabla 2). Sin
embargo las interacciones de los otros factores con
el fosforo fue determinante y afecté la eficiencia
de la fermentacién, a excepcién de la interaccidon
Nitrégeno-Fésforo en la cepa THL 110 en mosto
mixto donde no mostré ser influyente estadisticamente
sobre la respuesta evaluada (%E). Esto indica que la
adicién del fésforo no es necesaria en la formulacién
de los mostos, ya que éstos tienen una concentracion
inicial de 0.1 g/L de fosforo como fosfato sugiriendo
que esta concentraciéon es suficiente para que la
levadura realice el metabolismo. EI efecto de la
Temperatura (T) no mostré ser importante con la
levadura THL 018 en mosto 100% Agave, sin embargo
la mayoria de las interacciones con este factor influy6
en la respuesta (%E). Como lo ha reportado Flores y
col. (2005), en estudios sobre vinos, el valor éptimo
dependera de la cepa, algunas a temperaturas muy
elevadas pueden romper las enzimas de membrana
ocasionando una interrupcién de la fermentacién.
Otros autores reportan la resistencia que presentan
algunas cepas a temperaturas de 42°C a 45 °C
(Ballesteros y col., 1991, Kar y col., 1985; Kelsall,
2003). Esta resistencia a temperaturas mas altas por
parte de las dos cepas en el medio 100% Agave, puede
ser debido a la presencia componentes encontrados
en este medio que provienen del Agave, como acidos
grasos.

La tolerancia a temperaturas elevadas sea de
crecimiento 6 fermentacidn, dependerd de la cepa
y de la concentraciéon de alcohol intracelular ya
que se produce mdas rdpidamente de lo que puede
ser transportado hacia el exterior (Jones y col.,
1981); asi mismo se habla sobre la alteracion de la
sintesis de esterol y de 4cidos grasos, sobre todo
en la etapa de crecimiento, ya que las células de
levaduras pueden presentar gran nimero de mutantes
“petit”, que son células que han perdido su capacidad
respiratoria, y que presentan un reducido rendimiento
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del producto, debido a un requerimiento elevado de
mantenimiento (Jones y col., 1981). En el presente
trabajo las levaduras se crecieron a 30 °C, que ha sido
reportada en trabajos con medio de Agave (Arrizén
and Gschaedler 2002 y 2007).

3.3 Optimizacion

Dentro de los compuestos que estdn regulados por la
normatividad mexicana (NOM - 006 - SFCI - 2005),
los que generalmente suelen representar un problema
para los productores de tequila son la presencia de
Metanol (sobre todo para quienes formulan 100%
Agave) y Alcoholes Superiores. Por tal razén para
la etapa de optimizacién ademads de estos dos grupos,
también se considerd la concentracion de ésteres. La
presencia de aldehidos y furfural no representaron
ningin problema debido a que sus concentraciones en
todos los tratamientos cumplieron perfectamente con
la normatividad.

Con los resultados previos al estudio, se
procedié a optimizar las condiciones de operacién
para cada uno de los bloques evaluados. Los
coeficientes de las funciones objetivo obtenidos
para cada bloque se presentan en la Tabla 3. FEl
procedimiento para la optimizacién multi-respuesta
fue siempre considerando la normatividad del tequila

como restricciones, buscando el valor mas alto
en la eficiencia de la fermentacién alcohdlica y
minimizando la concentracion de ésteres; metanol
y alcoholes superiores; a excepciéon del bloque
correspondiente a la levadura THL 110 en mosto
100% Agave, donde el nivel de metanol se mantuvo
en 200 mg/100 ml de alcohol anhidro; se considerd
éste valor porque suele ser un valor promedio
para el tequila 100% Agave y que ademds cumple
perfectamente con la normatividad. La eficiencia
se realiz6 maximizando la funcién “deseabilidad”,
cuyo valor miximo es 1.0, cuando la funcién de
deseabilidad tiene un valor de 0.0, indica que no
hay conformidad con el objetivo deseado y cuando la
deseabilidad alcanza el valor de 1.0, indica que tiene
conformidad total en los cuatro factores optimizados.

También se determind que la cepa THL 018
presentd los valores mds altos de ésteres, debido a la
influencia de cada cepa de levadura sobre la biosintesis
de este compuesto (Arellano y col., 2008; Fraile y
col., 2000). Ademads se determind que el tipo de
mosto también influyd, ya que las concentraciones
de ésteres mds altas, se reportaron en mostos mixtos,
como lo reportado por Da Porto (2002), donde sus
trabajos también relacionan los mostos de vino, con la
variacion en el contenido en ésteres dependiendo del
tipo de uva empleada.

Tabla 3. Coeficiente de las ecuaciones objetivos para cada respuesta.

THL 018 THL 110
Coeficientes para las ecuaciones de:

Medio Eficiencia  Metanol  Alc. Sup. Esteres Eficiencia  Metanol Alc. Sup.  Esteres
b0 4.07 549.282  949.253 73.3918 65.0117 196.079 17.009  -17.5259
bl 5.27657 0.49619  -16.4839 -4.8681 0.434762  21.4494  54.6311  3.28986
b2 50.4943 187.789  -444.455 20.665 33.6057  -215.395 -215.785  18.9386

100 % b3 85.6286 -1339.2 768261  -279.074  -39.3738  986.673  798.402  80.6643

agave b4  0.401679 0 -6.85987  0.354875 0.0945 -249213  5.26075  0.39825
b5  -3.27429  -53.8286 0 0 -1.98571 0 0 -1.06857
b6  -6.82857 116.452  65.9357 22.8738 3.42381 -85.7976  -46.8357 -7.01429
b7 -0.0349286 0 0 0 0 0 -1.23375 -0.007

Eficiencia  Metanol  Alc. Sup. Esteres Eficiencia  Metanol  Alc. Sup.  Esteres
b0 67.4142 245329  496.749  -66.1125 44.0946 670.745  1264.75 25.15
bl 1.51476 36.0224  18.1351 5.37095 1.17236  -19.7471 -47.9845 -1.76167
b2  -69.2229  -411.875 -432.915 4438 474 -298.8 -418.96 131.514
b3 120.476 1735.71 1042.77 33.9738 65.1393  -1063.42 -1521.56 -154.9

Mixto b4  0.543286  -7.28087 -6.08688 1.77496  -0.132357  -3.4165  -4.72775 0
b5 4.54286 0 0 0 -2.89 0 0 -5.51429
b6  -10.4762  -150.931 -90.6757  -4.42381 -5.66429 924714 132.31 11.1667
b7 -0.0312857 0 0 -0.097714  0.0611071 0 0 0
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Figura 2 d) THL 118 y Mosto 100% Agave

Fig. 2. Superficie de respuesta estimada para la relacién azdcar-nitrégeno con las dos levaduras y los dos tipos de
mostos. a) Cepa THL 110 y mosto mixto. b) Cepa THL 110 y mosto 100% agave. c) Cepa THL 018 y mosto mixto.

d) Cepa THL 018 y mosto 100% agave.

En la Fig. 2 se presentan las graficas de superficie
de respuesta, con la interaccién Azicar-Nitrégeno.
En cada una de ellas se mantiene el fésforo y
la temperatura en sus niveles Optimos. Se puede
observar la importancia de la presencia de la fuente
de nitrégeno, asi como el factor temperatura, en
todos los casos para obtener los mejores resultados se
sugirié trabajarla en los niveles altos. Respecto a la
concentraciéon de azicar, también se sugiere trabajar
niveles altos en el medio, a excepcién de la cepa THL
110 en mosto mixto, donde se obtienen las mejores
respuestas con el nivel bajo (§°Bx).

En la Tabla 4 se presentan los resultados de la
optimizacién multi-respuesta, asi como los valores
optimos para cada uno de los factores a controlar
y los valores estimados de cada respuesta en cada
uno de los bloques de estudio. Las unidades para
los pardmetros de metanol; alcoholes superiores y
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ésteres estdn dadas en mg/100 ml de alcohol anhidro.
Se puede también observar que la cepa que presenta
los mejores resultados en cuanto a eficiencia de la
fermentacidn, es la cepa THL 110.

En el caso de la cepa THL 110 y mosto
100% Agave, el programa sugiri trabajar con una
concentraciéon de azdcar de 14.6 °Brix; nitrégeno
0.8 g/L; fosforo 0.140105 g/L y a una Temperatura
de 39.9896 °C para tener la respuesta maxima en
eficiencia de fermentacién de 80.3167% respecto a la
ecuacion tedrica maxima.

En el caso de la cepa THL 110 y mosto mixto,
que corresponde a la eficiencia mds alta bajo las
condiciones evaluadas (94.58%), el programa sugiri6
trabajar con una concentracion de azicar de 8.0 °Brix;
nitrégeno 0. 797979 g/L; fésforo 0.376875 g/L 'y a una
temperatura de 40 °C (Tabla 4).
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Tabla 4. Valores 6ptimos de acuerdo a las restricciones de la norma

NOMO006-SCFI-2005.

Medio Cepa THL 018 Cepa THL 010
Deseabilidad éptima = 0.863176  Deseabilidad 6ptima = 0.926465
Azicar (°Bx) 15.00 Azicar (°Bx) 14.60
Nitrégeno (g/L) 0.799994  Nitrégeno (g/L) 0.8
Fésforo (g/L) 0.219418  Fosforo (g/L) 0.140105
100 %  Temperatura (°C) 39.305 Temperatura (°C) 39.9896
Agave Respuesta (esperada) Optima Respuesta (esperada) ()ptima
% Eficiencia 75.8412 % Eficiencia 80.3167
Metanol* 150.3940 Metanol* 200.002
Alcoholes Superiores™ 127.4420  Alcoholes Superiores* 148.104
Esteres* 44.8899 Esteres* 41.9685
Deseabilidad éptima = 0.977732 Deseabilidad éptima = 0.891312
Aztcar 15 Azicar 8.00
Nitrégeno 0.8000  Nitr6geno 0.797979
Fésforo 0.1000  Fésforo 0.376875
Temperatura 40 Temperatura 40.0000
Mixto Respuesta (esperada) ()ptima Respuesta (esperada) Optima
% Eficiencia 88.565 % Eficiencia 94.5800
Metanol* 112.1040 Metanol* 15.6955
Alcoholes Superiores™ 147.2330  Alcoholes Superiores* 182915
Esteres* 59.0875 Esteres* 56.0896
*mg/100 ml de alcohol anhidro
**(Objetivo: Maximizar eficiencia
Restricciones
30 < f(MeOH) <300 Minimizar
20 < f(AS) <500 Minimizar (A excepcién de THL 110 y 100 %
agave, donde la respuesta de metanol,
se mantuvo en 200)
2 < f(Esteres) <200  Maximizar

Tabla 5. Resultados estimados con el programa contra los obtenidos en
forma experimental

Parametros 100% Agave Mosto mixto
Estimada Obtenida % d Estimada Obtenida % d
% Eficiencia 80.32 80.60 0.35 94.58 91.10 -3.68
Metanol* 200.00 214.12 7.06 15.70 74.63 375.49
Alc. Sup* 148.10 164.13 10.82 182.92 178.53 -2.40
Esteres* 41.97 27.66 -34.10 56.09 39.75 -29.13

*mg /100 ml de alcohol anhidro

Con las condiciones sugeridas por el programa, se
realizé una corrida de validacién para las eficiencias
mds altas, tanto para trabajar con mosto mixto (en la
produccion de tequila) como para cuando se trabaje

con mosto 100% Agave. La levadura que se utiliz6 en
ambos casos fue la cepa THL 110. Los resultados de
las cinéticas de fermentacion, para la validacion de los
resultados se presentan en la Fig. 3.
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Fig. 3. Biosintesis de compuestos de Norma (NOM 006-SCFI-2005) a) Cepa THL 110 en medio 100% agave b)

Cepa THL 110 en mosto mixto.

Respecto a la producciéon de los compuestos
sensoriales de norma, se puede observar una diferencia
significativa del metanol en los mostos 100% Agave
respecto a los mostos mixtos, una de las principales
razones de la presencia de este compuesto en el
tequila, radica principalmente en la concentracién de
Agave que se utiliza en la elaboracién de la bebida.
Como se puede observar las variaciones entre lo
predicho y lo validado en forma experimental fueron
muy semejantes (Tabla 5).

Conclusion

Las cepas THL 013. THL 014 y THLOI1S8, no
mostraron una diferencia estadistica cuyos valores
de eficiencia fueron muy semejantes, con un valor
promedio de 88%. Mientras que la cepa THL 110,
fue la que present6 el valor mas bajo (77.9%) y fue
diferente estadisticamente al resto de las cepas.

Las condiciones 6ptimas para la cepa THL 018 en
medio 100% Agave: 15°Brix; Nitrégeno, 0.799994
g/L; Fosforo, 0.219418 g/L y una temperatura de
39.305°C. Para mosto mixto: 15°Brix; Nitrégeno, 0.8
g/L Fésforo, 0.1 g/L y una temperatura de 40°C. Para
la cepa THL 110 en mosto 100% Agave: 14.6°Brix;
Nitrégeno, 0.8 g/l Fésforo, 0.140105 g/L y una
temperatura de 39.9896°C y finalmente para mosto
mixto: 8°Brix; Nitrégeno, 0.797979 g/L. Fésforo,
0.376875 g/L y una temperatura de 40°C.

Respecto a la validacion del programa
los resultados estimados y los obtenidos
experimentalmente, no presentaron diferencias
estadisticamente significativas, indicando que hay una
igualdad entre ellos y por consiguiente validando las
ecuaciones y valores de optimizacion.

La cepa THL 110 en la etapa de seleccion
de levaduras fue la que presentd los valores en
fermentacién mas bajos (78% E), sin embargo después
de la etapa de optimizacidn fue la cepa de levadura
que presentd los valores més altos en ambos medios,
en mixto la eficiencia fue de 94.5 (91) % y en 100%
Agave fue 80.3 (80.6)%. La cepa THL 018, mantuvo
su eficiencia con un promedio de 87%. Se logré
incrementar la eficiencia con la cepa THL 110 en un
4% en mosto 100% Agave y un 17% en mosto mixto.
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Nomenclatura

x  variables independientes

Y variable de respuesta

Simbolos griegos

B coeficientes de las funciones objetivo
g error
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