El presente proyecto de grado ha sido desarrollado siguiendo una metodologia
experimental rigurosa que ha generado una cantidad considerable de datos analiticos,
cromatogramas y registros operativos. Si bien la informacion presentada en el cuerpo principal de
esta tesis corresponde a los resultados mas relevantes y significativos para la demostracion de los
objetivos planteados, se ha considerado pertinente compilar en un documento de anexos todo el
material complementario que respalda los hallazgos y permite una verificacion exhaustiva de los
procedimientos realizados.

Los anexos incluidos en el documento complementario contienen informacion detallada
que no fue incorporada en el texto principal para no afectar la fluidez de la lectura y la claridad de
los argumentos centrales, pero que resulta valiosa para aquellos lectores interesados en profundizar
en los aspectos técnicos especificos o para quienes requieran replicar los experimentos realizados.
Este material adicional constituye un registro completo de las actividades experimentales
realizadas durante la investigacion.

Entre los documentos complementarios se incluyen los cromatogramas obtenidos en cada
una de las corridas cromatograficas realizadas mediante cromatografia de gases (GC-FID, GC-
MS), tanto para la cuantificacion de etanol como para la identificacion y cuantificacion de
congéneres. Estos registros graficos evidencian la evolucion del proceso fermentativo a lo largo
del tiempo, la presencia de compuestos mayoritarios y minoritarios, y los cambios en el perfil de
metabolitos en funcion de las diferentes condiciones experimentales evaluadas.

Es importante destacar que, aunque los anexos contienen informacion extensa y detallada,
la interpretacion y discusion de los datos relevantes se ha realizado en los capitulos
correspondientes del trabajo principal. Los anexos estan organizados de manera coherente,

numerados consecutivamente y referenciados en el texto principal para facilitar su consulta y



permitir a los lectores acceder facilmente a la informacién complementaria cuando lo consideren
necesario. Esta estructuracion permite que el cuerpo principal de la tesis mantenga un flujo
narrativo claro y enfocado, mientras que los anexos proporcionan el soporte documental completo

que respalda las conclusiones presentadas.



Apéndice 1.

Cromatograma y reporte del estandar de metanol.
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Apéndice 2.

Cromatograma y reporte del estandar de etanol.
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Apéndice 3.

Cromatograma y reporte del patron de muestra de mezcla (metanol-etanol).

FID2 A Front Signal (116F0101.D)
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Apéndice 4.

Cromatograma y reporte del lote 1.1(15% azucar, 1%levadura, T ambiente).

FID2 A, Front Signal (101F0201.D)
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El cromatograma obtenido mediante cromatografia de gases (GC-FID) de la figura 7
evidencia la presencia predominante de compuestos volatiles asociados al proceso de fermentacion
alcohdlica. El andlisis cromatografico mostro picos de alta intensidad el segundo en 4.003 min con
un area relativa de 76.43%, constituyéndose como el compuesto mayoritario de la muestra y su
comportamiento sugiere una elevada presencia de etanol dentro del fermentado bajo condiciones
anaerobias. Por otro lado, el tercer pico se encuentra a 4.130 min con un porcentaje de area
correspondiente al 21.94%; debido a la cercania entre ambos tiempos se atribuye a un alcohol
superior. Asi mismo, en este cromatograma se evidencia la ausencia de sefiales compatibles con
altas concentraciones de metanol, esto es importante mencionarlo ya que este compuesto
constituye un subproducto toxico no deseado en procesos de produccion de etanol.

Apéndice 5.

Cromatograma y reporte del lote 1.3(25% azucar, 1%levadura, T ambiente).
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El cromatograma obtenido mediante GC-FID mostrd un perfil que tiene como compuesto
predominante en la muestra al etanol. Se destacé un pico con un tiempo de retencion de 4.007 min
y un porcentaje de area de 70.82%, indicando una conversion significativa de la sacarosa.
Adicionalmente, se identificd otro pico relevante a 4.139 min con un area relativa de 27.24%,
asociado a un alcohol superior. Los demas picos detectados presentaron areas inferiores al 1%, lo
que sugiere una baja formacion de subproductos. Finalmente, no se evidenciaron senales
significativas asociadas a metanol, indicando un proceso fermentativo adecuado y favorable para
la produccion de etanol a partir de sacarosa.

Apéndice 6.

Cromatograma y reporte del lote 2.1(15% azucar, 1%levadura, T ambiente).
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El cromatograma obtenido mediante GC-FID evidencié un perfil de fermentacion
alcoholica altamente eficiente, caracterizado por la presencia de un pico predominante a un tiempo
de retencion de 4.005 min con un porcentaje de area relativo de 96.70%, sefialando nuevamente al

etanol como compuesto mayoritario dentro de la muestra analizada. Este resultado demuestra que



bajo las condiciones experimentales establecidas la conversion de la sacarosa por parte de
Saccharomyces cerevisiae se ve favorecida y es eficiente. Adicionalmente, se observo un pico de
baja intensidad principalmente a 3.860 min, con areas relativas de 0.96%, asociado posiblemente
a metanol. La baja proporcion de este representa un resultado favorable desde el punto de vista
biotecnoldgico y de pureza del fermentado.

Apéndice 7.

Cromatograma y reporte del lote 2.2(20% azucar, 1%levadura, T ambiente).
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El cromatograma obtenido mediante GC-FID mostré un perfil tipico de fermentacion
alcoholica con predominancia de un pico con tiempo de retencion de 4.007 min y un porcentaje de
area relativo de 82.05%, indicando una conversion eficiente de la sacarosa hacia etanol por accion
metabolica de Saccharomyces cerevisiae. Por otro lado, se observo otro pico relevante a 4.134 min
con un area relativa de 15.68%, el cual se atribuye posiblemente a un alcohol superior. Como el

porcentaje de los demads picos fueron inferiores al 1%, se demuestra una vez mas que existe una



baja formacion de subproductos (incluyendo el metanol) que conlleva un proceso fermentativo
relativamente selectivo y limpio.
Apéndice 8.

Cromatograma y reporte del lote 2.3(25% azucar, 1%levadura, T ambiente).

FID2 A, Front Signal (112F1401.0)
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El cromatograma muestra un pico principal a 4.005 minutos con un area de 15,733 pA-s,
que representa el 68.80% del area total, este puede ser identificado como etanol gracias a la
comparacion por estandar. Otro pico significativo aparece a 4.139 minutos con un area de 6,809
pA-s (29.78% del area total), correspondiente a un alcohol superior, este porcentaje es elevado y
significativo, lo que sugiere condiciones de estrés fermentativo (alta concentracion de azucar,

deficiencia de nutrientes nitrogenados o temperatura subdptima). El resto de los picos (11) suman




menos del 2% del area total, indicando una fermentacion limpia. Por lo tanto, la calidad del

cromatograma es excelente, con picos bien definidos y una linea base estable, demostrando la

eficacia del método de extraccidon con cloroformo y las condiciones cromatograficas empleadas.
Apéndice 9.

Cromatograma y reporte del lote 3.1(15% azucar, 2%levadura, T ambiente).
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El cromatograma revela un pico mayoritario de etanol a 4.007 minutos con un area de
13,547 pA-s, que representa el 67.62% del area total de compuestos organicos detectados. Otro
pico aparece a 4.141 minutos con un area de 6,099 pA-s que es 30.44% del area total,
correspondiente a un alcohol superior, cuya proporcion es alta y representa casi un tercio de todos
los compuestos organicos voldtiles; lo que indica una menor selectividad hacia la produccion de
etanol y evidencia condiciones fermentativas mas estresantes (mayor concentracion inicial de

azucar o deficiencia de nitrogeno). Los 8 picos restantes suman menos del 2% del area total y el
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detector TCD (senal posterior) muestra pequefias desviaciones que podrian corresponder a CO-
residual o gases disueltos.
Apéndice 10.

Cromatograma y reporte del lote 3.2(20% azucar, 2%levadura, T ambiente).

FID2 A. Front Signal (108F0901.D)

pA
4000

3500
3000
2500
2000
1500
1000
500
0

401

4.136

3860
4

1858
5403
6.225
6.729
1.233
1.an

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [ pA*s] [pA] %

1 3.860 BV 0.0641 165.21468  39.25057 0.76813

2 4.e11 W 0.0627 1.80744e4 4327.79395 84.83271

3 4.136 VB ©.0463 3034.24634 947.89410 14.10760

Este cromatograma destaca notablemente de los anteriores por presentar una gran pureza
de etanol; el pico a 4.011 minutos alcanza un area de 18,074 pA-s, que representa el 84.03% del
area total de compuestos orgdnicos volatiles; por otro lado, el pico identificado como un alcohol
superior a 4.136 minutos tiene un area de 3,034 pA-s, que corresponde solo al 14.11% del area
total, por lo tanto, lo que indica una excelente selectividad fermentativa hacia la produccion de
etanol y una minima formacion de subproductos no deseados. El resto de los picos (8) suman

menos del 2% del area total, confirmando una fermentacion limpia y eficiente.
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Apéndice 11.

Cromatograma y reporte del lote 3.3(25% azucar, 2%levadura, T ambiente).
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2 4,011 VW 0.0616 2.14421e4 5489.03076 89.17021
3 4.132 v ©.0408 2180.09912 799.26807 9.06628

La muestra 3.3 presenta un buen desempefio, con un pico de etanol que representa el
89.17% del area total de compuestos orgédnicos detectados, indicando una fermentacion altamente
eficiente con una minima formacion de subproductos. En contraste, las muestras 2.3 y 3.1 muestran
los desempeiios mas bajos, con porcentajes de etanol de 68.80% y 67.62% respectivamente, lo que
sugiere condiciones de alto estrés. La muestra 3.2 y la muestra 1.1 presentan desempefios
intermedios, con porcentajes de etanol de 84.03% y 76.43% respectivamente. Esta variabilidad
dentro de la misma condicién experimental (misma levadura, mismo sustrato, temperatura
ambiente) se atribuye principalmente a diferencias en la concentracion inicial de sacarosa (15%,
20% o 25% p/v) y a la dosis de inoculo de levadura (1%, 2% o 3% p/v), donde los mejores

resultados se obtienen con 20% de sacarosa y 2-3% de levadura, mientras que las condiciones mas
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estresantes (25% de sacarosa con 1% de levadura) producen la mayor formacion de subproductos
no deseados.
Apéndice 12.

Cromatograma y reporte del lote 4.1(15% azucar, 2%levadura, T ambiente).
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1 3.857 BV 0.0603 119.71322 30.13565 ©.68479
2 4.005 W 9.0562 1.38610e4 3740.20898 79.28849

3 4.133 VB ©.0440 3286.00903 1127.11340 18.79684

Cromatograma de gases (GC-FID) correspondiente a la muestra 4.1, preparada con
Levapan, sacarosa y temperatura ambiente. El pico de etanol a 4.005 minutos presenta un area de
13,861 pA-s, que representa el 79.29% del area total de los compuestos organicos detectados en
dicha muestra; el pico de alcohol superior a 4.133 minutos tiene un area de 3,286 pA-'s,
correspondiente al 18.80% del area total, demostrando que esta muestra tiene un buen desempeiio;
sin embargo, sigue por debajo de las muestras 3.2 (5.96:1) y 3.3 (9.84:1). Los 8 picos restantes
suman menos del 2% del area total, indicando una fermentacion limpia. El detector TCD (sefial
posterior) muestra algunas fluctuaciones que podrian corresponder a CO: residual o pequeiias

cantidades de aire en la muestra.




13

Apéndice 13.

Cromatograma y reporte del lote 4.2(20% azucar, 2%levadura, T ambiente).
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3 4.137 vB 0.0490 4454.41699 1299.99524 18.32193

Cromatograma de gases (GC-FID) de la muestra 4.2, preparada con Levapan, sacarosa y
temperatura ambiente. El pico de etanol a 4.010 minutos presenta un area de 19,430 pA-s, que
representa el 79.92% del area total de compuestos organicos detectados, su diferencia con el
porcentaje obtenido de la muestra 4.1 (79.29%) no es tan amplia. El pico del alcohol superior 4.137
minutos tiene un area de 4,454 pA-s, correspondiente al 18.32% del érea total, mostrando un buen
desempefio, igual que en la muestra anterior. Asi mismo, la consistencia entre la muestra 4.1 y 4.2
(79.29% y 79.92% de etanol, relaciones 4.22 y 4.36) sugiere que ambas provienen de condiciones

experimentales reproducibles y controladas.
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Apéndice 14.

Cromatograma y reporte del lote 4.3(25% azucar, 2%levadura, T ambiente).

FID2 A, Front Signal (114F1601.D)
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2 4.011 W 0.0615 2.02993e4 5094.91113 85.30401

3 4.133 vB 0.0445 3113.01001 1051.90381 13.88182

Cromatograma de gases (GC-FID) de la muestra 4.3, preparada con Levapan, sacarosa y
temperatura ambiente, se destaca el pico de etanol a 4.011 minutos presenta un area de 20,299
pA-s, que representa el 85.30% del area total de compuestos orgéanicos detectados. El pico del
alcohol superior a 4.133 minutos tiene un area de 3,113 pA-s, correspondiente solo al 13.08%, este
excelente desempefio indica condiciones fermentativas cercanas al rango 6ptimo, demostrando que
es posible alcanzar una selectividad del 85% hacia etanol incluso con levadura de panificacion a
temperatura ambiente, siempre que se manejen las condiciones correctas para reducir el estrés

osmotico y nutricional.
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Apéndice 15.

Cromatograma y reporte del lote 5.1(15% azucar, 3%levadura, T ambiente).
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1 3.859 BV 0.0631 171.93599  40.82235 ©.95568

2 4,005 Vw 0.0607 1.51510e4 3708.51904 84.21441

3 4.131 VB 0.0477 2427.20605 750.74261 13.49120

Cromatograma de gases (GC-FID) de la muestra 5.1, preparada con Levapan, sacarosa y
temperatura ambiente. Esta muestra presenta un desempeiio muy bueno, el pico de etanol a 4.005
minutos alcanza un area de 15,151 pA-s, que representa el 84.21% del area total de compuestos
organicos detectados. El pico del alcohol superior a 4.131 minutos tiene un area de 2,427 pA-s,
correspondiente al 13.49%, estos porcentajes indican una fermentacion altamente eficiente, con
minima desviacion metabdlica hacia alcoholes superiores, es decir con dptimas condiciones de

operacion.
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Apéndice 16.

Cromatograma y reporte del lote 5.3(25% azucar, 3%levadura, T ambiente).
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1 3.853 BV ©.8614 87.19605 21.93784 ©.32658
2 4,013 W ©.0667 2.31552e4 5434.82471 86.72436

3 4.133 VB 0.0450 3068.26172 993.10687 11.49172

Cromatograma de gases (GC-FID) de la muestra 5.3, preparada con Levapan, sacarosa al
25% p/v, 3% de levadura y temperatura ambiente. El pico de etanol a 4.013 minutos presenta un
area de 23,155 pA-s, que representa el 86.72% del area total. El pico del alcohol superior a 4.133
minutos tiene un area de 3,068 pA-s, correspondiente al 11.49%, este resultado es bastante bueno
considerando la alta concentracion de azucar (25% p/v), que genera una presion osmotica
significativa. Sin embargo, se produjo selectividad del 86.72% hacia etanol, solo ligeramente
inferior a la muestra 5.2.

En la evaluacion base del proceso fermentativo con levadura Levapan, sacarosa como

sustrato y temperatura ambiente, se identificd a la muestra 1.2 como el mejor resultado de toda la
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fase, alcanzando una pureza del 98.19% de etanol en el area total de compuestos organicos
detectados por cromatografia de gases, con una ausencia casi total del pico caracteristico de los
alcoholes superiores. Lo més notable de este resultado es que se obtuvo con solo 1% de levadura
(8 g en 800 ml) y 20% de sacarosa, lo que demuestra que un tratamiento previo adecuado de la
levadura, una temperatura ambiente estable y una correcta homogeneizacion del sistema pueden
llevar a la levadura de panificacion a un desempefio excepcional, comparable al de levaduras
especializadas, utilizando una dosis minima de inoculo y una concentracion de azicar
moderadamente alta. Estos resultados son ttiles para aplicaciones de bajo costo, donde minimizar
la cantidad de levadura representa un ahorro significativo sin afectar la calidad ni el rendimiento
del etanol producido.

Apéndice 17.

Cromatograma y reporte del lote 1.1T (15% azucar, 1%levadura, 30°C).
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1 3.853 BV 0.0607 136.18190 34.00840 0.97663

2  3.998 VvV 0.0587 1.15226e4 2942.11304 82.63445

3 4.125 VB 0.8498 2142.29346 612.69775 15.36343

Cromatograma de gases de la muestra 1.1T de la Parte 2 (sacarosa, levadura Levapan,

temperatura controlada en bafio Maria). El pico de etanol a 3.998 minutos presenta un area de

7.810
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11,523 pA-s, que representa el 82.63% del area total. El pico del alcohol superior a 4.125 minutos
tiene un area de 2,142 pA-s, correspondiente al 15.36% del area total de compuestos organicos
detectados, este desempefio se encuentra a un nivel similar a las mejores muestras de temperatura
ambiente de la Parte 1 (como muestra 4.3 con 85.30% y relacion 6.52). Destaca que el pico de
alcohol superior no se ve ensanchado, lo que sugiere que mantener la temperatura controlada
redujo el estrés osmotico, permitiendo una fermentacion limpia. Los picos secundarios suman
menos del 2% del area total.
Apéndice 18.

Cromatograma y reporte del lote 1.2T (20% azucar, 1%levadura, 30°C).
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1 3.853 BV @.8612 106.99615 26.43846 0.59550
2 4.800 VV ©.0640 1.45275e4 3387.78760 80.85477
3 4.126 VB 9.8539 3158.80615 838.71460 17.58074

Cromatograma de gases (GC-FID) de la muestra 1.2T, preparada con Levapan, sacarosa al
20% p/v, 1% de levadura y temperatura controlada de 30°C (Parte 2). El pico de etanol a 4.000
minutos presenta un area de 14,527 pA-s, que representa el 80.85% del area total. El pico del
alcohol superior a 4.126 minutos tiene un area de 3,159 pA-s, correspondiente al 17.58% del area

total; en comparacién con condiciones equivalentes de la Parte 1 (20% azucar, 1% levadura,



19

temperatura ambiente), se redujo la calidad de la muestra, puesto que en la 1.2 a temperatura

ambiente el pico de etanol presentd un porcentaje de area total de 98.19% en compuestos organicos

detectados, lo que indica que el aumento de temperatura a 30°C disminuy¢ significativamente la

selectividad hacia etanol, sugiriendo que en ciertas condiciones también es posible conseguir una

buena conversion del proceso fermentativo sin necesidad de mantener una temperatura controlada.
Apéndice 19.

Cromatograma y reporte del lote 1.3T (25% azucar, 1%levadura, 30°C).

FID2 A Front Signal (108F0901.0)
w00 8
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2300
2000 )
1500 <
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500 2 8 3 y 2
D ™ arny 2] <o ~
1 2 3 4 5 6 1 m:
Peak RetTime Type Width Area Height Area
#  [min] [min]  [pA*s] [pA] %

1 3.853 BV 0.0581 93.14165 24.07749 0.44752
2 4.5 W 0.0611 1.67357e4 4239.17871 80.41058
3 4.133 VB 0.0459 3820.35156 1240.19067 18.35581

Cromatograma de gases (GC-FID) de la muestral.3T, preparada con Levapan, sacarosa al
25% p/v, 1% de levadura y temperatura controlada de 30°C (Parte 2). El pico de etanol a 4.005
minutos presenta un area de 16,736 pA-s, que representa el 80.41% del area total de compuestos
organicos detectados. El pico del alcohol superior a 4.133 minutos tiene un area de 3,820 pA-s,
correspondiente al 18.36% del 4rea total, en comparacion con condiciones equivalentes de la Parte
1 (25% azacar, 1% levadura, temperatura ambiente), donde la muestra 1.3 mostr6 solo un 70.82%

de etanol, el aumento de temperatura a 30°C mejord drasticamente la selectividad hacia etanol,
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incrementando el porcentaje de etanol en casi 10 puntos porcentuales (del 70.82% al 80.41%) y
reduciendo los alcoholes superiores del 27.24% al 18.4%. Este resultado demuestra que el control
térmico a 30°C es especialmente beneficioso en condiciones de alto estrés osmético, es decir, con
altas concentraciones de sustrato y baja dosis de indculo (25% de azlicar con 1% de levadura),
permitiendo que la levadura Levapan tolere concentraciones elevadas de sustrato que a
temperatura ambiente resultaban altamente inhibitorias.

Apéndice 20.

Cromatograma y reporte del lote 1.4T (15% azucar, 2%levadura, 30°C).

FID2 A, Front Signal (112F1301.D)

Peak Retrime 1ype width Area Height Area
# [min] [min] [pA*s] [pA] %
e | == ] nmee |--ememeee R |--ee-e- |
1 3.852 BV 0.0601 365.47964 92.41621 1.88708
2 4.004 W 0.0572 1.55461e4 4196.42334 80.26949
3 4.130 VB 0.0446 3222.01221 1085.17981 16.63624

Cromatograma de gases (GC-FID) de la muestra 1.4T, preparada con Levapan, sacarosa al
15% p/v, 2% de levadura y temperatura controlada de 30°C (Parte 2). El pico de etanol a 4.004
minutos presenta un area de 15,546 pA-s, que representa el 80.27% del area total de compuestos
organicos detectados. El pico del alcohol superior a 4.130 minutos tiene un area de 3,222 pA-s,
correspondiente al 16.64% del area total, este resultado es consistente con las muestras 1.2T (20%

azucar) y 1.3T (25% azucar), indicando que a 30°C la selectividad hacia etanol se mantiene en un
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rango del 80-81% independientemente de la concentracion de azdcar (15-25%), siempre que la
dosis de levadura sea suficiente (2%). En comparacion con condiciones equivalentes de la Parte 1
(15% aztcar, 2% levadura, temperatura ambiente), donde la muestra 4.1 mostré 79.29% de etanol,
la mejora por efecto de la temperatura es baja, pero, confirma que 30°C es una temperatura
aceptable para la fermentacion con Levapan y con dosis de aziicar moderadas.

Apéndice 21.

Cromatograma y reporte del lote 1.6T (25% azucar, 2%levadura, 30°C).

— -
FID2 A, Front Signal (104F0501.D)
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Peak RetTime Type Width Area Height Area
#  [min] [min]  [pA*s] [pA] %

1 3.852 BV ©.8584 51.19933  13.44394 0.28015

2 4.001 VvV ©.8578 1.4833%e4 3864.39404 81.16856

3 4.128 VB 0.8465 3113.54907 969.48212 17.03679

Cromatograma de gases (GC-FID) de la muestra 1.6T, preparada con Levapan, sacarosa al
25% p/v, 2% de levadura y temperatura controlada de 30°C (Parte 2). El pico de etanol a 4.001
minutos presenta un area de 14,834 pA-s, que representa el 81.17% del area total de compuestos
organicos detectados. El pico del alcohol superior a 4.128 minutos tiene un area de 3,114 pA-s,
correspondiente al 17.04% del area total. En comparacion con la condicion equivalente con 1% de

levadura (muestra 1.3T, 25% azacar, 1% levadura, 30°C), que mostré 80.41% de etanol, el

1.299

1.199
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aumento de la dosis de levadura al 2% mejoré ligeramente la selectividad (80.41% — 81.17%);
sin embargo, este resultado no alcanza el desempeinio excepcional logrado con 20% azlcar y 2%
levadura a 30°C (muestra 1.5T, que alcanz6 97.83% de etanol). Esto indica que, incluso a 30°C y
con el doble de la dosis del indculo, la concentracion del 25% de azucar genera un estrés osmotico
que limita y reduce la obtencion de etanol.

Apéndice 22.

Cromatograma y reporte del lote miel 1.1 (15% miel, 1%levadura, T ambiente).

r -
FID2 A, Front Signal (113F1401.D)
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Peak RetTime Type Width Area Height Area
i [min] [min] [pA*s] [pA] %

cemefemmnne- e P |--nnnnnee- o |-=n----- |
1 3.855 BV 0.0626 203.39201 49.81863 1.51504
2 3.998 W 0.9617 1.05588e4 2582.75317 78.65111
3 4.124 VB 0.0559 1770.73584 459.98462 13.18997

Cromatograma de gases (GC-FID) de la muestra 1.1M, preparada con miel de abejas al
15% p/v, 1% de Levapan y temperatura ambiente (Fase 3). El pico de etanol a 3.998 minutos
presenta un area de 10,559 pA-s, que representa el 78.65% del area total de compuestos organicos
detectados. El pico del alcohol superior a 4.124 minutos tiene un area de 1,771 pA-s,
correspondiente al 13.19% del éarea total; el desempefio con miel tuvo un menor porcentaje de

conversion de etanol, puesto que, presenta una mayor diversidad de subproductos, lo que sugiere
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que la miel, a pesar de ser un sustrato fermentable, introduce compuestos que se detectan en el

cromatograma o que desvian parcialmente el metabolismo.

Apéndice 23.

Cromatograma y reporte del lote miel 1.2 (20% miel, 1%levadura, T ambiente).

pA

FID2 A, Front Signal (109F1001.D)

Apéndice 24.

1

2000 (l
1 |
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04 iy b 0 -
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Peak RetTime Type Width Area Height Area
[min]  [pA*s] (pA] %

0.0621 184.48470 44.76789 1.40922
0.0684 1.27132e4 2677.83936 97.11216
0.0442 48.99196 16.70039 0.37423

Cromatograma y reporte del lote mucilago 1.1 (17% mucilago, 1%levadura, T ambiente).
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Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [ pA*s] [pA] %

1 3.849 BV ©.8577 130.95006  34.15520 ©.84735

2 3.998 VB ©.0616 1.50373e4 3607.29468 97.30390

3  4.425 BB 9.8477  25.91060 8.01497 ©.16766

Cromatograma de gases (GC-FID) de la muestra 1.1C, preparada con mucilago de cacao
al 17% p/v (equivalente en °Bx), 1% de Levapan y temperatura ambiente (Fase 4). El pico de
etanol a 3.998 minutos presenta un area de 15,037 pA-s, que representa el 97.30% del area total
de compuestos organicos detectados, un valor alto que demuestra una fermentacion limpia y
eficiente. Los otros 6 picos suman menos del 2% del area total; cabe resaltar que, a diferencia de
lo observado con miel al 15% (que solo alcanzd 78.7% de etanol), el mucilago de cacao a 17%
alcanz6 una selectividad del 97.3%, comparable a los mejores resultados del estudio en general,
esto confirma que el mucilago de cacao es un sustrato prometedor para la produccion de etanol,
incluso con baja dosis de indculo (1% de levadura) y sin control de temperatura, gracias a su
composicion equilibrada de azicares (principalmente glucosa y fructosa) y su baja presion
osmotica.

Apéndice 25.

Cromatograma y reporte del lote mucilago 1.2 (10% mucilago, 1%levadura, T ambiente).
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Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [ pA*s] [pA] %

1 3.848 BV ©.8568 102.24215 27.86417 0.43161

2 4.e12 vB 0.8639 2.31730e4 5767.97754 97.82442

3 4.426 BB 0.8418  22.36531 8.20808 ©0.09441

Cromatograma de gases (GC-FID) de la muestra 1.2C, preparada con mucilago de cacao
al 10% p/v, 1% de Levapan y temperatura ambiente (Fase 4). El pico de etanol a 4.012 minutos
presenta un area de 23,173 pA-s, que representa el 97.82% del area total de compuestos organicos
detectados, uno de los mas altos de todo el estudio. Los otros 6 picos suman menos del 1.5% del
area total, superando incluso al resultado obtenido con mucilago al 17% (97.30%), demostrando
que utilizar el 10% de mucilago con 1% de levadura a pesar de tener una baja concentracion de
sustrato y de inoculo, alcanza una selectividad del 97.8% hacia etanol; evidenciando las diferencias
que presentan todas las fuentes de azlcar utilizadas. Trabajar con una baja concentracion de
azucares (10%) reduce la presion osmotica sobre las células de levadura, implica menor costo de
materia prima y mantiene una eficiencia excepcional.

Apéndice 26.

Cromatograma y reporte del lote mucilago 1.4 (25% mucilago, 1%levadura, T ambiente).
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Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [ pA*s] [pA] %
1 3.857 BV 0.0610 610.69409 151.56519 2.39629
2 4,21 W 0.0649 2.34040e4 5704.78174 91.83437
3 4.133 VB ©.0410 1140.53662 403.09876 4.47532

Apéndice 27.

Cromatograma y reporte de lote levadura modificada 1.2 (25% azucar, 1 g levadura, T

ambiente).

FID2 A, Front Signal (115F1601.D)
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Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [pA*s] [pA] %
o P B | -mmmeeeee | --mmmen- |--mnenee |
1 3.854 BV 0.0602 91.61040 22.65900 ©.99437
2 3.993 wW 0.0597 6162.77441 1505.82593 66.89282
3 4.123 vB 0.0568 2813.09644 701.63660 30.53429

Cromatograma de gases (GC-FID) de la muestra 1.2LN, preparada con sacarosa al 25%
p/v, 1 g de levadura Lalvin EC1118™ y temperatura ambiente (Fase 6). El pico de etanol a 3.993
minutos presenta un area de 6,163 pA-s, que representa el 66.89% del area total de compuestos
organicos detectados, un valor inferior al obtenido con 20% de aztcar (76.84%). El pico del
alcohol superior a 4.123 minutos tiene un area de 2,813 pA-s, correspondiente al 30.53% del area
total, este resultado demuestra que la concentracion del 25% de sacarosa es excesiva para la

levadura EC1118 con solo 1 g de indculo a temperatura ambiente, causando que el metabolismo
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se vea afectado y comience a producir otros subproductos no deseados, confirmando que 1 g de
EC1118 no es suficiente para fermentar eficientemente 25% de azlicar a temperatura ambiente, y
que se requiere aumentar la dosis de inoculo a 2 g o reducir la concentracion de azucar para evitar
la inhibicion.

Apéndice 28.

Cromatograma y reporte del lote de levadura modificada 1.3 (15% azucar, 2 g levadura,

T ambiente).
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Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [pA*s] [pA] %

] [— ] [ |-=nmmmmee |-=nmmmeeee === |
1 3.856 BV 0.0646 146.81902 33.84791 1.82390

2 3.994 W 0.0651 5673.68359 1269.88940 70.48288
3 4.124 VB 0.0609 1966.71631 450.74432 24.43207

Cromatograma de gases (GC-FID) de la muestra 1.3LN, preparada con sacarosa al 15%
p/v, 2 g de levadura Lalvin EC1118 y temperatura ambiente (Fase 6). El pico de etanol a 3.994
minutos presenta un area de 5,674 pA-s, que representa el 70.48% del area total de compuestos
organicos detectados. El pico del alcohol superior a 4.124 minutos tiene un area de 1,967 pA-s,
correspondiente al 24.43% del area total, por lo tanto, la variedad de picos en este cromatograma
indica el bajo rendimiento que tuvo la levadura EC1118 con 2 g de indculo, especialmente

considerando que la concentracion de azucar es solo del 15% (la mas baja del estudio). En
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comparacion con la levadura Levapan no logra competir, alcanzando solo 70.48% de selectividad;

por consiguiente, 2 g de EC1118 sigue siendo una dosis insuficiente para temperatura ambiente, o

probablemente la cepa EC1118 requiere temperaturas mas altas (30°C) para expresar su maximo

potencial, tal como indica su ficha técnica (rango de fermentacion 10-30°C, 6ptimo cerca de 30°C).

A temperatura ambiente (24°C), su desempefio es limitado incluso con el doble de inoculo.
Apéndice 29.

Cromatograma y reporte del lote de levadura modificada 1.4 (20% azucar, 2 g levadura,

T ambiente).
-
FID2 A, Front Signal (103F0401.D)
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Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [pA*s] [pA] %

| R |-===]==n---- |-=nnneeeeo |-nnnmeeeee |--=-=--- |
1 3.856 BV 0.0599 69.50119 17.29540 0©.93536

2 3.994 W 0.0595 4808.13916 1181.61633 64.70904
3 4.124 VB 0.0603 2321.10962 537.93036 31.23802

Cromatograma de gases (GC-FID) de la muestra 1.4LN, preparada con sacarosa al 20%
p/v, 2 g de levadura Lalvin EC1118 y temperatura ambiente (Fase 6). El pico de etanol a 3.994
minutos presenta un area de 4,808 pA-s, que representa el 64.71% del area total de compuestos
organicos detectados, un valor muy bajo (inclusive menor que el obtenido con solo 1 gde EC1118

en la misma concentracion de sacarosa). El pico del alcohol superior a 4.124 minutos tiene un area
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de 2,321 pA-s, correspondiente al 31.24% del area total. Este resultado no es favorable, ya que
duplicar la dosis de levadura (de 1g a 2g) empeor? la selectividad (76.8% — 64.7%) y aumentd
los alcoholes superiores (18.8% — 31.2%). Esto sugiere que con 2g de EC1118 a temperatura
ambiente se puede haber generado una competencia por nutrientes o una mortalidad celular
temprana que liber6 compuestos intracelulares, o que la mayor biomasa inicial consumid
rapidamente el oxigeno disponible y entr6 en fase estacionaria sin haber metabolizado
completamente los azlicares; asi mismo, es posible que se haya realizado mal el protocolo de
rehidratacion sugerido por el fabricante (35-37°C) y esto influyd negativamente la viabilidad de
las células.
Apéndice 30.

Cromatograma y reporte del lote de levadura modificada 1.5 (25% aziicar, 2 g levadura,

T ambiente).
I FID2 A, Front Signal (101F0201.0)
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Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [pA*s] [pA] %

ceee]ennnne R P |==mnmmmeee |=nmmnmeee |=-nnnne- |
1 3.852 BV 0.0600 115.14942 29.20508 ©.84694

2 3.995 W 0.08554 9390.80078 2523.44019 69.07054
3 4.127 VB 0.0468 3734.31738 1185.24109 27.46638
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Cromatograma de gases (GC-FID) de la muestra 1.5LN, preparada con sacarosa al 25%
p/v, 2 g de levadura Lalvin EC1118™ y temperatura ambiente (Fase 6). El pico de etanol a 3.995
minutos presenta un area de 9,391 pA-s, que representa el 69.07% del area total de compuestos
organicos detectados. El pico del alcohol superior a 4.127 minutos tiene un area de 3,734 pA-s,
correspondiente al 27.47% del area total, en comparacion con 1 g de EC1118 (1.2LN: 66.89%
etanol), el aumento de la dosis a 2 g mejord ligeramente la selectividad (69.07% vs 66.89%) y
redujo la formacion de alcoholes superiores (27.47% vs 30.53%). Sin embargo, este resultado
sigue siendo muy bajo para el potencial declarado de EC1118.

La levadura Lalvin EC1118 no es adecuada para fermentacion a temperatura ambiente con
sacarosa, alcanzando selectividades maximas de solo 76.8% (con 20% azlcar y 1g de in6culo).
Aumentar la dosis a 2g no mejoro los resultados e incluso empeord en algunos casos (20% azucar).
Para lograr todo el potencial de esta levadura (tolerancia al alcohol del 18% v/v, fermentaciones
limpias), es importante mantener una temperatura controlada, rehidratacion 6ptima a 35-37°C en
agua pura, y dosis segun ficha técnica (0.2-0.4 g/L), que seria aproximadamente 0.16-0.32 g en

800 ml (muy inferior a los 1-2 g utilizados).



Apéndice 31.

Cromatograma de 1.1 M por GC-MS.

Fragmentor Voltage Collision Energy 0 lonization Mode Unspecified
x10 5 + TIC Scan M11.D
1.6
1.4
1.2
1
0.8
0.6
04
0.2
0
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Counts vs. Acquisition Time (min)
Integration Peak List
Peak [Start |RT End Height Area Area %
1 1.204 1.226 1.275 150503 310099.09 100
2 1.275 1.289 1.425 71714 174920.45 56.41
3 1.63 1.723 1.753 5464 21237.84 65.85
4 2.617 2.669 2.71 1408 6546.35 2.11

Apéndice 32.
Identificacion de sefiales caracteristicas de metanol, etanol y sus isotopos de la muestra

1.IM.
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x10 4 |* Scan (rt: 1.275-1.360 min, 32 scans) M11.D

14
1.2

1
08
0.6
04
0.2

0

30 32 34 36 38 40 42 44

46 48 52
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

54 56 58

Peak List
m/z Abund
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44.1 297.51
45.1 12633.14
46.1 1632.3
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Apéndice 33.

Identificacion del pico caracteristico del isopropanol en la muestra 1.1 M.

x10 3 |+ Scan (rt: 1.633-1.747 min, 43 scans) M11.D
1.4

1.2

0.8
0.6
0.4
0.2

43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Peak List
m/z Abund
43.1 __ |1258.88

45 1113.31
47 73.1
60 560.59

El anélisis por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) de la
muestra 1.1M (miel al 15% p/v, 1% levadura, temperatura ambiente) facilité la identificacion de
los compuestos mayoritarios presentes en el fermentado. El pico con tiempo de retencion de 1.21-
1.27 min (99.09% del area total) corresponde a un espectro de masas con i6n molecular m/z 46 y
fragmentos caracteristicos en m/z 45, 31 y 29, confirmando que se trata del etanol. El pico
secundario a 1.27-1.42 min (0.45% del area total) mostr6 un patrén de fragmentacion similar al
del isopropanol (alcohol superior), con fragmentos en m/z 45, 43, 31 y 29, y debido a la ausencia
de iones caracteristicos de butanol o alcoholes superiores de mayor peso molecular.

En comparacion con la muestra 1.3T (25% aztcar, 1% levadura, T ambiente), la muestra
1.1M (miel) present6 un porcentaje de area de etanol menor (99.09% vs 76.84% en el GC-FID,
aunque la diferencia en el GC-MS se debe a que este detector de masas no tiene en cuenta el agua
ni los azlicares no volatiles, por lo que el etanol aparece mas concentrado en el area relativa). La

presencia de subproductos adicionales en la miel (picos 3 y 4) refleja la compleja composicion
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quimica de este sustrato en comparacion con la sacarosa pura, que solo mostr6 etanol e isopropanol
como compuestos mayoritarios.

En conclusion, el analisis por GC-MS de la muestra fermentada con miel confirma que el
etanol es el producto mayormente obtenido por la fermentacion, acompafiado de pequefias trazas
de alcohol isopropilico. Adicionalmente, se detectaron compuestos volatiles propios de la miel
(posiblemente ésteres y furanos) que no son un problema para la produccion de etanol, peros si
hay que incluirlos en el perfil quimico del fermentado. La presencia de compuestos como glicerol
sugiere que durante la fermentacion o el procesamiento de la miel ocurrieron reacciones de

degradacion de azlicares o estrés osmotico en la levadura.
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