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RESUMEN

Este trabajo se bas6 en la importancia que tiene el cultivo de cacao en la
economia del Ecuador; debido a que genera divisas de exportacion a
grandes mercados especializados de chocolate.

Segun el INIAP, el cacao fino de aroma, representa tan solo el 5% de la
oferta mundial, porcentaje del cual el 65% proviene de este pais. Si bien
antes se reconocia a Ecuador como productor 100% de “cacao fino y de
aroma”, en la actualidad este porcentaje ha disminuido debido a su
deficiente manejo post-cosecha, especialmente durante los proceso de
fermentacidon y secado, los cuales son de gran incidencia para lograr un

producto de mayor calidad.

El presente trabajo se baso en la identificacion de los microorganismos
productores de los principales compuestos aromaticos liberados en la fase
de fermentacion durante los primeros 4 dias de este proceso, a fin de
mejorar la calidad sensorial de las almendras, mediante una correcta
fermentacién de los granos de cacao. Cabe recalcar que la variedad utilizada
es la Nacional debido a que la misma representa uno de los principales
rubros dentro del sector agropecuario, llegando a ser una de las mas

importantes fuentes de ingresos para el pais.



Para caracterizar el proceso de la fermentacion, se tomaron muestras de
granos de cacao variedad Nacional durante cada uno de los primeros 5 dias
(incluyendo el dia cero de fermentacién) y se realizaron los respectivos
aislamientos microbianos de cada muestra, para luego realizar la
identificacion de los mismos mediante secuenciacion de las regiones
conservadas del ADN. Luego de esto se realizaron ensayos concernientes a
la calidad aromética del grano. Para esto, almendras frescas previamente
sometidas a luz UV a fin de lograr una esterilizaciéon pero sin que se vean
afectadas mayormente los granos, fueron fermentadas con los respectivos
aislados durante 4 dias a nivel de laboratorio; incubandolas en condiciones
normales de humedad y temperatura, similares a las utilizadas por
agricultores en el campo. Luego de esto se procedié al procesamiento de los
compuestos extraidos con la ayuda de un cromatégrafo de gases por el

método Microextraccion en Fase Solida o SPME.

Con el manejo de tablas ANOVA con 95% de confianza se logro diferenciar
aquellos microorganismos que al ser inoculados solos sobre los granos
frescos y estériles de cacao provocaban un aumento significativo en cuanto
a la formacién de compuestos de aroma en diferencia cuando se corria el
proceso de fermentacion normal, asi mismo gracias a la investigacion

bibliografica utilizada se justifico cuales eran los perfiles aroméaticos mas



apetecidos por los diferentes mercados a los que se dirige el grano una vez

tratado.

Finalmente se llegé a la conclusion de que compuestos tales como los
benzaldehidos se ven favorecidos por la presencia de Bacillus que tienen su
mayor incidencia durante la primera fase de la fermentacion; asi mismo se
observa un aumento en la concentracion de aldehidos y bencenos por la
accion de ciertos acetobacters (presentes sobretodo durante los dias dos y
tres).

Pero gracias a este estudio no solo se pudo destacar cuales eran los
principales microorganismos formadores de compuestos aromaticos
deseables sino que también se pueden observar aquellos indeseables, como
es el caso del 1-Butanol, 3-methyl-, aunque se reporte solo como consumo y

no como produccion.
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INTRODUCCION

Para la caracterizacién del proceso de fermentacion del cacao variedad

Nacional, esta tesis de grado se ha desarrollado bajo los siguientes tépicos:

En el capitulo uno, se hace una breve resefia histérica del cultivo de cacao
en el Ecuador, asi como también su situacion actual en comparacion al
estandar mundial, ademas de una breve explicacion del tratamiento
postcosecha del grano y de las técnicas de microbiologia, quimica analitica y

biologia molecular correspondiente.

En el capitulo dos se realiza el planteamiento del problema, definicion de

objetivos e hipétesis.

En el capitulo tres se visualiza la metodologia utilizada, tanto para el
aislamiento como para la identificacion de los microorganismos hallados
durante los dias cero, uno, dos, tres y cuatro de fermentacion de los granos
de cacao. Posterior a esto se describe la fermentacion de los granos
realizada a nivel de laboratorio, adaptando los parametros usados
normalmente en campo. Ademas el uso del cromatografo GC-MS vy la

técnica SPME para analisis y deteccion de compuestos volatiles.



De acuerdo a la revision de la bibliografia y al analisis y tratamiento de los
granos realizado, en el capitulo cuatro se pretende hacer una comparacion
entre los compuestos generados durante la fermentacion in vitro con
aguellos que han sido obtenidos en un proceso de fermentacion normal,
ademas de realizar un breve tratamiento estadistico de datos obtenidos a fin
de poder establecer diferencias significativas entre los compuestos de aroma

que producen los microorganismos por dia de fermentacion.



CAPITULO 1

1. MARCO TEORICO

1.1. El Cacao en el Ecuador
Caracteristicas Generales

El cacao (Theobroma cacao L) es un arbol tropical de flores
pequefias y frutos lefiosos de forma alargada que crecen sobre la
copa de los arboles. Su origen proviene de las selvas de América
Central y del Sur, y por ende crece mejor en climas ecuatoriales
debido a sus precipitaciones anuales y a su temperatura (entre 25 -

28 grados centigrados).[1]

De acuerdo a su genotipo, el cacao se ha clasificado en tres
grandes grupos: los Criollos, que si bien en el siglo XVIii
dominaban el mercado en la actualidad existen muy pocos arboles
puros; los Forasteros, al cual pertenecen un sinnimero de

variedades silvestres y semi-silvestres entre las cuales se



encuentra el Arriba o Cacao Nacional de Ecuador. Y los
Trinitarios, que son una mezcla entre los Criollos y los Forasteros, y
gue su cultivo se extiende desde Venezuela hasta llegar a Ecuador,

Cameran, Samoa, Sri Lanka, Java y Papua Nueva Guinea. [2]

A nivel mundial, al grano de cacao se lo ha dividido en dos grandes
categorias: cacao “fino de aroma” y cacao “al granel” o “comun”. El
primero es producido por las variedades Criollo y Trinitario,
mientras que el cacao “comun” proviene generalmente del
Forastero, y se dice generalmente debido a que existen
excepciones, como es el caso del cacao cultivado en el Ecuador
que, aunque si bien pertenece a la variedad Forastero, sus
almendras son consideradas fino o de aroma. Otra excepcién
bastante conocida es la del caso de Camerun, donde la variedad

Trinitario es considerado cacao comun.[3][4]

En el pais, el cacao fino o de aroma es producido por la variedad
Nacional, que es un tipo unico de la variedad Forastero debido a su
rapida fermentacion y posee un gran reconocimiento a escala

mundial por producir un chocolate suave y de buen aroma y sabor.

Cabe recalcar que tan solo el 5% de la oferta mundial de cacao

corresponde a la de cacao fino y de aroma, cuyas caracteristicas de



aroma y sabor superior son bastante apetecidas por los grandes

fabricantes de chocolate. [5] [6]

Cultivo y disponibilidad

En el Ecuador, el cacao fino o de aroma es un tipo Unico, subgrupo
de la variedad Nacional, que a su vez, es un tipo Unico con
similitudes genéticas a la variedad Forastero. Famoso debido a su
rapida fermentacion, el cacao Nacional posee un gran
reconocimiento a escala mundial por producir un chocolate suave y

de buen aroma y sabor. [5][3]

Asi, en este pais, la regién en la que se concentra la mayor
superficie sembrada de cacao es la region Costa, que en el dltimo
Censo Nacional Agropecuario registré casi el 76% de la superficie
total a nivel nacional. Siendo Guayas la provincia con mayor
superficie cosechada (88.047 Ha), seguida por Los Rios (82.679

Ha), Manabi (64.374 Ha) y Esmeraldas (48.432 Ha). [7]



TOTAL NACIONAL DE SUPERFICIE
SEMBRADA DE CACAO

= REGION SIERRA REGION COSTA = RESTO

TOTAL NACIONAL 191.272
REGION SIERRA 36.865
REGION COSTA 144.729
RESTO 9.678

Fuente: lii Censo Nacional Agropecuario, 2012

FIGURA 1.1 TOTAL NACIONAL DE SUPERFICIE SEMBRADA
DE CACAO

Segun la herramienta para consulta estadistica del Banco Central
del Ecuador, en el Ultimo afio se han registrado 19.80 toneladas de
producto para la elaboracién del cacao o fabricacién del chocolate
para exportacion; asi mismo, se registran 75.49 toneladas de grasa

y aceite de cacao para exportacion. [8]



TABLA 1

EXPORTACIONES TOTALES DE CACAO EN EL 2013

SUBPARTIDA - - %/TOTAL
NANDINA DESCRIPCION TONELADAS | FOB-DOLAR FOB-DOLAR
PARA LA ELABORACIQN DEL
CACAO O FABRICACION DE
8438202000 CHOCOLATE 19.93 563.91 100.00
1804002000 GRASA Y ACEITE DE CACAO 116.21 967.48 100.00

Fuente: Banco Central Del Ecuador, 2014

La gréafica a continuaciéon se muestra el cuadro de crecimiento y
proyecciones en cuanto a las exportaciones de cacao y sus

derivados desde el afio 2002 hasta el 2016.

EVOLUCION EXPORTACIONES TOTALES DE
CACAO
TONELADAS

300
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ENTE: ANECACAO ESTADISTICAS 2013

FIGURA1.2 EVOLUCION DE LAS EXPORTACIONES TOTALES
DE CACAO EN EL ECUADOR



Si bien, el Ecuador fue considerado por mucho tiempo como el
productor del mejor cacao del mundo, diversas situaciones, como
el hecho de que la mayoria de las plantaciones de cacao son viejas
e incorrectamente, lo cual repercute en un bajo rendimiento
(promedio nacional: 5-7 qg/ha); ademas de un mal manejo post-
cosecha, han provocado la pérdida paulatina de este
reconocimiento. Es por esto que, en la actualidad, el MAGAP esta
impulsando el Proyecto de Reactivacion de Café y Cacao
Ecuatoriano de la Subsecretaria de Agricultura, el cual tiene por
objetivo el aumento de la oferta exportable de 150.000 a 250.000
TM/afio, lo cual provocard un aumento en las divisas a cerca de

USD 300 millones anuales. [9]

Composicion quimica

Los principales componentes del grano de cacao son agua, grasa,
compuestos fendlicos, materia nitrogenada (proteinas y purinas
incluyendo teobromina y cafeina), almidon y otros carbohidratos,
ademas de materia inorganica. Dichos compuestos, asi como
también la calidad de los granos, dependeran de factores

intrinsecos y extrinsecos, como lo son el tipo genético; origen y



caracteristicas geograficas; grado de madurez, de fermentacion y

de secado. [10]

TABLA 2

COMPOSICION QUIMICA DE GRANOS DE CACAO

COMPONENTES % A B C
Agua 5.0 4.5 8.5
Grasa 54.0 15 3.5
Cafeina 0.2 - -
Teobromina 1.2 14 -
Polihidroxifenoles 6.0 - -
Proteina Bruta 115 10.9 25.1
Mono y Oligosacaridos 1.0 0.1 2.3
Almidon 6.0 - -
Pentosanos 15 7.0 -
Celulosa 9.0 26.5 4.3
Acidos carboxilicos 1.5 - -
Otras sustancias 0.5 - -
Cenizas 2.6 8.0 6.3
(A) Composicion de granos fermentados y desecados al aire
(B) Céscaras de cacao
(C) Gérmenes o radiculas de cacao

FUENTE KIRK R. S., Composicion y Analisis de Alimentos de Pearson, pags.
464 — 465, México D.F.

Grasa

El grano de cacao fresco es muy rico en grasa, lo cual a nivel

comercial es de gran importancia, ya que granos con alto contenido
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de la misma podrian provocar un aumento en el tiempo normal de
fermentacion.

Los principales acidos grasos constituyentes del cacao son el
oleico, ladrico, palmitico, estearico y araquico. La proporcion en la
gue se halla la materia grasa total en las almendras va a depender
de la variedad de Cacao; asi el tipo Forastero tiene un porcentaje
de mas del 52% de grasa total, al contrario del fino y de aroma,

cuyo porcentaje oscila en menos del 50%. [11]

Alcaloides

La teobromina y la cafeina son los principales constituyentes del
contenido total de alcaloides en el cacao (méas del 99%). Dichos
compuestos se encuentran ligados a los taninos, que son los
responsables de la coloracion violeta de los cotiledones. El
contenido de teobromina y cafeina le dan propiedades estimulantes

al cacao. [10]

Proteinas y aminoacidos

Del contenido de nitrégeno total en las almendras frescas, cerca
del 60% corresponde a proteina en estado puro, mientras que en la
fraccion no proteica se tiene a los aminoacidos y escasa cantidad

de nitrogeno amidico y amoniaco. Asi mismo, se han identificado



1.2.
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una serie de enzimas, las mismas que son eliminadas durante los

procesos posteriores. [10]

Procesamiento de cacao

Procesamiento del grano de cacao.

El cacao es el ingrediente principal para la elaboracion del
chocolate. La trasformacion del cacao en grano a chocolate es un

proceso largo, pero relativamente poco complejo.

Cosecha

La primera etapa de todo este proceso de elaboracién involucra a
los productores de este fruto, los cuales se encargan de recolectar
las mazorcas maduras y transportarlas a lugar donde seran
fermentadas las almendras. La cosecha debe ser efectuada en

intervalos de 10 a 15 dias. [12]

Desgrane

El desgrane, operacion que consiste en partir las mazorcas y
extraer los granos o almendras cubiertos de una pulpa blanca
(mucilago), los cuales serdn sometidos a fermentacion, proceso de

interés y objeto de estudio en esta tesis el cual sera detallado mas
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adelante. El tiempo entre el desgrane y la puesta en fermentacion

de los granos no debe superar las 24 horas.

Fermentacion

CONDICIONES
ELEMENTOS
MICROORGANISMOS NUTRIENTES AMBIENTALES
ADECUADAS
Bacterias C,H,ON,S,P H
Levaduras Metales P,
+ . + temperatura,
Hongos Vitaminas . .
. viscosidad,
Tejido celular .
oxigeno

Fermentacion (microorganismos)+CO2+Productos intra y

FUENTE: BECKETT, 1994

FIGURA 1.3 ELEMENTOS Y PRODUCTOS

El proceso que continua luego del desgrane es la Fermentacion
,proceso bioquimico cuyo substrato es la pulpa blanca, una mezcla
de tejidos vegetales rica en azlcares (glucosa, fructosay sucrosa),
sales, pentosanos, acidos organicos y proteinas, el cual consiste
en amontonar los granos durante varios dias, en el pais este
proceso dura 7 dias, con el objetivo de que los microorganismos
descompongan el mucilago, aumentando la temperatura que dara
lugar a la muerte del embrion del grano, se inicien los cambios

bioquimico y procesos enzimaticos en el interior de las almendras,


http://www.buscalibre.com/libros/autor/beckett
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este conjunto de reacciones sera el responsable de la disminucion
del sabor amargo por la pérdida de teobromina y de la formacién
de los compuestos precursores del sabor caracteristico del

chocolate. [13]; [14]

De acuerdo a FORSYTH & QUESNEL [15] los procesos que tienen
lugar durante la fermentacion comprende dos fases definidas y
distintas. La fermentacion o hidrolisis y la Oxidacion.

La fermentacion se da en dos etapas, la primera etapa se realiza en
condiciones anaerobias (sin presencia de oxigeno) con produccion
de alcohol y acidos, liberando calor y termina en una segunda etapa

en condiciones aerdbicas (en presencia de oxigeno). [16]

Fuente: Manual Del Beneficio Del Cacao 2008

FIGURA 1.4 MASA DE GRANOS DE CACAO INICIANDO EL PROCESO
DE FERMENTACION. 2. MASA DE GRANOS DE CACAO CON 4 DIAS

DE FERMENTACION
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Fermentacion Alcohdlica

La primera etapa se denomina fermentacion alcoholica. La pulpa es
rica en carbohidratos y tiene un pH bajo. En esas condiciones se
favorece el desarrollo de levaduras y se produce en condiciones
anaerobicas, en esta etapa se fermentan los azucares presentes
en la pulpa de los granos transformandose en alcohol y anhidrido
carbonico, degradando la pectina, lo que modifica la textura del
grano y elimina el &cido citrico, lo que trae como consecuencia una
disminucién de la acidez. Por otro lado, el conjunto de levaduras
consume el oxigeno, creando un ambiente anaerobio que favorece
el desarrollo de bacterias lacticas esto ocurre en las primeras 48

horas. [12]

Las levaduras contienen enzimas del tipo pectinolitico, lo que les
permite hidrolizar las pectinas, ocasionando la disminucion de la
viscosidad de la pulpa de mucilago y favoreciendo la entrada de
aire. Con este ambiente aerobio y menos acido debido al consumo
de &cido citrico se favorece el desarrollo de bacterias acéticas.
Durante este periodo ocurren procesos bioquimicos en los cuales
los granos amontonados se contaminan de bacterias acéticas

inoculadas por los insectos denominados moscas de la fruta.
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Fermentacion Acética

Durante esta etapa de la fermentacién ocurre un cambio importante
en lo que respecta a los productos del proceso, intervienen las
bacterias acéticas, las cuales transforman el etanol producido por

las levaduras en acido acético.

La produccién de acido acético genera un aumento de temperatura
hasta los 45 °C, esta transformacion vuelve permeable las paredes
celulares del grano, permitiendo la entrada de oxigeno y la
interdifusién de los componentes del jugo celular lo que mata al
embrién o germen del grano, dando lugar a reacciones quimicas
en las cuales las enzimas se ponen en contacto con las proteinas
y polifenoles provocando las disminucion del amargor vy
astringencia. Ocurren cambios profundos en los pigmentos
purpuras cianidinglucosidos. Este proceso es el primer paso en el
desarrollo del sabor y aroma del cacao lo cual sera de importancia

en la calidad del chocolate. [17]

Esta fase hidrolitica ocurre a temperaturas cercanas a 45 °C y con
pH de 4,0 a 5,0.El tiempo requerido para la muerte del grano de
cacao varia de dos a cinco dias, dependiendo de las condiciones

en que se encuentran los granos.
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Oxidacion

Fase seguida de la anaerdbica hidrolitica. Estas dos fases pueden
ocurrir en diferentes granos en momentos distintos y en un mismo
momento en diferentes partes de un grano. La etapa de oxidacion
puede continuar en la fase de secado. Esta fase consiste en la
oxidacion y condensacion quimica de los compuestos fendlicos en
productos complejos insolubles, esta etapa continua hasta que el
contenido de humedad se reduce hasta el punto que impide que

prosiga la actividad enzimatica. [14]

Segun VIVAS & REYES [18] todas etapas de la fermentacién estan
acompafadas de cambios de coloracion del grano o almendra. El
color en la superficie de los granos no es uniforme, debido a que el
pigmento esta contenido solamente en una célula de cada diez del
tejido del cotiledén. Luego de la muerte del embrion solo la parte
central muestra los puntitos, y la parte exterior muestra un color
purpura. Posteriormente el color va desapareciendo torndndose en
un grano de color palido debido a la descomposicion de los
cianidinglucosidos purpuras.

Durante esta fase oxidativa el color de la superficie del grano se
vuelve pardo, conforme se reduce el contenido de humedad

durante el proceso de secado.
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La fermentacion termina cuando los granos se ven hinchados, el
embrion del grano ha muerto, el exceso de humedad se ha
reducido de manera considerable y la temperatura desciende a la
del medio ambiente. Un indicador de una fermentacion satisfactoria
es la presencia de un anillo periférico de color pardo en la

almendra, con lo cual los granos pueden ser secados.

Segun CROS [19], el proceso de fermentacion puede verse
afectado por varios factores, entre los cuales se puede mencionar:
el origen genético del cacao, método de fermentacion, tiempo de
fermentacién, frecuencia de remocién, factores biolégicos y
factores quimicos. Durante el tratamiento pos cosecha numerosos
nuevos compuestos aparecen, que en su mayoria evolucionan
acorde a una cinética de campana con contenidos maximos a los 4

dias de fermentacion,
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FIGURA 1.5 PRINCIPALES CAMBIOS EN LA SEMILLA DE CACAO

DURANTE LA FERMENTACION.

Métodos de fermentacion.

En Ecuador diversos autores sefalan, varios métodos de
fermentacion; entre otros meétodos usados se encuentran:
montones, sacos o tinas, y tendales. [20]

Cajas: el método mas utilizado en el pais, el tamafio de las cajas

dependera de la cantidad de cosecha, no se recomienda el uso de
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teca o roble debido a que transmiten olores que se impregnan a las

almendras. [21]

Fuente: Barrale, 2007

FIGURA 1.6 FERMENTACION EN CAJAS

Montdn: este proceso consiste en amontonar las almendras, sobre

un piso de madera o cemento.[21]
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Fuente: Barrale, 2007

FIGURA 1.7 FERMENTACION EN MONTON

Sacos: Consiste en dejar las almendras o granos en sacos,
generalmente de yute para que ocurra el proceso de fermentacion.

[21]

Secado

El secado es la operacién en la cual se reduce la humedad del
grano de cacao desde un 60% hasta aproximadamente un 8%,
durante este proceso los granos obtienen su sabor y aroma
caracteristico y su color pardo o marrén. Este proceso ademas
evita el crecimiento de hongos y la sobre-fermentacion. Otras de
las ventajas que ofrece el secado son: facilidad de transporte,

manejo, almacenamiento y comercializacion. [22]
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BRANUDEAU [23] expresa que existen dos formas en la que se
puede realizar el secado: la técnica de secado natural usando la luz

solar o el secado artificial usando secadores mecanicos.

Secado natural.

Se aprovecha la radicacion solar que suministra la temperatura
para el secado de los granos de cacao y la continuacion de
algunos cambios que no han finalizado durante la fermentacion.
Generalmente los granos son colocados en tendidos para

exponerlos por completo al sol.

Fuente: Manual Del Beneficio Del Cacao 2008

FIGURA 1.8 REMOCION DEL GRANO PARA QUE EL SECADO

SEA UNIFORME
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Secado artificial.

Se denomina asi por utilizar otras fuentes de energia diferente a la
luz solar para secar los granos de cacao. Este tipo de secado es
mayormente utilizado en regiones cuyo clima es lluvioso durante
las épocas de cosecha.

En el secado artificial se usa corriente de aire caliente y usa como
fuente de calor: lefia, carbon mineral o electricidad. Con este
meétodo el tiempo de secado puede variar entre 20 a 36 horas a

temperaturas entre 50 y 60 °C.

Seleccién y Clasificacion

Una vez terminado el secado se debe someter a los granos a una
limpieza minuciosa eliminando cualquier material mezclado, granos
mohosos o0 dafilados por insectos. Para este proceso se usa
generalmente tamices y ventiladores para soplar el polvo y los
pedazos de cascarilla.[24]

Segun GRAZIANI, PORTILLO & BETANCOURT [25] Ila
clasificacion de los granos de cacao se refiere a la calidad del
grano que imponen los paises compradores y fabricantes de
chocolate, mediante factores como apariencia fisica, humedad,
contenido de materiales extrafios, mohos, insectos, o por su sabor

intrinseco.



23

Almacenamiento
Al cacao fermentado y seco debe darsele un manejo adecuado
para evitar su deterioro o contaminacion. Ademas de asegurarse

que tenga una humedad del 8%. [12]

Otros procesos

La transformacion industrial de los granos de cacao consta de una
gran variedad de operaciones, que tienen como objetivo la
elaboracion de diferentes tipos de productos. Segun el autor
LIENDO [26], existen dos clases de procesadores de granos de
cacao, aquellos que producen productos para la confiteria, la
fabricacion de chocolate y otros su derivados del cacao, y los que
se destinan a constituir materia prima para la industria alimentaria y
farmacéutica; es decir industriales molineros y fabricantes de

chocolates
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FIGURA 1.9 DIAGRAMA TECNOLOGICO DE LA

ELABORACION DEL CHOCOLATE Y SUS SUBPRODUCTOS
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Limpieza

Este es el primer tratamiento que sufre el cacao, para eliminar cual
material extrafilo como metales, piedras, vidrios entre otros.
Posteriormente si existe aun la presencia de materiales extrafios
estos son eliminados de manera manual. Este proceso se lo realiza
con la ayuda de un tamiz, la parte mas importante de estos tamices

son los rodillos que deben ser suaves y delicados. [26]

Tostado o Tueste

De acuerdo con MORENO & SANCHEZ [12] en esta etapa del
proceso se desarrolla el aroma y sabor inicial del chocolate, a partir
del contenido de humedad natural y el calentamiento que dan
origen a una serie de reacciones quimicas las cuales generan

estos compuestos.

La temperatura del calentador donde se realiza el tostado puede
alcanzar temperaturas de 135C en un tiempo de una hora. Luego
del tostado los granos pasan a un tanel de aire frio, donde se
suspende el tostado rapidamente, evitando que las almendras se

sobretuesten.
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Descascarillado.

Es el proceso en el cual se elimina la cascara, que cubre la semilla
del cacao. Este proceso posee dos variantes. El primero consiste
en un tostado con cascara previo al descascarillado y el segundo la

eliminacién de la cascara. [26]

Molienda.

Segun ENRIQUEZ [20] con esta etapa se inicia realmente el
proceso de elaboracién del chocolate. Los granos de cacao son
molidos varias veces para eliminar la cascara; los trozos de cacao
se convierten en un liguido fluido de color café de textura suave
gue es la denominada pasta o licor de cacao, materia prima para la

elaboracion de chocolate o cacao en polvo.

De acuerdo con el mismo autor en esta etapa se separan lo que es
la industria de la grasa, la de cacao o polvo de cacao, y la de
chocolate. Las condiciones en que se realiza la molienda,
temperatura e intensidad, varian, esto dependera del tipo de
semilla de cacao usada y de las especificaciones que se requieran

para el producto final.
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Prensado

En el prensado de los granos, la manteca de cacao se separa del
polvo. Se usan prensas hidraulicas a altas presiones que contienen
mallas filtrantes de acero. Con este proceso se puede retirar entre
el 20 y 30% de la grasa original de la semilla. La manteca sale por
un lado y es solidificada al frio en cubos. El resto del cacao sale en
bloques, y es a lo que se denomina torta. Esta torta se pulveriza

con la finalidad de preparar el polvo de cacao,[26]

Principales Productos del Cacao

Semielaborados

e Licor de Cacao: pasta fluida que se obtiene del cacao a partir
del proceso de molienda. Se utiliza como materia prima en la
elaboracién de chocolates y algunas bebidas alcohdlicas.

e Manteca de Cacao (materia grasa del cacao): se conoce
también como aceite de teobroma. Utilizada en la produccion
de cosméticos y farmacéuticos.

e Torta: Fase solida del licor de cacao. Utilizada en la elaboracién
de chocolate.

e Polvo: la torta de cacao al ser pulverizada convirtiéndose en
polvo de cacao, el cual es utilizado en la elaboracion de

bebidas de chocolate.
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Elaborados
Los elaborados de cacao generalmente se refieren al chocolate,

gue puede ser en barra, tabletas, bombones coberturas, etc.

Organismos Fermentadores de Cacao
Métodos de identificacion microbiana
La identificacion microbiana consiste en la asignacion de una
bacteria 0 microorganismo a un taxon segun una clasificacion
establecida, permitiendo determinar la especia a la cual pertenece

la bacteria aislada previamente.

Métodos microbiolégicos convencionales.

Medio de cultivo solido

Un medio de cultivo es un método utilizado para el crecimiento y
multiplicacion de  microorganismos como: bacterias, hongos,
parasitos el cual ha sido preparado en un laboratorio con
sustancias alimenticias artificiales que favorecen el proceso
deseado. [27]

Un medio de cultivo contiene diversos nutrientes y las condiciones
ambientales éptimas para el crecimiento microbiano segun su tipo.
[28] Para la obtencién de un medio de cultivo sélido, a los caldos

de cultivo se les agrega una sustancia denominada Agar, cuya
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funcidn es solidificante, esta sustancia es un polisacarido extraido

de algas marinas.

Tincion de Gram

La tincion de Gram, es un método diferencial que permite clasificar
a las bacterias segun su morfologia celular, forma, tamafo y
reaccion de GRAM de acuerdo al color de su tincion:
clasificandolas en dos grupos: Gram +y Gram —[28].

En este método se usan 4 soluciones, cada una de las cuales
cumples las siguientes funciones [28]:

-El cristal violeta, un colorante basico.

-Lugol, potencia o refuerza la accion del cristal violeta.

-Alcohol, decolora aquellas células que estan tefidas.

-Solucién de contraste (fucsina, safranina) que es la que va
diferenciar el color final.

La variacion de color en la tincion de gran se debe basicamente a
la diferencia en la pared celular de las bacterias, que radica
principalmente en 2 causas: La mayor cantidad de fosfolipidos que
contiene la pared celular de las bacterias Gram -, y, la presencia de
peptidoglucanos que se encuentran en mayor proporcion en las

bacterias Gram +.
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De acuerdo con PRESCOTT [29] el alcohol en las bacterias Gram
— extrae los lipidos de la pared, aumentando los poros y
permitiendo la salida del colorante cristal violeta, de lo contario en
las bacterias Gram + ocurre una deshidratacion de la pared
disminuyendo sus poros y reteniendo el colorante.

La safranina, tefiira de color rojo o rosado las bacterias Gram — y

las bacterias Gram + mantendran el color azul violeta.

Métodos moleculares

En la actualidad las técnicas moleculares para la identificacién de
microorganismos estan teniendo un auge muy importante. Las
técnicas de Biologia Molecular (BM) se basan en el andlisis de los
acidos nucleicos extraidos de los microorganismos en forma directa

o bien de una muestra conteniendo el microorganismo en cuestion.

Extraccion de ADN bacteriano.

El principio que caracteriza la extraccion de ADN, consiste en la
lisis de las células cuyo ADN se necesita purificar. Esta lisis se
realiza mediante el uso de detergentes aniénicos cuya funcion es
solubilizar los componentes celulares. Esta rotura celular o lisis se
realiza en presencia de sustancias o reactivos cuya funcion es de

conservacion, manteniendo la integridad del ADN, limitando la
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accion de las DNAsas presentes en las células o contaminantes del
medio. El ARN, que pudiese estar presente, se lo elimina mediante
el tratamiento con ARNasa. Restos de la pared celular,
polisacéaridos, y proteinas restantes se eliminan por precipitacion
selectiva usando generalmente disolventes organicos téxicos.
Finalmente el ADN se aisla mediante precipitacion, utilizando

alcohol, y es disuelto en agua o una solucion tamponada. [24]

PCR

PCR Simple

La reacciéon de la Cadena de la Polimerasa o llamada también por
sus siglas PCR, es una técnica molecular utilizada actualmente
para amplificar in vitro secuencias especificas de acidos nucleicos
a partir de cantidades muy pequefias hasta niveles facilmente
detectables. [30] Esta técnica utiliza cebadores que hibridan con
secuencias complementarias del molde del ADN por lo cual es una
técnica sensible y especifica. La PCR, es una técnica que realiza la
replicacion in vitro utilizando componentes similares a los de la
replicacion in vivo, estos son mezclados correctamente e

incubados en un termociclador a temperaturas programadas. [31]
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Fuente: Ménica Prado, Cibe

FIGURA 1.10 TERMOCICLADOR

Etapas de la PCR.

El proceso que se realiza durante una PCR, se lo puede resumir en
los siguientes pasos: a partir de un ADN molde, la enzima
polimerasa incorpora los nucle6tidos complementarios a partir de la
zona de doble cadena originada por la union de los cebadores al
molde. El proceso de PCR, se lleva a cabo en tres fases,
desnaturalizacion, hibridacion y elongacion, en los que los cambios

de temperatura tienen vital importancia.

La desnaturalizacion es el primer paso, en el cual las dos cadenas
de ADN se separan, esta reaccion se lleva a cabo a temperaturas

de alrededor de 94°C. A esta temperatura los puentes de
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hidrogenos entre las bases nitrogenadas se logran romper y se
obtiene dos simples hebras de ADN monocatenario. [32] La
reaccion se completa cuando todo el ADN bicatenario se convierte

en monocatenario.

Hibridacion, finalizada la desnaturalizacion la temperatura
desciende, permitiendo que los cebadores se muevan libremente
se unan por complementariedad al ADN molde, esto ocurre a
temperaturas entre 35 y 60°C. Los enlaces mas estables duran un
poco mas (los cebadores que se corresponden exactamente con el
ADN molde) y es en ese fragmento de ADN bicatenario donde
puede fijarse la polimerasa y empezar a copiar el ADN molde. [32].

La elongacién o extension es el ultimo paso, en el cual la enzima
polimerasa incorpora los nucleétidos complementarios a partir del
extremo 3’libre de la region en la cual han hibridado los cebadores
(la polimerasa afade dNTPs desde 5 hacia 3’, leyendo el ADN
molde desde 3’ hacia 5, esta reaccion se realiza a una temperatura
de 72°C. en el caso de la Taq polimerasa. En la mayoria de
experimentos de PCR es suficiente un tiempo de 1 min para

conseguir una extension completa. (10).
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Electroforesis

«Electro» se refiere a electricidad y «foresis», del griego phoros,
significa «trasladar». Método empleados para separar moléculas
(proteinas, isoenzimas, acidos nucleicos) de acuerdo a su tamario
y carga neta mediante migracion bajo la influencia de un campo
eléctricos.

La electroforesis en gel es una de las técnicas mas simples para
obtener informacion del amplicon. Una molécula de ADN posee
carga negativa, motivo por el cual este migra hacia el anodo. [33]
Los &acidos nucleicos en el gel de agarosa pueden observarse
mediante el uso de colorantes fluorescentes, lo que permite
compararlos con patrones de concentracion conocida. Los
colorantes utilizados actuan mediante insercion entre los pares de
bases del ADN.

En la actualidad se usan colorantes como, como SYBR Safe, SYBR
Gold, SYBR Green |, Vistra Green y Syto60, desarrollados
especificamente para reducir los riesgos potenciales de

mutagénesis.

La velocidad de separacion y la resolucion de los fragmentos de
ADN estan determinados por la concentracion del gel de agarosa y

del voltaje aplicado durante el proceso de electroforesis. [34]
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Secuenciacion

Tecnologia establecida alrededor de los afios 80, se ha convertido
en una técnica basica para la identificacion y caracterizacion de
nuevas especies, provee detalles precisos de los acidos nucleicos
y Su organizacion. Asi también, existen programas que analizan y
almacenan estas secuencias en una base de datos, la cual se
encuentra disponible para la comunidad cientifica, esta base de
datos permite comparar y analizar los niveles de homologias entre
secuencias. (27)

El método de secuenciacion utilizado es el desarrollado por Sanger
em 1957, este método consiste en la incorporacion de
didesixinucledtidos marcados fluorescentemente a una cadena de
ADN durante el proceso de copiado.

Estos didesixinucleétidos no poseen un grupo 3"-OH, el cual es
necesario para la formacién del enlace fosfodiéster que permite la
unién de los nucleétidos, por lo cual interrumpe la elongacion de la
cadena cada vez que uno de estos se une; generandose
secuencias de diferentes tamafios.

Estas cadenas pasan por un proceso en el cual se hacen migrar a
través de un gel de poliacrilamida donde se separan por tamafos.
El equipo de secuenciacibn posee un dispositivo que permite

captar la luz de los cuatro didesixinucleétidos. La lectura se la
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realiza iniciando desde las secuencias mas cortas hasta la
secuencia completa, dando como resultado un grafico de picos de
emision de luz en la posicién de cada uno de los nucleotidos de la

secuencia que se desea analizar. [35]

Chequeo por Enzimas de Restriccidon

Las enzimas de restriccibn son endonucleasas que reconocen una
secuencia palindromica especifica (secuencias que se leen igual en
ambas direcciones) de ADN de doble cadena y proceden a cortar
los enlaces fosfodiester del material genético del mismo.

La secuencia especifica, conocida como secuencia diana tiene un
tamafio generalmente comprendido de entre 4y 6 nucleétidos. Los
extremos que cortan la mayoria de las enzimas de restriccion son
llamados romos mientras que los que cortan otras son llamados

cohesivos.[36], [37]

Formacion del Aroma del Cacao.

Compuestos de aroma

A través del tiempo, los compuestos volatiles y los compuestos del
sabor y aroma formados durante tratamientos post-cosecha de los
granos de cacao han sido objeto de diferentes estudios y trabajos,

apuntando a que la mayor formacion de dichos compuestos surge
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en las etapas de fermentacibn y secado; y en recientes

investigaciones también en el tostado.

En la actualidad, el numero total de compuestos identificados
durante estos tratamientos asciende a cerca de quinientos, los
mismos que han sido agrupados en 17 familias quimicas

diferentes.

Los compuestos predominantes hallados han sido las pirazinas que
representan casi el 20 % del niumero total de compuestos en el
aroma, seguidos por los esteres, que representan el 13 9%,

hidrocarburos 13 % y los acidos en un porcentaje de 11/100.[23]

Es por esto que se han realizado trabajos en los cuales se ha
aplicado el mismo protocolo de preparacion de las muestras de
cacaos, para que de esta forma quede en manifiesto las diferencias
aromaticas entre las variedades Forastero, Trinitario y también las
hibridas. Los resultados indican que la composicion volatil y el perfil
sensorial (degustacion) presentan diferencias muy importantes. [19]
Un compuesto clave que contribuye con la calidad de las
almendras de cacaos “finos” es el linalol, el mismo que se

encuentra en cacaos provenientes de paises como Ecuador,
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Trinidad y Venezuela en una proporcion de hasta ocho veces
mayor en comparaciéon a paises como Ghana, Costa de Marfil y

Brasil. Dicho compuesto es el responsable de las notas florales.

Antes de iniciar la fermentacion, es decir al dia cero, las almendras
frescas poseen un aroma poco desarrollado, y los compuestos
presentes son principalmente estireno (68 %) y el dimetil
formaldehido (8.5 %). A diferencia de almendras bien fermentadas

y secas, cuya fraccion volatil es 10 veces superior. [38]

A continuacién se presenta una lista de los compuestos tipicos

encontrados en las tres variedades, Forastero, Criollo y Nacional.

Cabe recalcar que esta lista estd basada en una investigacion

realizada en el Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas del

Ecuador en el afio 2014 y que los resultados obtenidos no son

conclusivos, y dependera mucho de futuras investigaciones con su

respectiva toma de muestras en otras partes del mundo.

e 1.3-Ciclohexadieno, que es un compuesto no aromatico
detectado en granos frescos de la variedad Criollo.

e «a-Copaeno, que es un compuesto de notas frutales. Se
encuentra en todas las variedades de cacao y en diferentes

etapas.
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Acido benzoico, encontrado en todas las variedades y en
cualquier etapa, es un compuesto que protege a las almendras
contra las infecciones bacterianas.

Pentanol, se encuentra en cada una de las diferentes especies.
Linalol. Este compuesto aromatico se encuentra desde el
primer dia de fermentacion hasta el Gltimo de secado del cacao
Criollo. En almendras de la variedad Nacional se ha detectado
nonanol en lugar de linalol.

Acetato de Octenil, propio de Forastero, es un compuesto muy
importante debido a su caracter como recurso energeético.
Eteno, propio del primer dia de fermentacion de todas las
variedades. Es un compuesto muy importante ya que es el
responsable de cambios asociados a textura y color.

Benceno, detectado tan solo en Criollo y Forastero desde el
primer dia de fermentacion. En el caso del Criollo se encuentra
casi hasta el ultimo dia de secado, mientras que en el
Forastero solo hasta el segundo dia.

Succindialdeido. A partir del Segundo dia de fermentacion, es
un compuesto que se encuentra en las variedades Criollo y

Nacional.
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2-Heptanona. Es un compuesto aromatico encontrado después
de dos dias de fermentacion en todas las variedades, s6lo que
el Criollo la tiene en una mayor concentracion.

Epoxylinalol, es un compuesto floral que solo ha sido detectado
en los granos correspondientes al tercer dia de fermentacion
de la variedad Criollo.

Germacrene D, a partir del tercer dia de fermentacion en
variedades Criollo 'y Forastero. Tiene propiedades
antimicrobianas.

Valenceno 1, indole y aromadendrene. Compuestos de aroma
propios de la variedad Criollo, se presentan a partir del tercer
dia de fermentacion.

3-Octen-1-ol. Detectado solo en Nacional, es un compuesto de
aroma que aparece solo a partir del quinto dia de fermentacion.
a-Terpineol, compuesto de sabor propio de la variedad Criollo
después del primer dia de secado.

Bencilindol. Compuesto hallado en Nacional y Criollo en el

Segundo dia de secado. [39]
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Técnicas de deteccion

Microextraccion en Fase Solida (SPME)

La SPME es una técnica importante en la quimica analitica
utilizada para la preparacion de muestras. Fue introducida por el
profesor Janusz Pawliszyn de la Universidad de Waterloo en

Ontario, Canada, en el afo de 1997.

Es basicamente un proceso de equilibrio, en el que se extraen los
componentes organicos volatiles o semi-volatiles de la muestra
mediante una fibra de silice fundida que esta recubierta por un
solvente, el mismo que en su mayoria es un polimero; luego dichos
analitos son emitidos por medio del uso de algun disolvente
organico o temperatura. La utilidad de esta técnica radica en que
puede aislar compuestos volatiles a partir de muestras acuosas
gque no podrian ser inyectadas directamente en el sistema

cromatografico. [40]

Las condiciones de equilibrio pueden ser descritas por la siguiente
ecuacion de acuerdo a las leyes de masa para un sistema de dos

fases. [41]
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CoVs = CeosVs + CofVf (1)

Donde Co : es la concentracion inicial de la muestra
Vs : volumen de la muestra

Vf : volumen de la fibra

Cef : concentracién de equilibrio de la fibra

Ces : concentracion de equilibrio en la muestra

Asi mismo, la constante de distribucidn analitica entre la fibra y la

muestra matriz es:

Kfs = CoofVf / CosVs (2)
El nimero de moles extraidos por la capa en equilibrio puede ser
expresada combinando las ecuaciones (1) y (2) de la siguiente

forma:

n = CfVf = ( KfsVf Vs Co) / (KfsVf +Vs) 3)

Dénde Kfs es el coeficiente de distribucién entre la fibra y la

muestra.
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Para un sistema de tres fases, donde el espacio de cabeza es
incluido, las condiciones de equilibrio son dadas por la ecuacion
siguiente:

n= Ce«fVf = ( KfsVfVsCo) / (KfsVf+KhsVh +Vs) 4)
Donde Khs es el coeficiente de distribucion entre la fibra y el
espacio de cabeza. Gracias a la ecuacion 4 se puede observar que
sin importar donde se encuentre la fibra (en el espacio de cabeza o
directamente en la muestra), la muestra se mantiene constante.
Una vez realizada la extracciéon, los compuestos capturados por la
fibora pueden ser absorbidos térmicamente en el inyector de un
cromatografo de gases (GC) para su separacion y cuantificacion
adicional. También, compuestos de baja volatilidad pueden ser
extraidos por fibras disefiadas para su uso con cromatografia de

liquidos de alta resolucion (HPLC). [41]

Aunqgue si bien para cada SPME es necesario que se lleve a cabo
una nueva extraccion, la ventaja principal, en comparacién a
preparaciones de muestra de forma tradicional, es que el uso de
disolventes no es necesario, requiere pequefios volumenes de
muestra, y los analitos no se eliminan completamente. Ademas,

presenta un bajo coste y puede ser automatizada.



CAPITULO 2

2. GENERALIDADES

2.1. Planteamiento del problema
En el Ecuador existen dos tipos de cacao, la variedad Nacional
también denominada fino de aroma o cacao arriba y el ordinario.
Siendo este pais el primer productor de cacao fino de aroma, a
escala mundial la variedad Nacional representa tan solo el 5% de la

oferta mundial.

Uno de los problemas fundamentales en el cultivo de cacao en el
Ecuador es el deficiente manejo post-cosecha especialmente
durante la fermentacion y el secado del grano, etapas criticas que
tienen gran incidencia en la formacion de aromas, caracteristica
principal que define la calidad del grano. Motivo por el cual, si bien

antes se reconocia a Ecuador como productor 100% de “cacao fino
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y de aroma”, en la actualidad este porcentaje ha disminuido

alrededor del 75%.

El atributo sensorial del cual depende el precio de las almendras
de cacao es el aroma del chocolate, generado por la interaccion de
alrededor de 400 compuestos volatiles, que se desarrollan durante
las fases de fermentacion y secado o que son propios de las
almendras frescas de cacao. Una fermentacion inadecuada o la
falta de esta influiran de manera negativa en la calidad sensorial

del grano.

Justificacion

El cultivo de cacao en el pais tiene gran importancia en la
economia, ya que es fuente sostenible de materia prima para la
industria del chocolate y genera divisas al ser un producto de
exportacion a grandes mercados como lo son Alemania con un
total de 15441,81 toneladas al afio siendo el pais con mayor
importacion de granos de cacao, Bélgica con 6267,63 t, Francia
con 18,91 t, Italia 4692,87 t, Reino Unido con 0,72 t, Espafia con
1095,31 t, Japon con 3003,02 t y Estados Unidos con 61935,02.
En el 2012, se registré una exportacion de cacao y sus elaborados

por un total de 496.63 millones de dolares y 182794 toneladas.
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El cacao ecuatoriano atraviesa uno de sus mejores momentos en lo
gue se refiere a exportaciones. Los miembros del sector cacaotero
esperan cerrar el 2014 exportando un total de 230000 toneladas,

unas 40000 toneladas mas que el afio anterior

El precio promedio por tonelada de granos de cacao durante el
2012 fue de USD 2392, elevandose durante el 2013 a USD
2700 vy este afo el precio incrementd a USD 3126, llegando
actualmente a ser vendido en $3400, esto segun datos
establecidos por la Asociacion Nacional de Exportadores e

Industriales de Cacao.

La finalidad del proyecto que se presenta es la mejora del proceso
de fermentacién de los granos de cacao, mediante el conocimiento
de aquellos compuestos que son producidos por los diferentes
microorganismos que intervienen en la fermentacion y que poseen
mayor incidencia en el aroma del Cacao variedad Nacional, para
encontrar una metodologia que mejore el producto final en el,
teniendo resultados y teorias aplicables en donde se demuestre el
efecto de cada microorganismo en la generacion de aquellos
compuestos que hacen que las caracteristicas sensoriales de los

granos de cacao sean de mayor calidad .
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Objetivo general
Identificar los géneros de microorganismos presentes en los
primeros 4 dias de fermentaciéon de granos de Cacao Nacional y

determinar los compuestos de aroma que estos producen.

Objetivos especificos
Identificar los microorganismos que participan en los 4 dias de

fermentacion de los granos de Cacao Nacional.

Identificar los compuestos de aroma generados por los
microorganismos identificados durante los 4 primeros dias de

fermentacion de los granos de Cacao Nacional.

Hipotesis
Existen géneros y especies de microorganismos especificos que

intervienen en el proceso de fermentacién y que son responsables

de la generacién del aroma de los granos de cacao.



CAPITULO 3

3. METODOLOGIA

La investigacion se la realizo en las instalaciones del Centro de
Investigaciones Biotecnolégicas del Ecuador (CIBE), ubicada en la
Escuela Superior Politécnica del Litoral (ESPOL) campus Gustavo
Galindo de la Ciudad de Guayaquil-Ecuador.

Las fases experimentales fueron realizadas en condiciones controladas
de laboratorio, la variedad de cacao utilizada para esta investigacion fue

el cacao Nacional.

Las muestras fueron obtenidas mediante la colaboracion del Ingeniero
Robert Figueroa, Presidente de la Asociacion de trabajadores agricolas
de cacao “Buena Suerte” ubicada en El Empalme km 8 Via Guayas, la
cual se dedica a exportar granos de cacaos fermentados y secos de la

Variedad Nacional a paises europeos como Francia principalmente.
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3.1. Identificacion molecular de géneros fermentadores de cacao

Aislamiento

Una vez obtenidos los granos de cacao de Variedad Nacional de
los primeros cuatro dias de fermentacién, se procedié a la
trituracion de 10 gramos de almendras de cada dia, con la ayuda
de un mortero estéril, para posteriormente suspender el triturado en
medio liquido en condiciones de laboratorio y por duplicado.

Las muestras de cada dia de fermentacién fueron suspendidas en
12 tubos Falcon con 10 ml de medio liquido: 4 tubos con PDB
(Potato Dextrosa Broth, VER ANEXO A) con pH 4,5, 4 tubos con
PDB pH 6, y 4 tubos con Extracto de Levadura (VER ANEXO B).
Los pH del PDB fueron modificados con el objetivo de darle
especificidad al medio, pH 4,5 para levaduras y pH 6 Para

bacterias.

De los doce tubos inoculados 6, fueron incubados en condiciones
aerobias, y a los 6 restantes se les coloco 1 m|l de aceite mineral
para crear una condicidbn de anaerobiosis, los 12 tubos fueron
incubados a una temperatura de 35 °C durante 5 dias.

Una vez transcurrido los 5 dias, a partir de cada tubo se realizé la
primera siembra en superficie, asa de siembra estéril, en placas

con PDA (Potato Dextrosa Agar, VER ANEXO A).Las placas cuyas
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muestras provenian de un tubo en condiciones de anaerobiosis,
fueron incubadas en jarras anaerobicas , la condicion anaerébica
se cred con la ayuda de una vela, una vez que se colocaron las
placas en el interior de la jarra, se encendio una vela en el interior
y se cerr¢ la jarra, este procedimiento reduce al 10% la cantidad de

oxigeno presente en la jarra.

FUENTE: MONICA PRADO, CIBE

FIGURA 3.1 LEVADURA AISLADA EN PDA.

Las placas se mantuvieron en incubacién durante 5 dias a 35°C.
De cada una de las placas, se seleccionaron todas aquellas
colonias de levaduras o bacterias que presentaban morfologia

distinta entre si. Una vez realizado una siembra por agotamiento de
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cada colonia elegida en placas con PDA, se realizé un frotis, tincion
e identificacion visual con la ayuda de un microscopio,
clasificandolas en bacterias o levaduras, y verificando que la

colonia constituia un cultivo puro.

FUENTE: MONICA PRADO, CIBE

FIGURA 3.2 TINCION DE AISLADOS BACTERIANOS

Al verificar que el cultivo era puro, las cepas de levaduras o
bacterias fueron inoculadas a tubos con PDB, tubos de los cuales
se obtuvo el pellet el cual sera utilizado para la preservacion de la
muestra aun sin identificar y la extraccio9n de ADN,

Para la preservacion de la muestra se tomo una muestra del pellet
y se lo inoculo en microtubo de 2ml que contenian una solucion de

PDB y Glicerol al 20%, la cual permite la conservacion del
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microorganismo, estos microtubos fueron preservados a una

temperatura de -80 °C

Extraccion de ADN

ADN bacteriano

Para la obtencién de ADN de los aislados bacterianos obtenidos se
aplicé el protocolo interno del CIBE de “Extraccion de ADN
gendmico para aislados bacterianos. Los aislados fueron tratados
con todas las medidas de seguridad adecuadas para evitar
contaminacion entre las muestras,

Previamente a la extraccion, las muestras (pellet) fueron colocados
en tubos de 2ml y resuspendidas en 1000ul de agua ultra pura a -
80° C entre 24 a 48 horas.

Los reactivos que se usaron durante este proceso se muestran a

continuacion. (Tabla 3)
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TABLA 3

REACTIVOS PARA LA EXTRACION DE ADN GENOMICO BACTERIANO

REACTIVO CONCENTRACION
Buffer TE 10mM Tris HECDI_IL_)AH 8.00/ 1 mM
SDS 20%
CTAB/NaCl 10%CTAB/ 0,7MNaCl
NacCl 5M
Cloroformo-lsoamyl alcohol 24:1
Fenol-clo;?;g:]n;f-isoamyl 25241
2-propanol
Etanol 70%
Proteinasa K 20mg/ml
RNasa

Elaborado Por: Moénica Prado
Fuente: Cibe
Se centrifugd el cultivo en los tubos de 2ml por 5 min a
100000PRM, para pelletizarlo (Centrifuga Eppendorf 5810R). Se
retir6 el sobrenadante,
Se adicionaron 567 ul de buffer TE, 30 ul de SDS al 20% y 3 ul de
Proteinasa K, se mezclé bien en un vortex, y se incubo a 37°C  en

bafio maria durante una hora.
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Finalizado el periodo de incubacién, se afiadié 100 ul de NaCl, y se

mezcld bien en vortex.

Posteriormente se coloco 80 ul de solucion CTAB/NaCl, se realizo
vortex para mezclar la solucion con la muestra, se adicionaron 10ul
de RNasa y se incub6 durante 1° min a 65 °C.

Para ayudar a precipitar las macromoléculas se adiciono un
volumen de cloroformo alcohol isoamilico (24:1) igual al de la
muestra y se invirtié varias veces,; posteriormente se centrifugo la
muestra durante 5 min a 12000 RPM y se transfirié la fase acuosa

a un tubo nuevo estéril de 1.7 ml.

Se agregd a la muestra un volumen igual de fenol-cloroformo-
alcohol isoamilico, y se centrifugo a 12000 RPM durante 5 min.

Se transfirié el sobrenadante nuevamente a un tubo nuevo estéril, y
se le afiadio el 60 % de 2- propanol del volumen total para ayudar
a precipitar los 4cidos nucleicos. Se homogeniz6 y se dej6 reposar

por 24 h a-20 °C,

Pasado el tiempo, se centrifugé a 12000 RPM durante 20 min para
pelletizar el ADN. Se lavo el precipitado con etanol al 70% y se

volvié a centrifugar durante 5 min, esta operacion se repitid dos
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veces. Se retir6 el sobrenadante y se procedi6 a secar
completamente los tubos utilizando una vacufuga en funcion V-AL

durante 15 min.

El precipitado obtenido fue resuspendido en 30 ul de agua y se
conservo en refrigeracion a -20 °C

Se evalud la calidad y concentraciéon de ADN obtenido mediante
espectrofotometria, usando el NanoDrop (Thermo, Scientific

NanoDrop 2000)

ADN de levaduras.
Para la extraccion de ADN de levaduras se aplicé el protocolo
interno del CIBE de “Extraccion rapida de ADN gendmico de

hongos y levaduras”. [42]

Previo a la extraccion del material gendmico, se preparé el Buffer
de extraccion y se coloc6 350 ul del buffer por muestra:
Los reactivos que conforman el Buffer de extraccion se lo detalle a

continuacion. (Tabla 4)
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TABLA 4

REACTIVOS QUE CONFORMAN EL BUFFER DE EXTRACCION.

REACTIVOS CONCENTRACION
Tris-HCI pH 8,5 200Mm
NacCl 250mM
EDTA 25mM
SDS 0,5%
ELABORADO POR: MONICA PRADO
FUENTE: CIBE

Se utilizé pistilos plasticos estériles con los cuales se triturd el pellet
de la muestra, este paso es critico durante la extracciéon de ADN,
pues permite el rompimiento de las paredes celulares para de esta

manera libera el material genémico.

Se afiadi6 150 ul de Acetato de Sodio 3M, se homogenizd la
muestra en vortex, y se colocé la muestra a una temperatura de -
20°C durante 10 min. Luego de transcurrido el tiempo se centrifugo
a una velocidad de 14000 RPM durante 5 min. Se transfirio el
sobrenadante a nuevos tubos, este procedimiento se lo realizé 2
veces.

Finalizado este paso, se afadio 500 ul de Isopropanol en cada

tubo, y se hizo vortex. Se dejaron reposar las muestras a
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temperatura ambiente durante 5 min, y se centrifugd a toda
velocidad (14000 RPM) durante 2 min.

Se elimind el sobrenadante evitando que el precipitado se pierda,
se lavo el pellet con 50 ul de Etanol al 70%, se centrifugd las
muestras durante 1 min, se eliminé el sobrenadante, y posterior se
secaron los tubos utilizando una vacufuga.

El pellet obtenido fue resuspendido en 50 ul de agua estéril, y se

conservo en congelaciéon a -20°C.

PCRy Electroforesis

Previo a al inicio del proceso de PCR, se ajustaron las muestras de
ADN en ~30ng/ul, esto se lo logré con la preparacion de diluciones
a partir del tempted de ADN.

La amplificacion de ADN, bacteriano se realiz6 mediante las
Reaccion en Cadena de la Polimerasa en dos pasos (Nested-
PCR), se utiliz6 una combinacion de Primers universales
bacterianos 27F y 1492R [43]. Estos Primers amplifica un
fragmento del gen 16S rRNA de aproximadamente 1,5 kb. Y un
par de Primers mas especificos 968F — 1378R que amplifica una

region mas especifica de aproximadamente 420bp.



FUENTE: MONICA PRADO, CIBE

FIGURA 3.3 PROCEDIMIENTO DE PCR

FUENTE: MONICA PRADO, CIBE
FIGURA 3.4 ELECTROFORESIS
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TABLA S5

DESCRIPCION DE INICIADORES

SET DE INICIADORES

TAMANO (bp)

1378R (CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG)

27F (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) 1500 bp
1492R (5-GGTTACCTTGTTACGACTT-3)
968F (5- GCACCATCTTCTTCAAGGACGAC -3) 410 bp

Elaborado Por: Ménica Prado

Fuente: Macalady (2006), Miyoshi ( 2005), Heuer And Smalla (1997)

TABLA 6

MASTER MIX PARA PCR- PRIMERS 27F — 1492R

REACTIVO CONCENTRACION CONCENTRACION VOLUMEN EN pL
INICIAL TiPICA FINAL (REACCI()N DE

10pL)

PCR buffer 10 X 1X 1

MgCl, 50 Mm 5mM 1

Primer Forward 10 uM 0.4 uM 0.4

Primer Reverse 10 uM 0.4 uM 0.4

DNTPs 10 mM 400 pM 0.4

Taq 5U/ul 0.4U 0.08

ADN ~30ng/ul ~15 ng 0.5

Agua - - Enrasar a 10 pl
(6.22)

Elaborado Por: Ménica Prado

FUENTE: CIBE




TABLA 7

MASTER MIX PARA PCR- PRIMERS 968F — 1378R

REACTIVO CONCENTRACION CONCENTRACIO VOLUMEN EN pL
INICIAL TiPICA N FINAL (REACCION DE 10pL)

PCR buffer 10X 1X 1
MgCl, 50 mM 3mM 0,6
Primer Forward 10 uM 0.3 uM 0.4
Primer Reverse 10 uMm 0.3 uM 0.3
DNTPs 10 mM 400 uM 0.3
Taq 5U/ul 04U 0.04
ADN - - 0.5
Agua - - Enrasar a 10 pl

(6.86)

Elaborado Por: Ménica Prado

FUENTE: CIBE
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El Méaster Mix fue preparado utilizando puntas estériles, se adicioné

el PCR Buffer, MgCl,, Primers Forward y Reverse, dNTPs, Taq,

segun las cantidades correspondiente a los pares de Primers

utilizados, el resto se lo completé con agua estéril hasta llegar a un

volumen de 9 pl, Todo esto se multiplicé por el nUmero de muestras

totales que se tuvo en cada corrida, mas 1 muestra de control.
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Componentes de la PCR.

ADN: a partir del cual se quiere obtener una copia del
fragmento, este se conoce como ADN molde.

ADN polimerasa: se utiliza la Tag polimerasa, una enzima
termoestable que cataliza la polimerizacion de los nucleétidos
en la direccién 5’-a-3’ a 70-74 °C y exhibe una vida media de
30-45 minutos a 95 °C. Esta enzima es una ADN polimerasa de
tipo I. La enzima es capaz de amplificar productos de hasta 5
kb de longitud.

Primers o cebadores: son Oligonuclettidos generalmente
cortos de alrededor de 20 bases de longitud, necesarios para
gue la ADN polimerasa le afiada nucle6tidos por el extremo 3'
OH. (HAYS Y COL., 2008). El tamafio de eleccién del primer
dependera del tamafio del ADN molde. (KOOLMAN Y COL.
,2005).

Desoxiribonucleosidos trifosfatos (ANTPs): dATP, dCTP, dTTP,
dGTP, la concentracion de cada uno de los dNTPs para la PCR
debe estar entre 20 y 200 uM- (INNIS ET AL., 1988)

Tampones de reaccion y MgCI2 en la PCR.
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La técnica de PCR, ademas de los reactivos que intervienen
directamente en la reaccion, también necesita un tampodn, el cual
dependera del tipo y caracteristicas de la enzima utilizada.

Entre los tampones mas utilizados se encuentran:

e TRIS 10 mM, pH 8,3

e KCI50 Mm

e MgClI2 1,5-2,5 mM.

Los iones de magnesio actian como cofactor para la ADN
polimerasa, su concentracion en la mezcla final de reaccién suele
encontrarse entre 0,5 y 50 mM, mientras mayor ion Mg habra
mayor amplificacién, pero un exceso también podria provocar
amplificaciones inespecificas. Los iones de Mg*™ cumplen las
siguientes funciones:

e Forman un complejo soluble con los dNTPs, lo cual es

fundamental para la incorporacion de estos;
e Estimulan la actividad polimerasica,;
e Aumentan la Tf de la interaccién cebador / ADN molde (con lo

gue estabilizan la interaccion entre las dos cadenas).

e Agua: medio necesario para la formacion de puentes de

hidrogenos que se forman entre las bases nitrogenadas.
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Posterior a la preparacion del Master Mix se colocaron 9 pl de este
en cada tubo Eppendorf y 1 ul de ADN de cada muestra. Y se
procedi6 a rotular cada muestra y el blanco.

Se homogenizo6 la muestra mediante vortex, antes de ser colocado
en el termociclador para la amplificacion.

Los tubos Eppendorf preparados, se ingresaron en el termociclador

y se lo programé de acuerdo a cada pareja de Primers utilizados.

TABLA 8

PROGRAMA PARA REALIZAR PCR USANDO LOS PRIMERS

27F Y 1492R
Proceso Temperatura Tiempo (min)
Desnaturalizacion 96 °C 5
inicial
Desnaturalizacion 96 °C 1 Se repite el
Hibridacion 55 °C 1 ciclo 35
Extension 72°C 1 Ciclos
Extension final 72°C 3
Mantenimiento 4°C oo

Elaborado Por: Ménica Prado

FUENTE: CIBE
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TABLA 9

PROGRAMA PARA REALIZAR PCR USANDO LOS PRIMERS 968F

1378R
Proceso Temperatura | Tiempo (min)
(°C)
Desnaturalizacion inicial 96 5
Desnaturalizaciéon 96 1 Se repite
Hibridacion 57 1 el ciclo
Extension 72 1.5 35
Ciclos
Extension final 72 10
Mantenimiento 4 o0

Elaborado Por: Ménica Prado

FUENTE: CIBE

Mientras se realizaba la amplificacion en el termociclador, se
preparé el gel de agarosa al 2%, se peso 1,6 gr de agarosa en 100
ml de tris-acetato-EDTA (TAE 1X) para lograr una concentraciéon
del 2%. Posteriormente se calenté en el microondas hasta que se
disolvio, la solucién debe presentar una transparencia total sin
formacion de burbujas.

Luego que la solucion de agarosa se enfrio, se adiciond 10 pl de
SYBR Safe (10.000x, Invitrogen), es importante que la adicion de
este reactivo sea lo realice lo menos expuesto a la luz, debido a
que es fotosensible. EI SYBR Safe es un reactivo fluorescente el

cual se intercala entre los pares de bases del acido nucleido.
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Luego de afadir el reactivo en la solucién de agarosa, se lo coloco
en el molde, el cual debe estar perfectamente nivelado.

Finalizado el programa del termociclador, se coloco el gel de
agarosa en la camara electroforética conteniendo el tampén TAE
1X para llevar a cabo el proceso de electroforesis. Los pocillos del
gel fueron llenados con un volumen total de 6 pl (5 ul producto de
la PCRy 1 ul Loading DYE). El Loading Dye es un colorante que
se utiliza para preparar los marcadores de ADN y las muestras
para la carga en geles de agarosa.

Se utiliz6 un marcador de ADN (100 pb Ladder Invitrogen) para
determinar el tamafo de los amplicones.

Se encendié la camara de electroforesis a un voltaje de 120 voltios,
una intensidad de 400 amperios durante 30 minutos.

Transcurrido este tiempo, el gel es colocado en un transiluminador
(Bio-Rad, Gel DocTM XR) donde se puede visualizar las bandas de

ADN amplificado.

Secuenciacion

Las muestras aisladas de los 4 dias de fermentacion de los granos
de cacao fueron enviadas al Instituto de “Investigaciones de
Cancer y Genética de la Universidad de Florida” para su

secuenciacion mediante el método Sanger.
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La secuencia obtenida se analizd con bases de secuencias
disponibles en la web, por medio del programa BLAST (Basic Local

Alignment Tool;_http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) para determinar el

nivel de correspondencia con secuencias previamente publicadas

en el Gen Bank e identificar las especies a las que pertenecen.

Enzima de restriccion

Para aquellas muestras de las que no se obtuvo un patron de
secuencia conocido, se procedid a realizar su identificacion
mediante el uso de la enzima Hindlll. Dichas muestras fueron
comparadas con los microorganismos ya identificados que se

presentan en la tabla siguiente.

TABLA 10

MUESTRAS IDENTIFICADAS MEDIANTE EL USO DE ENZIMAS DE

RESTRICCION
MICROORGANISMOS
MUESTRA IDENTIFICADOS

1B Valores menores a 90%
1A Saccharomyces cervicae
2 Lactobacillius nagelii
7 Acetobacter pasteurianus
30 Valores menores a 90%
33 acetobacter ghanensis
35 Valores menores al 90%
39 Valores menores al 90%

Elaborado Por: Sulay Zambrano


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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La preparacion del master mix es similar al que se realiz6 para la

PCR, con las condiciones descritas a continuacion:

TABLA 11

MIX DE LA ENZIMA DE RESTRICCION HINDIII

Hindlll 1 ul

10X Buffer M 2 ul
Substrate DNA <1ug
Sterile Water up to 20 uL

Elaborado Por: Sulay Zambrano
FUENTE: INVITROGEN, 2014

Asi mismo, se utilizaron puntas estériles, camara libre de ADN y
tubos Falcon de 200 ul previamente esterilizados.

Una vez mezclado todo se llevo al termociclador a incubar a
temperatura de 37°C por una hora. A la par se preparé un gel de
agarosa al 3%; para esto se utilizaron 30 ml de solucion TAE al 1X
(Tris-acetato-EDTA) y 0.9 g de Agarosa, se llevo a calentamiento
hasta obtener una mezcla homogénea y transparente, finalmente
se le adicion6 3 ul de SYBR Safe (10.000x, Invitrogen) y se dejo
reposar en una cama para electroforesis protegido de la luz hasta
que este consistente.

Una vez concluida la reaccién con la enzima se procedié a poner

las muestras en la cama ya colocada en la cadmara electroforética
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tal cual se lo realiza para PCR. Se deja correr el gel por un tiempo
de 20 minutos a 100 voltios y 400 amperios, una vez concluido el
tiempo de electroforesis se lleva a revelar el gel en el
transiluminador donde se podra observar de acuerdo a la cantidad
de cortes situados en sitios especificos de la enzima si tienen
parecido a las muestras ya conocidas.

Cabe recalcar que todo el procedimiento se llevd a cabo en
gradillas refrigeradas, ya que la enzima puede degradarse a

temperaturas mayores de 20°C.

Fermentacion

Pruebas de esterilizacion de los granos de cacao.

Antes de comenzar el proceso de fermentacion, se realizaron 2
pruebas para establecer el método de esterilizacién que se usaria
para eliminar los microorganismos presentes en el grano de cacao
durante los 4 dias de fermentacion.

La primera prueba consistié en colocar 5 gr de granos de cacao,
triturados en  nitrégeno liquido, durante 3 horas bajo luz
Ultravioleta a una distancia de 5cm de la lampara de rayos UV. El
cacao triturado fue esparcido en porciones de 1 gramo en bandejas
cubiertas con papel aluminio, para obtener una mayor penetracion

de la luz UV a toda su superficie. Cada hora se tomaba una
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muestra de 1 gr del grano triturado y se lo suspendia en un tubo
Falcon que contenia 9 ml de PDB, se agitaba el tubo durante 2
minutos, moviendo los brazos en un angulo de 45 grados (FDA), y
se colocaban 100 ul de la suspensién en una caja Petri con PDA.
Las cajas Petri se incubaron a una temperatura de 35 °C durante 2
dias, luego de este tiempo, se verificO si existio crecimiento
microbiano o no.

El segundo método utilizado consistié en la esterilizacion del grano
de cacao triturado mediante nitrégeno liquido, mediante vapor con

la ayuda de un autoclave Sterilmatic , durante 20 minutos.

Fuente: Ménica Prado, Cibe

FIGURA 3.5 GRANO DE CACAO TRITURADO CON

NITROGENO LIQUIDO.
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La muestra de cacao (1gr) fue colocado en un tubo Falcén de 50ml
esterilizado previamente, se lo autoclavé a una temperatura de
121 °C durante 20 minutos, La muestra se suspendié en 9 ml de
PDB, se agitd durante 2 minutos, moviendo los brazos con un
angulo de 45 grados, y se trasnfirieron100 ul del medio con la
muestra en una caja Petri con PDA. Se incubaron las placas
durante 2 dias, a una temperatura de 35°C y se analizaron los
resultados, observando si hubo o no crecimiento de colonias.

Luego de realizar este tipo de pruebas, se procedié a iniciar los
analisis de compuestos de aromas con cada uno de los métodos
usados para la esterilizacion de los granos, a fin de determinar el
impacto de la esterilizacién en el aroma del grano de cacao.

Se analizaron tres muestras con la ayuda de cromatografia usando
el método de Microextraccion en Fase Solida (SPME), la primera
muestra correspondia a 5 gramos de cacao triturados y sin
esterilizar, las segunda muestra eran 5 gramos de cacao
esterilizados con vapor usando el autoclave, y la dltima muestra
analizada fueron 5 gramos de cacao triturado expuestos a Luz UV

durante dos horas.
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Con las gréaficas obtenidas posterior analisis de los compuestos y
sus concentraciones en cada una de las muestras, se logro

establecer que el mejor método para la esterilizacion.

Fermentacion.

Los experimentos de fermentacion se realizaron a nivel de
laboratorio, en condiciones controladas los mas cercanas posibles
a las que se dan durante la fermentacion realizada en el campo.

La fermentacién fue realizada para cada uno de los dias que dura
este proceso, se obtuvo un total de 5 dias, empezando en el dia O
hasta el cuarto dia.

La coleccién de aislados obtenida segun lo descrito en la seccion
3.1 fue utilizada para realizar las pruebas de fermentacion.

Cada microorganismo de la coleccion fue inoculado en 10 ml del
medio de cultivo PDB e incubado a 35 °C por 5 dias.

Los in6culos fueron luego fueron centrifugados durante media
hora, a 5000 rpm a temperatura ambiente, luego se elimind el
sobrenadante, y el pellet se resuspendié en 10 ml de agua estéril
ultra pura, para su posterior centrifugado a 5000 rpm por media
hora. Este paso de lavado se realiz6 3 veces, con el fin de
asegurarse que no haya restos de PDB que puedan interferir en el

proceso de fermentacién y generacion de compuestos. Finalizado
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el tercer lavado, el inoculo se preparé a una concentraciéon de 0,5
Mc Farland, con la ayuda de un espectrofotdmetro Densimat.

Luego, se procedid a colocar 5 gramos del grano estéril en tubos
Falcon de 50ml, y fueron inoculados con los respectivos

microorganismos previamente lavados.
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FUENTE: MONICA PRADO, CIBE

FIGURA 3.6 INOCULACION DE LOS MICROORGANISMOS EN

EL GRANO ESTERIL

De cada inoculacion se realizaron 6 réplicas en total, 3 cuyas
condiciones de crecimiento fueron aerobias, y 3 en condiciones

anaerobias. Asi mismo se realizaron de 6 controles, 3 los cuales
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contenian 5 gramos de grano esterilizado, y 3 con muestra sin

esterilizar.

FUENTE: MONICA PRADO, CIBE

FIGURA 3.7 GRANO DE CACAO INOCULADO

Luego que se realizé la inoculacion, los tubos fueron incubados de
acuerdo a las condiciones utilizadas para el crecimiento del inoculo.
Asi, los microorganismos cuyo crecimiento se dio en condiciones
aerobias fueron incubados en condiciones aerobias a la
temperatura de referencia por dia de fermentacion que indica la
tabla 12. Y los tubos cuyos microorganismos inoculados crecieron

en condiciones anaerobias, fueron colocados en una camara de
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anaerobiosis, e incubados a las temperaturas indicadas en la Tabla

12.

TABLA 12

TEMPERATURAS DE FERMENTACION DE GRANOS DE CACAO.

DIAS DE FERMENTACION | TEMPERATURA °C
0 31,02
1 19,99
2 41,22
3 33,99
4 33,98

Elaborado Por: Ménica Prado

El periodo de incubacion fue de 24 horas, pasado este tiempo, los
tubos fueron sellados con rolopac para evitar cualquier tipo de
contaminacion, y almacenados a  -80°C hasta que fueron

analizados.

3.3. Identificacion de Compuestos de aroma.
La muestra contenida en los tubos Falcén de 50ml fueron pasados
a viales para poder realizar el andlisis en el cromatégrafo de gases

acoplado a un espectrometro de masas (GC-MS).
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Cada vial fue colocado en bafio maria a una temperatura de 55°C
por 30 minutos, pasado ese tiempo se colocO una microfibra
DVB/CAR/PDMS en el tubo por 30 minutos mas. Luego la
microfibra fue inyectada en el cromatégrafo GC-MS y al cabo de 5
minutos se retird la microfibra y se procedio a inyectar en el GC-

MS.

Fuente: Ménica Prado, Cibe

FIGURA 3.8 1. MICROFIBRA INYECTADA EN EL VIAL CON
MUESTRA. 2. MICROFIBRA INYECTADA EN EL CROMATOGRAFO.

El programa tiene una corrida de aproximadamente 34 minutos por
cada muestra con las siguientes condiciones: el inyector estaba a
70 °C, la estufa inici6é a 70 °C por 0,5 miny lleg6 a 325 °C a una
taza de 25 °C/min, la deteccién se realizd en el espectrémetro de

masas en modo total y los compuestos fueron identificados
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utilizando las librerias Wiley y Nist. Una vez finalizado el analisis, el
programa da como resultado una grafica de curvas y picos que
corresponden a los diferentes compuestos que fueron detectados

durante la corrida.

L] 2 n?n!i, :

FUENTE: MONICA PRADO, CIBE

FIGURA 3.9 CROMATOGRAFO DE GASES ACOPLADO A

UN ESPECTROMETRO DE MASAS (GC-MS).

3.4. Andlisis estadistico.
Mediante la estadistica se pudo establecer la existencia de una

diferencia significativa en la generacion de compuestos aromaticos
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para cada uno de los microorganismos aislados en los dias de
fermentacion analizados.
Se aplico el andlisis de varianza de un solo factor con un nivel de

confianza del 95%.



CAPITULO 4

4. ANALISIS DE RESULTADOS

Aislamiento

Transcurrido los 5 dias de incubacién, los microorganismos que fueron
aislados segun su morfologia en la placa de PDA, fueron observados
con ayuda del microscopio para asegurarse de que no exista
contaminacion. Estos clasificados en bacterias y levaduras segun la
forma y tamafio que presentaban en la observacion con el microscopio.
En total se aislaron 50 bacterias y 20 levaduras.

Las bacterias presentaron dos formas predominantes: cocos y bacilos.

(Figura 4.1)

Las levaduras presentaron forma ovoide, con una morfologia similar a
las bacterias, s6lo que un poco mas grande, asi mismo, la tincion fue

mas oscura que la de las bacterias. (Figura 4.2)
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FIGURA 4.1 BACTERIA GRAM-NEGATIVA OBSERVADA

BAJO EL LENTE DEL MICROSCOPIO.
FUENTE: MONICA PRADO, CIBE

FIGURA 4.2 LEVADURA NO IDENTIFICADA OBSERVADA

BAJO EL LENTE DEL MICROSCOPIO.
FUENTE: MONICA PRADO, CIBE
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Extraccion de ADN

Las concentraciones de ADN gendmico variaron desde 30 ng/pl a 2300

ng/pl en un volumen final de 30 pl.

FIGURA 4.3 ANALISIS DE ELECTROFORESIS DE LA
PRESENCIA DE ADN TOTAL EN UN GRUPO DE LAS

MUESTRAS AISLADAS.
FUENTE: MONICA PRADO, CIBE

Secuenciacion.

Las secuencias del gen 16s de bacterias y de la region ITS de levaduras
fueron sometidas a BLAST del NCBI. Los resultados obtenidos (primer
match del analisis BLAST) en la secuenciacion de los aislados se

muestran en las Tablas 13-16.



TABLA 13

MICROORGANISMOS IDENTIFICADOS DIA 1 DE FERMENTACION

MUESTRA MICROORGANISMOS IDENTIFICADOS
1B Valores menores a 90%
12 Saccharomyces cervicae
2 Lactobacillius nagelii
4C Saccharomyces cervicae
7 Acetobacter pasteurianus
9 Saccharomyces cervicae
10 Saccharomyces cervicae
16 Lactobacillius nagelii
17 Lactobacillius nagelii
202 Saccharomyces cervicae
24 Lactobacillius nagelii
25 Lactobacillius nagelii
26 Lactobacillius nagelii
30 Valores menores a 90%
33 Acetobacter ghanensis
35 Valores menores al 90%
36 Saccharomyces cervicae
38 Lactobacillius nagelii
39 Valores menores al 90%
40 Saccharomyces cervicae
41 Lactobacillius nagelii
48 Saccharomyces cervicae
55 Saccharomyces cervicae
56 Saccharomyces cervicae

Elaborado por: Ménica Prado
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TABLA 14

MICROORGANISMOS IDENTIFICADOS DIA 2 DE FERMENTACION

MUESTRA MICROORGANISMOS IDENTIFICADOS
12 Acetobacter ghanensis
3 Saccharomyces cervicae
5 Acetobacter ghanensis
6 Acetobacter ghanensis
7 Acetobacter ghanensis
8 Lactobacillius fermentum
9 Valores menores al 90%

12B Acetobacter ghanensis
152 Acetobacter syzygii
16B Acetobacter ghanensis
17B Acetobacter ghanensis
182 Acetobacter ghanensis
20 Candida metapsilosis
20B Acetobacter ghanensis
21 Saccharomyces cervicae
242 Acetobacter ghanensis
24B Acetobacter ghanensis
262 Bacillus amyloliquefaciens
26B Acetobacter ghanensis

Elaborado por: Monica Prado



TABLA 15

MICROORGANISMOS IDENTIFICADOS DIA 3 DE FERMENTACION

MUESTRA MICROORGANISMOS IDENTIFICADOS

6 Acetobacter ghanensis
7 Lactobacillius nagelii

8 Lactobacillius nagelii

9 Valores menores al 90%
10 Lactobacillius nagelii
12 Lactobacillius nagelii
13 Acetobacter ghanensis
14 Lactobacillius nagelii
15 Lactobacillius nagelii
16 Acetobacter ghanensis
17 Lactobacillius fermentum
18 Lactobacillius fermentum

Elaborado por: Ménica Prado
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TABLA 16

MICROORGANISMOS IDENTIFICADOS DIA 4 DE FERMENTACION

MUESTRA MICROORGANISMO IDENTIFICADO

4b Candida metapsilosis

9 Acetobacter pasteurianus
14b Acetobacter ghanensis
15b Acetobacter ghanensis
18c Bacillus subtilis
28b Bacillus subtilis
29b Bacillus amyloliquefaciens
36 Bacillus subtilis

37 Candida metapsilosis
44c Candida metapsilosis
45 Acetobacter pasteurianus

Elaborado por: Ménica Prado

Pruebas de esterilizacion de los granos de cacao.

Se comparo esterilizacion por calor a 121°C por 15 min y esterilizacion
UV, para escoger el método mas adecuado y en el cual existiera un

menor porcentaje de pérdidas de compuestos de aroma.

En las gréficas obtenidas del GC-MS, utilizando los dos métodos de
esterilizacion expuestos anteriormente, se observa que no existe la
desaparicion total de compuestos aromaticos del grano de cacao
utiizando la Luz UV o el autoclave, por lo cual se analizd la

concentracion de los compuestos y determinar pérdidas en los mismos.
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FIGURA 4.4 CROMATOGRAMA, GRANOS DE CACAO SIN

ESTERILIZAR
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FIGURA 4.5 CROMATOGRAMA, GRANOS DE CACAO

ESTERILIZADO USANDO LUZ UV
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Abundance

TIC: UUTOCLAVE(4) SIN MO.D\data.ms
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FIGURA 4.6 CROMATOGRAMA, GRANOS DE CACAO
ESTERILIZADO USANDO VAPOR MEDIANTE UN AUTOCLAVE.

Fuente: Cromatografo Ge-Ms

Time-->

Se realizé un analisis estadistico para poder observar las diferencias
significativos que existian en las concentraciones de los compuestos
obteniendo como resultado un Diagrama de barras (Tabla 13) donde se
observa que utilizando el método de esterilizacion con Luz UV no existe

perdida de los compuestos de aromas.

En EI ANEXO C se puede observar varios compuestos encontrados

durante los analisis cromatograficos realizados, se tomaron 3 datos de
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cada una de las graficas obtenidas, tiempo, nombre del compuesto y

area (concentracion).



TABLA 17

COMPARACION DE LAS CONCENTRACIONES DE COMPUESTOS DE AROMAS EN GRANOS DE CACAO CON

DIFERENTES METODOS DE ESTERILIZACION.
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ELABORADO POR: MONICA PRADO
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Microextraccion en Fase Solida (SPME)

Dentro del andlisis de compuestos aromaticos en las tablas del ANEXO
E se puede observar la comparacion entre la concentracion de los
compuestos identificados de los controles y las réplicas con inoculo.
Observando aquellos compuestos que se consumen, se producen

aumentando su concentracion o aquellos que no varian.

Analisis de varianza de un solo factor (ANOVA)

Para analizar los resultados de la produccibn o consumo de
compuestos de aroma especificos por parte de los microorganismos
aislados durante la experimentacion de los cuatro primeros dias de
fermentacién del cacao, se aplicé el andlisis de varianza de un solo

factor con un nivel de confianza del 95%.

Con un valor p menor a 0,05 se puede decir que existe la suficiente
evidencia estadistica para no rechazar la hipétesis establecida en el
trabajo de investigacion la cual indica que existen géneros y especies de
microorganismos especificos que intervienen en el proceso de
fermentacion y que son responsables de la generacion del aroma de los
granos de cacao. En las tablas del ANEXO F siguientes se puede

observar los resultados del analisis ANOVA.
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En las siguientes tablas se puede observar los compuestas
aromaticos cuyo analisis ANOVA, dieron un valor p < a 0,05,
indicando su relacion con la concentracion hallada en los controles
correspondientes de cada dia de fermentacion. Y el perfil

aromatico que cada uno de estos compuestos posee.



TABLA 18

COMPUESTOS AROMATICOS CON VALOR P < A 0,05 DURANTE EL DIA 0 DE FERMENTACION

Lactobacillius nagelii

COMPUESTO RESULTADO \RELACION I/C \ PERFIL AROMATICO
AEROBIAS
EthanoL 0,003502307 0,2 Alcohdlico
Benzaldehyde 0,030937574 0,2 Almendras
1-[2-(2-Methylbutyl)phenyllethanone 0,038995084 0,2 Rosas
2,3-Butanediol 0,013364763 3,4 Mantequilla
miel, especias, rosa, lila, flores,
Bzl 0,01310778 5,3 P caramelo
ANAEROBIAS
miel, especias, rosa, lila, flores,
Benzeneethanol 0,042866443 3,1 caramelo
(3R)-3-Phenyl-2,3-dihydro-1H-isoindol | 0,030190465 3,6 Frutal
9-propylphenanthrene 0,000188278 13,7 olor aromatico deébil
Acetophenone 0,005621655 1,5 Floral
Ethanol 0,00073259 0,1 Alcohdlico
Benzaldehyde 0,017583358 0,1 Almendras

Saccharomyces cerevisiae
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COMPUESTO RESULTADO | RELACION I/C PERFIL AROMATICO
|AEROBIAS
benzyl 2,2'-di-O-methyldivaricatate 0,011388673 2,6 Floral
Benzeneethanol miel, especias, rosa, lila, flores,
0,010198238 4,7 caramelo
ANAEROBIAS
Benzaldehyde 0,00425235 \ 0,11 \ Almendras
Acetobacter pasteurianus
COMPUESTO RESULTADO | RELACION I/C PERFIL AROMATICO
AEROBIAS
Acetic acid 0,014796227 21,3 Nuez
Benzeneethanol miel, especias, rosa, lila, flores,
0,039385778 11,9 caramelo
Acetaldehyde 0,00706142 0,4 Frutal
Butanal, 3-methyl- 0,03846021 0,9 Dulce
Benzaldehyde 0,012856298 0,2 Almendras
ANAEROBIAS
Benzaldehyde 0,002439835 \ 0,1 \ Almendras

FUENTE: PERFIL AROMATICO: COMMON FRAGRANCE AND FLAVOR MATERIALS, 2006 [44]

ELABORADO POR: MONICA PRADO
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TABLA 19

COMPUESTOS AROMATICOS CON VALOR P < A 0,05 DURANTE EL DIA 1 DE FERMENTACION

Lactobacillius nagelii

COMPUESTO RESULTADO | RELACIONI/C | PERFIL AROMATICO
ANAEROBIAS
Benzeneethanol 0,037962152 | 2 | miel, especias, rosa, lila, flores, caramelo
Acetobacter pasteurianus
COMPUESTO RESULTADO | RELACIONI/C | PERFIL AROMATICO
AEROBIAS
Acetophenone 0,007721099 0,4 Floral
Acetaldehyde 0,02552192 0,3 Frutal
ANAEROBIAS
Butyraldehide 0,045490892 0,6 Chocolate
Benzaldehyde 0,006218331 0,1 Almendras
Saccharomyces cerevisiae
COMPUESTO RESULTADO | RELACIONI/C | PERFIL AROMATICO
AEROBIAS
2,3-Butanediol 0,027670812 | 1,1 | mantequilla cremosa con sabor a fruta
ANAEROBIAS
2-Propyldecan-1-ol | 0,046530046 | 2,0 | Floral

FUENTE: PERFIL AROMATICO: COMMON FRAGRANCE AND FLAVOR MATERIALS, 2006

ELABORADO POR: MONICA PRADO
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TABLA 20

COMPUESTOS AROMATICOS CON VALOR P < A 0,05 DURANTE EL DIA 2 DE FERMENTACION

Céandida metapsilosis

COMPUESTO RESULTADO RELACION I/C PERFIL AROMATICO
AEROBIAS
Benzaldehyde (CAS) 0,01070911 0,17 Almendras
Butanoic acid (CAS) 0,00795566 0,11 olor desagradable
ANAEROBIAS
2-Butanone, 3-hydroxy- 0,089405873 0,66
Butanal, 3-methyl- (CAS) 0,017753676 0,35 olor desagradable

Bacillus amyloliquefaciens

COMPUESTO RESULTADO RELACION I/C PERFIL AROMATICO
AEROBIAS

Benzaldehyde (CAS) 0,006421004 | 0,40 | Almendras
ANAEROBIAS

Benzaldehyde (CAS) 0,008120906 | 0,27 | Almendras




PHENYL ACETALDEHYDE | 0,00162226 | >1 Dulce a caramelo, rosas,

Saccharomyce cerevisaes

COMPUESTO RESULTADO RELACION I/C PERFIL AROMATICO
AEROBIAS
Benzaldehyde (CAS) 0,046429502 | 0,39 | Almendras
Acetobacter syzygii
COMPUESTO RESULTADO RELACION I/C PERFIL AROMATICO
AEROBIAS
Benzaldehyde (CAS) 0,024149879 | 0,53 | Almendras
ANAEROBIAS
Benzaldehyde (CAS) 0,005606151 | 0,24 | Almendras
Lactobacillius fermentum
COMPUESTO RESULTADO RELACION I/C PERFIL AROMATICO
ANAEROBIAS
Butanal, 3-methyl- (CAS) 0,015508913 >1 olor desagradable
Acetaldehyde (CAS) 0,024004922 >1 Citrico, como manzanas verdes

FUENTE: PERFIL AROMATICO: COMMON FRAGRANCE AND FLAVOR MATERIALS, 2006

ELABORADO POR: SULAY ZAMBRANO
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COMPUESTOS AROMATICOS CON VALOR P < A 0,05 DURANTE EL DIA 3 DE FERMENTACION

TABLA 21

Acetobacter ghanensis

COMPUESTO

RESULTADO ‘RELACION 1/IC

PERFIL AROMATICO

AEROBIAS

Benzeneethanol (CAS)

Dulce, a rosas

Decanoic acid, ethyl ester (CAS)

Dulce crema de mantequilla

Acetic acid, ethyl ester (CAS)

Olor dulce, similar a peras

ANAEROBIAS

Acetic acid, ethyl ester (CAS)

Olor dulce, similar a peras

1-Butanol, 3-methyl- (impure)

olor desagradable

Benzeneethanol (CAS)

0,041955306 0,29
0,033733173 >1

0,001919571 0,07
0,001007076 0,036
0,005848035 0,15
0,015117045 0,052

Dulce, a rosas

Lactobacillius fermentum

COMPUESTO RESULTADO |RELACION I/C | PERFIL AROMATICO
AEROBIAS
IHEUEND) %“:g;y" (impure) |, b09666463 0,20 olor desagradable
Decanoic acid, ethyl ester (CAS) | 0,03370116 >1 Dulce crema de mantequilla
ANAEROBIAS
Ethanol, 2-nitro- (CAS) 0,097294776 0,24 Alcohdlico
Acetic acid, ethyl ester (CAS 0,00179853 0,06 Olor dulce, similar a peras




2D B(-Cr:n:g)]yl- {GHTRE) 0,045799617 0,44 olor desagradable
Decanoic acid, ethyl ester (CAS) | 0,000540686 >1 Dulce crema de mantequilla

Lactobacillius nagelii

COMPUESTO

RESULTADO |RELACION I/C |

PERFIL AROMATICO

AEROBIAS

Acetic acid, ethyl ester (CAS)

0,003506942 | 0,10 |

Olor dulce, similar a peras

Saccharomyce cerevisaes

COMPUESTO RESULTADO \RELACION I/C \ PERFIL AROMATICO
AEROBIAS
Acetic acid, ethyl ester (CAS) 0,003466453 0,14 Olor dulce, similar a peras
1) 3(-cr:n:§I;yl- () 0,042718704 0,48 olor desagradable
ANAEROBIAS
1) 3(-cr:n:§I;yl- () 0,018212412 0,43 olor desagradable
Acetic acid, ethyl ester (CAS) 0,003736017 0,14 Olor dulce, similar a peras
Benzeneethanol (CAS) 0,036409764 0,15 Dulce, a rosas

FUENTE: PERFIL AROMATICO: COMMON FRAGRANCE AND FLAVOR MATERIALS, 2006

ELABORADO POR: SULAY ZAMBRANO
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TABLA 22

COMPUESTOS AROMATICOS CON VALOR P < A 0,05 DURANTE EL DIA 4 DE FERMENTACION

Bacillus subtilis
COMPUESTO RESULTADO | RELACION I/C PERFIL AROMATICO
AEROBIAS
Acetic acid 0,023319215 1,7 Nuez
Benzaldehyde 0,005454209 6,4 Almendras
Phenylvinylacetylene 0,029124964 14,8 Floral
Benzeneacetic acid, ethyl ester 0,005509081 0,3 Floral
ANAEROBIAS
3-Penten-2-ol 0,042188661 1,8 flor, dulce, caramelo
Caffeine 0,021186197 5,0 Olor especifico
Candida metapsilosis
COMPUESTO RESULTADO | RELACION I/C PERFIL AROMATICO
AEROBIAS
B-PHENYLETHYL FORMATE 0,000262815 0,2 floral, rosas
Hexadecane 0,001199367 0,2 olor leve a cera

ANAEROBIAS
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ETHYLPHENYL ACETATE

0,006026429

0,15

dulce, miel

B-PHENYLETHYL FORMATE

3,43887E-05

0,02

floral, rosas

Acetobacter ghanensis

COMPUESTO RESULTADO | RELACION I/C PERFIL AROMATICO
AEROBIAS
ACETIC ACID 0,012477417 0,26 Nuez
BENZENEACETALDEHYDE 0,025047233 0,07 flor, dulce, caramelo
Pentadecane 0,036326396 0,5 olor leve a cera
ANAEROBIAS
Benzeneethanol. miel, especias, rosa, lila, flores,
0,01191825 2,6 caramelo
Acetic acid, 2-phenylethyl ester Floral
(CAS) 0,015854117 0,26
Acetobacter pasteurianus
COMPUESTO RESULTADO | RELACION 1/C PERFIL AROMATICO
AEROBIAS
2-Naphthalene-sulfonic acid 0,006122072 6,0 olor caracteristico
1-phenyl-(2,2,2-2H3)ethanone 0,00523924 1,2 Dulce
Benzeneacetaldehyde 0,027001626 0,1 flor, dulce, caramelo

ANAEROBIAS
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BENZENEACETALDEHYDE 0,043701549 0,3 flor, dulce, caramelo
(2)-But-2-enyl benzoate 0,007411968 0,1 dulce, frutal
Bacillus amyloliquefaciens
COMPUESTO RESULTADO | RELACION I/C PERFIL AROMATICO
AEROBIAS
Ethanol 0,01958 0,05 Alcohdlico
Benzophenone 0,003435127 0,13 Rosas
ETHYLPHENYL ACETATE 0,026452283 0,19 dulce, miel
ANAEROBIAS
Ethanol 0,017887958 0,02 Alcoholico
ETHYLPHENYL ACETATE 0,000207438 0,40 dulce, miel
FUENTE: PERFIL AROMATICO: COMMON FRAGRANCE AND FLAVOR MATERIALS, 2006

ELABORADO POR: MONICA PRADO
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DISCUSION

En la presente tesis fueron aislados los diferentes microorganismos
hallados durante cada uno de los dias de fermentacion evaluados, para
de esta forma, encontrar su relacibn con los compuestos aromaticos

obtenidos dentro de este proceso.

Durante el dia cero de fermentacion se encuentra una serie de
compuestos atribuibles a bacterias lacticas y acéticas. De las cuales se
puede observar que las Unicas que establecen diferencias significativas
en cuanto a la produccién de etanol y benzeetanol (para el caso de las
lacticas) fue el Lactobacillius nagelii. Asi mismo, en el caso de las
bacterias acéticas, se encuentra que tan solo Acetobacter pasteurianus

tuvo incidencia en la formacion de acido acético y benzaldehidos.

De acuerdo a los resultados revisados en las Tablas 13 y 14 se puede
observar que los microorganismos aislados e identificados durante los
primeros dos dias de fermentacion fueron principalmente levaduras.
Estudios realizados por Roham [45] , establecen que durante las
primeras 48 horas (primera fase) se aislaron cepas de Saccharomyces
cerevisiae y Saccharomyces sp, microorganismos a los cuales se les
atribuye la mayor formacién de alcohol a partir de los azucares

presentes en la pulpa del cacao como la sacarosa, fructosa y glucosa.
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Estos microorganismos son capaces de producir entre el 18-20% de

etanol. [46]

Segun este estudio, se ve como la incidencia de las levaduras se
mantiene incluso aun en el tercer dia, donde la Saccharomyce presenta
formacién de alcoholes; luego su actividad continua en descenso hasta
ya no representar una diferencia significativa respecto al incremento de

los compuestos encontrados sin la actividad de estas especies.

A diferencia de los estudios realizados por Reed [46], durante el dia 2 de
fermentacion también se encontré la presencia de Candida metapsilosis,
la misma a la que se hall6 estadisticamente significativa en cuanto a la
presencia de benzaldehidos y Butanal, ya que estos compuestos al ser
comparados con los controles se observa una curva de crecimiento

mayor.

En la segunda fase del proceso de fermentacion del cacao, se ve
favorecido el desarrollo de bacterias lacticas, del tipo Lactobacillius tales
como Lb. Fermentum y Lb. Nagelli encargadas de fermentar los
carbohidratos no degradados continuando con el consumo del &cido
citrico que se produce durante la primera fase[47]. Como compuestos
representativos atribuibles a estos microorganismos se puede destacar
el consumo de acidos como el acético y la produccion de acido

decanoico, el mismo que tiene un olor caracteristico agradable frutal.
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Ademas de la produccion de Butanal 3-metil (olor desagradable) y

acetaldehidos (olor dulce-citrico como manzanas verdes).

En los dias 2 y 3 de fermentacion se hall6 presencia de bacterias
acéticas como el Acetobacter pasteurianus, Acetobacter syzygii y
Acetobacter ghanensis; la muerte del embriébn que se da en esta etapa
es atribuible a los cambios asociados a estas bacterias. Segun estudios
realizados por Nielsen [48] la intervencion de las bacterias acéticas
indican el inicio de la tercera fase del proceso de fermentacion, estas
bacterias transforman el etanol en acido acético, generando una

reaccion exotérmica.

Aungue si bien segun Nielsen la intervencion se da primero por
Gluconobacter oxydans, luego A. syzygii y Acetobacter pasteurianus vy,
al final de la fermentacién, Acetobacter tropicalis. [49]. En esta
investigacion, las especies aisladas fueron Acetobacter aceti y
Acetobacter pasteurianus, finalizando al cuarto dia con la presencia de
A. Ghanensis, esta Ultima también se encuentra en el dia dos pero al no
presentar grandes diferencias en relacion a los otros dias de
fermentaciéon, su produccibn de compuestos no fue considerado
significativo; a pesar de esto los compuestos detectados durante su
intervencién se mencionan en la tabla 11E del apéndice E. Continuando
con el Acetobacter aceti y el A. pasteurianus, estas basicamente son

responsables del incremento de los compuestos alcohdlicos tales como
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acido aceético, acido decanoico, y benzaetanoles. Algo importante a
destacar es que si bien durante el dia dos se detectd la presencia de
Acetobacter syzygii y Acetobacter pasteurianus, es el segundo el que
representa una diferencia significativa en cuanto a la produccion de los

compuestos mencionados.

Otros microorganismos hallados durante el aislamiento fueron Bacillus
amyloliquefaciens y Bacillus subtilis, responsables de la formacion de
ciertos compuestos de aroma como los benzaldehidos,
fenilacetaldehidos, fenilvinilacetaldehido y acido benzenoacetico. Los
microorganismos del género Bacillus son conocidos por producir
enzimas proteoliticas que degradan las proteinas y pueden ocasionar
olores desagradables, pero también contribuyen con la generacion de
acidos orgéanicos y saborizantes como el 2,3 Butanodiol segun lo indican

estudios realizados por Ardhana y Fleet. [50].

Durante el cuarto dia continua la actividad de los Bacillus
amyloliquefaciens y Bacillus subtilis, asi como también del Acetobacter
pasteurianus y Acetobacter ghanensis, todos ellos marcan una
diferencia significativa en cuanto a la presencia de acidos, aldehidos y
benzenos. Algo importante a destacar es que como se observa en la
tabla 20E del apéndice E existe un aumento en la cantidad de cafeina

atribuible a la actividad del Bacillus subtilis.
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Nielsen [48] encontré que existe una correlacion entre el aroma del
cacao Yy un conjunto de microrganismos que lo fermentan, estos fueron
identificados mediante el uso de técnicas modernas como la
Electroforesis en Gel con Gradiente Desnaturalizante (DGGE).
Estadisticamente con las pruebas experimentales realizadas durante el
desarrollo del trabajo se encuentra una validez y similitud con los

resultados obtenidos por Nielsen. [48]

En resumen existe una relacion existente entre los microrganismos
presentes durante la fermentacion y la generacibn de compuestos

especificos de aroma del cacao.



107

CAPITULO 5

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

1. La fermentacién del cacao es un proceso complicado, en la que
intervienen diferentes microorganismos que actian de forma
secuencial para modificar las caracteristicas del grano. Los
microorganismos identificados durante los primeros 4 dias de
fermentacién variaron entre bacterias y levaduras.

2. En el dia cero y dia uno los microorganismos identificados fueron
Lactobacillius nagelii, Saccharomyces cervicae y Acetobacter

3. pasteurianus. Durante el dia 2 Saccharomyces cervicae,
Aacetobacter ghanensis, Lactobacillius fermentum, Candida
metapsilosis, Bacillus amyloliquefaciens. En el dia 3 Saccharomyces
cervicae, Acetobacter ghanensis, Lactobacillius nagelii y Lactobacillius
fermentum. Y finalmente en el dia 4 Acetobacter pasteurianus,
Acetobacter ghanensis, Candida metapsilosis, Bacillus

amyloliquefaciens y Bacillus subtilis.
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4. Durante el dia 0 de fermentacion, la accion del Lactobacillius nagelii
fue favorable en condiciones anaerobias generando un aumento en
los compuestos Benzeneethanol y (3R)-3-Phenyl-2,3-dihydro-1H-
isoindol que poseen un perfil aromatico floral, el cual es apetecible en
un grano de cacao de fino aroma. Mientras este microorganismo en
condiciones aerobias gener6 una disminucibn del Etanol,
Benzaldehido y 1-[2-(2-Methylbutyl) phenyllethanone provocando un
descenso en el aroma a rosas. La accion de la Saccharomyces
cervicae, se vio favorecida en condiciones aerobias con un aumento
principalmente del Benzeneethanol, mientras que el Acetobacter
ghanensis intensifica el aroma a nuez y rosas con la generacion del
Acido acético y el Benzeneethanol respectivamente.

5. En el dia 1 de fermentacion, la generacion de compuestos de los
microorganismos identificados fue poco significativa. El Lactobacillius
nagelii en condiciones anaerobias gener6 un aumento en el
Benzeneethanol cuyo perfil aromatico es floral. El Acetobacter
ghanensis tanto en condiciones aerobias y anaerobias produjo una
disminucién de los compuestos que le dan al grano un aroma floral y
a almendras. La Saccharomyces cervicae, generé6 un aumento
significativo del 2,3-Butanediol en condiciones aerobias lo que

intensifica el aroma a mantequilla, y en condiciones anaerobias
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potencio el aroma floral con el aumento del compuesto 2-
Propyldecan-1-ol.

Durante el dia dos, la bacteria Acetobacter ghanensis, a pesar de la
produccion evidente de ciertos compuestos como el fenol y el
fenilacetaldehido, estos no representan un aumento significativo con
respecto a la presencia de dicho microorganismo, es decir aun en
ausencia del mismo el aumento de estos compuestos se hubiese
producido, no obstante durante el tercer dia, se observa una
diferencia ya significativa en la formacion de acido decanoico y
aumento de beenzetanol y acido acético tanto en condiciones
aerdbicas como anaerobicas.

La bacteria Acetobacter ssyzygii presente durante el dia dos de
fermentacion, no solo interviene en la formacion de acido acético
gracias al consumo de etanol presente, sino también provoca el
consumo de benzaldehidos en condiciones tanto aerdGbicas como
anaerobicas.

De los lactobacillus inoculados durante el dia tres, fue el L.
fermentum el que presento mayor actividad al momento de la
produccion de compuestos de aroma tales como el acido decanoico
que posee un agradable aroma frutal. Asi mismo se evidencio el
consumo del acido acético durante la presencia tanto de Lactobacillus

fermentum como de Lactobacillus nagelii.
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9. En el dia 4 de fermentacion, la actividad del Bacillus subtilis en
condiciones aerobias produjo un aumento del Phenylvinylacetylene
principalmente, intensificando el aroma floral. Otros compuestos
generados fueron Acido acético y Benzaldehido intensificando un
aroma a nuez y almendras respectivamente. La Candida metapsilosis
tuvo un efecto negativo sobre el aroma , causando el consumo de los
compuestos de perfil aromatico floral y a rosas. El Acetobacter
ghanensis en condiciones anaerobias genera un incremento en el

Benzeneethanol (aroma floral), disminuyendo la concentracién de Acido

acético (aroma a nuez) en condiciones aerobias. El Acetobacter
pasteurianus gener6 un incremento en el aroma dulce de los granos
de cacao fermentados con el aumento del 1-phenyl-(2,2,2-
2H3)ethanone en condiciones aerobias, mientras que en condiciones
anaerobias disminuye el aroma floral. El Bacillus amyloliquefaciens
tuvo un efecto negativo al reducir los compuestos de aroma floral y

rosas presentes en el grano fermentado.

10.Se recomienda que durante el dia 0 de fermentacion se inocule la
Saccharomyces cervicae y Acetobacter ghanensis en condiciones
aerobias para intensificar el aroma floral y a rosas en los granos de

cacao.
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11.Durante el dia 1 de fermentacion, es recomendable se inocule
Lactobacillius nagelii y Saccharomyces cervicae en condiciones
anaerobias de esta manera se fomenta la generacion de compuestos

con perfil aromatico a rosas.

12.Durante el cuarto dia de fermentacion los microorganismos que son
recomendables para inocular en los granos a fermentarse con Bacillus
subtilis, Acetobacter pasteurianus en condiciones aerobias para el
incremento de aroma a almendras y rosas, y el Acetobacter

ghanensis en condiciones anaerobias cuyo perfil aromatico es floral.

13. Algo importante a destacar es que si bien durante casi todos los
tratamientos se observo la presencia de compuestos aroméaticos que
no eran agradables a la perspectiva del mercado como es el caso del
1-Butanol, 3-methyl-, dichos compuestos fueron disminuyendo
durante el tiempo que duro la fermentacion, es decir que no
representan mayor riesgo.

14. Para trabajos posteriores se recomienda que el muestreo se realice
en diferentes sectores del pais y del mundo, ya que solo de esta

forma se podra comparar los resultados a fin de que sean verificados.
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ANEXO A
FICHA TECNICA PDA/PDB-DIFCO

Potato Dextrose Agar ® Potato Dextrose Broth

Intended Use
Pataro Dewtrose Agar is used for the cultivarion and enumera-
tion of yexss and molds,

Pataro Dextrose Broth is used for cultivaring yeasts and molds.
Potamn Destrose Agar meets Ueited States Phasmiacopeta (USF),

Enrapean Phamracapoeia (EP) and fapanese Pharmacoposia
{IPP performance specifications, where applicable.

Summary and Explanation

Pataro Dextrose Agar is 2 general parpose medium for yeasts
and molds that can be supplemented with acid o antibiotics to
inhibir bacrerial growrh. It is used in plare count methods when
resting food,* dairy produces™ and cosmetics. ™ The USP ks
Potary Dextrose Agar a5 one of the recommended media for
use in the Microbial Enmmeration Tests when resting nonsterile
pharmaceutical products.”

Pataro Dextrose Agar can be used to geow clinically significant
veasts and molds ™ 1n addition, chis medium is used 1 stmu-
Late sporubarion (slide preparations), maincain stock cultures
of certain dermarophyres and differentiate arypical varieties of
dermarophyres by pigment prodoction. '

Pataro Dextrose Broth i a general-porpose broth medium for
yeasts and molds (Porano Dextrose Agar withour the agar).

Principles of the Procedure

Potarg starch, potaro infusion and dextrose support hoosiant
growth of fungl. Lowering the pH of the medium 1o appros-
mately 3.5 with sterile tartric acdd achieves the inhibition of
bacterial growth. It is important, however, 1o avoid hearing the
medium after it has been acidified because this action resuls
in the hydralysis of the agar and impaies its ability 1o solidify.

Formulae

Difen™ Potate Dextrose Agar
Approairnate Farmula® Per Liter
Potata Starch (frem infussonk® * ... 40 g
T S W00 g
e 150 §
*Aggaind ) e o et
o v o

Difeo™ Potato Dextrose Broth
Congsts af the same mgredients withaul te agar.

Directions for Preparation from

Dehydrated Product

1. Suspend the powder in 1 L of purified water:

Difeo™ Potato Dextrose Agar - 39 g;
Diifen™ Postato Diexerose Broth - 24 g,
Mix thoroughly.

2. Hear with frequent agitation and bail for 1 minute to com-

pletely dissolve the powder.

3. Awchwve ar 121°C for 15 minures.

4. Toalter the reaction of the agar medium to pH 3.5, cool the
base 1o 45-30°C and aseprically add an appropeiare amournt
of sterile 10% tarraric acid o each licer of medium. Mix well
Do nooe rebear the mediom.

. Tesr samples of the finished product for performance using
stable, rypical control culrures.

Ly

Sample Collection and Handling

For clinical specimens, refer vo biboratary procedures fos derails
on specimen colksction and handling **

For food, dairy and cosmetic samples, follow appropriare stan-
dard methods for details on sample collection and preparation
according o sample rype and geographic locaon

For pharmaceurical samples, refer to the USP for details on sam-
ple collection and preparation for testing of nonsrerle producrs.*

Procedure

For clinical specimens, refer o appropriate standard references
fior derails on westing protocol o obain isolared colonies from
specimens using Potato Dextrose Agar™

For food, dairy and cosmetic samples, refer 1o appropeiate
standard references for details on test methods using Potato
Dextrose Agar+

For pharmaceutical samples, refer 1o USP General Chaprer
«h 1= for derails on the examination of nonsterile products and
Microbial Enumeration Tests using Potaro Destrose Agar.!



ANEXO B

FICHA TECNICA EXTRACTO DE LEVADURA-BACTO

YEAST EXTRACT AGAR (7707)

Intended Use
Yeast Extract Agar is used for the enumeration of microorganisms in potable and freshwater samples.

In natura, all water contains some impurities. As water flows in streams, sits in lakes, and filters through
layars of soil and rock in the ground, it dissolves or absorbs the substances that it touches. Microbial
pathogens are oftan found in water frequently as a result of fecal matter from sewage discharges, keaking
seplic tanks, or runaff from animal feedlots.” Yeast Extract Agar is a rich, nutriticus medium for the recovary
of a wida range of bacteria, yeast, and molds. The combination of media ingredients and the appropriate
incubation tempearature of 36™C and 22°C allow the detection of a large number of microbial contaminants.

Yeast Extract Agar complies with the recommendation of IS0 6222%and the Swedish Standard S5 028171,

Principles of the Procedure
Yeast Exfract and Peplone provide sources of nitrogen, amino acids, essential vitamins, and carbon required
for organism growth. Agar is the solidifying agant.

Formula I Liter

Yeast Extract.......... --3g
Peptone. -850
Agar ... - - .15g

Final pH: 7.2 + 0.2 at 25°C
Formula may be adjusted andior supplementsd as required io meed pedormance specifications.

Precautions
1. For Laboratory Usa.

Directions

1. Dissolva 23 g of the medium in one liter of purified water.

2. Heat with frequent agitation and boil for one minute to completely dissolve the medium.
3. Autoclave at 121°C for 15 minutes.

Quality Control Specifications
Dehydrated Appearance: Powder is homogenaous, frea flowing, and light to medium beige.
Prepared Appearance: Prepared medium is trace fo shightly hazy and light beige.

Expected Cultural Response: Cultural response on Yeast Extract Agar were incubated sarobically at 37°C
and 20 - 22°C. The culures wera axamined for growth at 24 hours and 3 days, raspectively.

Microorganism Approx. Ineculum (CFU) Expected Results
24 howurs at 37°C
Escherichia colil ATCCE 25922 10 - 300 Growth
Microorganism Approx. Inoculum (CFU) Expected Results
1 days at 20 - 22°C
Escherichia colil ATCCE 255922 10 — 300 Growth

The anganisms Ested are the minimwmn that should be used for quality conbrol fesSng.



ANEXO C

COMPARACION DE LAS CONCENTRACIONES DE COMPUESTOS DE
AROMA DE GRANOS DE CACAO CON DIFERENTES METODOS DE

ESTERILIZACION.

TIEMPO COMPUESTO AREA
SIN UV CON UV  AUTOCLAVE

1,46 Ethanol 268434 8143 11096
1,604 ACETIC ACID 487664 3037826 3004702
1,85 2-Isopropoxyethylamine 221628 0 0
1,95 (O-D)ethenol 126763 0 0
1,99 4,5-Dimethyl-1,3-dioxolan-2-one 514455 456729 0
2,06 a monoterpene alcohol 112091 0 0
2,18 Ethanamine, 2-propoxy- 0 0 213780
2,30 2-Isopropoxyethylamine 34492 471378 213780
3,33 1-Butanol, 3-methyl-, acetate 0 0 76625
3,36 1-Pentanol, 2-methyl- 0 0 149772
4,70 Benzaldehyde 113906 571296 71321
6,35 PHENYL ACETALDEHYDE 203848 1316484 11944
6,95 4-benzyloxy-3-penten-2-one 373547 1773713 184265
7.046 Ethanone, 2,2-dihydroxy-1-phenyl- 330903 0 0
7,23 Benzaldehyde, 4-methyl- 593323 331752 181619
7,95 Benzeneethanol 832678 1335452 2176583
11,45 B-PHENYLETHYL FORMATE 0 0 516666
11,47 Acetic acid, 2-phenylethyl ester 0 940853 0
14,92 Pentanal, 4-(benzoyloxy)- 0 0 77402
27,02 Hexadecanoic acid, trimethylsilyl 101520 0 0
FUENTE: CROMATOGRAFO GC-MS )
ELABORADO POR: MONICA PRADO



ANEXO E

TABLA 1E
COMPUESTOS AROMATICOS IDENTIFICADOS DURANTE EL DIA
0 DE FERMENTACION (Lactobacillius nagelii)

REPLICA #1

COMPUESTO TIEMPO C1CONUV R1LN
Etanol 1,52 X C
Butanal 1,64 X
Butanal, 3-methyl 1,91 X C
2-Butanone, 3-hydroxy- 2,12 X X
PROPENE 3,3,3-D3 2,12 X X
2,3-Butanediol 2,48 X P
3-Penten-2-ol 3,68 X P
Benzaldehyde 4.8 X C
Benzeneacetaldehyde 6,37 X X
benzophenone 6,86 X C
Benzaldehyde, 4-methyl 7,34 X X
Linalool 7,5 X X
Hydrazine, (phenylmethyl)- 7,89 P
Benzeneethanol 7,9 X P

1-[2-(2-
Methylbutyl)phenyllethanone 11,37 X C
1-Octene 12,84 X X
6-Amino-3,4,7-triphenylpyrid 13,19 P
5-Benzoxyhexanenitrile 14,9 X P
\5-Benzoxyhexanenitrile 14,91 X C
Heptadecane 14,98 X X
Nonadecane 16,73 X X
Undecane, 4-methyl- 16,99 X X
1,3-Diphenyl-1-
((trimethylsilyl)gxy)-)ll(Z)-heptene 17,46 X X
REPLICA #2

COMPUESTO TIEMPO C2CONUV R2LN
Ethanol 1,52 X X
: Butanal 1,65 X X




Butanal, 3-methyl- 1,9 X X
2-Butanone, 3-hydroxy 2,086 X X
PROPENE 3,3,3-D3 2,12 X
2,3-Butanediol 2,48 X P
3-Penten-2-ol 3,68 X P
Benzaldehyde 4,87 X C
Benzeneacetaldehyde 6,41 X C
Benzophenone 6,85 X X
Linalool 7,47 X X
Hydrazine, (phenylmethyl)- 7,89 P
Benzeneethanol 7,9 X P
1-[2-(2-
Methylbutyl)rEhe(nyI]ethanone 11,37 X C
1-Octene 12,84 X X
6-Amino-3,4,7-
triphenylpyrido[2',3":4,5]thieno[2,

3 13,19 P
5-Benzoxyhexanenitrile 14,9 X P
\5-Benzoxyhexanenitrile 14,91 X C

Heptadecane 14,98 X X
Nonadecane 16,73 X X
Undecane, 4-methyl- 16,99 X X
1,3-Diphenyl-1-
((trimethylsilyl)oxy)-1(Z)-heptene 17,46 X X
REPLICA #3

COMPUESTO TIEMPO C3CONUV R3LN
Ethanol 1,52 X X
: Butanal 1,65 X X
Butanal, 3-methyl- 1,9 X X
2-Butanone, 3-hydroxy 2,086 X X
PROPENE 3,3,3-D3 2,12 X X
2,3-Butanediol 2,48 X P
3-Penten-2-ol 3,68 X P
Benzaldehyde 4,83 X C
Benzeneacetaldehyde 6,33 X C
Benzophenone 6,85 X X




L-LINALOOL 7,48 X X
Hydrazine, (phenylmethyl)- 7,89 X P
Benzeneethanol 7,9 X P
L[2-(2- 11,37

Methylbutyl)phenyllethanone X C
1-Octene 12,84 X X

6-Amino-3,4,7-

triphenylpyrido[2',3":4,5]thieno[2,

3 13,19 X P
5-Benzoxyhexanenitrile 14,9 X P
\5-Benzoxyhexanenitrile 14,91 X C

Heptadecane 14,98 X X
Nonadecane 16,73 X X
Undecane, 4-methyl- 16,99 X X
1,3-Diphenyl-1-
((trimethylsilyl)oxy)-1(Z)-heptene 17,46 X X
REPLICA #4
COMPUESTO TIEMPO C1CONUV R4ALN
Ethanol 1,21 X C
Propanedioic acid 1,7 X P
Acetic acid 1,872 X X
(3R)-3-Phenyl-2,3-dihydro-1H-
isoindol 2,88 X P
Benzaldehyde 4.8 X C
9-(Methylthio)-8H-
acenaphtho[1,2-c]pyrrole-7-
carboxylic Acid 5,25 X P
Benzeneacetaldehyde 6,35 X C
benzophenone 6,86 X
Acetophenone 6,86 X P
Benzaldehyde, 4-methyl- (CAS 7,19 X C
LINALOOL 7,48 X P
Benzeneethanol 7,89 X P
Phytane 9,921 X P
1-[2-(2-
Methylbutyl)phenyl]ethanone 11,35 X P
1-Octanol, 2-butyl 12,85 X P
Hexadecane, 2-methyl 13,76 X P
Benzoic acid, pent-2-yl ester 14,8 X P




Pentatriacontane 17,42 X P
9-propylphenanthrene 17,76 X P
Oxalic acid, allyl octadecyl ester 19,77 X P
REPLICA #5
COMPUESTO TIEMPO C2CONUV R5LN
Ethanol 1,21 X C
Propanedioic acid 1,7 X P
Acetic acid 1,872 X X
(3R)-3-Phenyl-2,3-dihydro-1H-
isoindol 2,88 X P
Benzaldehyde 4.8 X C
9-(Methylthio)-8H-
acenaphtho[1,2-c]pyrrole-7-
carboxylic Acid 5,25 X P
Benzeneacetaldehyde 6,35 X C
Benzophenone 6,86 X X
Acetophenone 6,86 X P
Benzaldehyde, 4-methyl- (CAS 7,19 X
L-LINALOOL 7,48 X P
Benzeneethano 7,89 X P
Phytane 9,921 X P
1-[2-(2-
Methylbutyl)phenyllethanone 11,35 X P
1-Octanol, 2-butyl 12,85 X P
Hexadecane, 2-methyl 13,76 X P
Benzoic acid, pent-2-yl ester 14,8 X P
Pentatriacontane 17,42 X P
9-propylphenanthrene 17,76 X P
Oxalic acid, allyl octadecyl
ester 19,77 X P
REPLICA #6
COMPUESTO TIEMPO C3CONUV R6LN
Ethanol 1,58 X
FORMAMIDINE ACETATE 1,71 X P
Acetic acid 1,92 X
(3R)-3-Phenyl-2,3-dihydro-1H-
isoindol-1-one 2,89 X P
Benzaldehyde 5 X C




1-Amino-1-ortho-chlorophenyl-

2-(2-quinoxalinyl)ethene 54 X P
Benzeneacetaldehyde 6,34 X C
Benzophenone 6,86 X X
Acetophenone 6,84 X P
Benzaldehyde, 4-methyl- (CAS 7,19 X X
LINALOOL 7,48 X P
Benzeneethanol 7,9 X P
Phytane 9,921 X P
1-Octanol, 2-butyl 12,85 X P
Hexadecane, 2-methyl 13,76 X P
Benzoic acid, pent-2-yl ester 14,8 X P
Pentatriacontane 17,42 X P
9-propylphenanthrene 17,76 X P

Oxalic acid, allyl hexadecyl
ester 18,66 X P




TABLA 2E

COMPUESTOS AROMATICQS IDENTIFICADOS DURANTE EL DIA
0 DE FERMENTACION (Saccharomyces cerevisiae)

REPLICA #1

COMPUESTO TIEOMP ClC\?NU Rél:S
Ethanol 1,52 X X
Peracetic Acid 1,68 X P
Butanal, 3-methyl- 1,87 X C
2-Butanone, 3-hydroxy- 2,22 X P
2,4 PENTADIENAL 2,66 X P
benzyl 2,2'-di-O-methyldivaricatate 2,77 X P
(3R)-3-Phenyl-2,3-dihydro-1H-isoindol-1-one 2,88 X P
1-Hexanol 3,29 X P
2-Heptanone, 6-methyl-5-nitro- (CAS) 4,21 X P
Benzaldehyde 4,8 X C

1-Cyano-1-trimethylsilyl-2-p-
toluenesulfonylethane 5,24 X P
Benzeneacetaldehyde 6,35 X P
benzophenone 6,86 X C
Acetophenone 6,86 X C
Benzaldehyde, 4-methyl- 7,2 X C
Linalool 7,48 X P
Benzeneethanol 7,9 X P
1,3-Dimethyl-2,4-dioxo-6-methyl-8-(p-
nitrophenyl 8,77 X P
1-[2-(2-Methylbutyl)phenyllethanone 11,35 X X
2-Octyldodecan-1-ol 12,63 X C
2,4,6,8-Tetramethyl-1-undecene 12,86 X X
1-phenyl-(2,2,2-2H3)ethanone 14,92 X C
Nonadecane 16,54 X X
REPLICA #2

COMPUESTO TII%MP C2C\(/)NU R(2:S
Ethanol 1,52 X X
Peracetic Acid 1,68 X P




Butanal, 3-methyl- 19 X C
2-Butanone, 3-hydroxy- 2,22 X P
2,3-Butanediol 2,49 X P
2,4 PENTADIENAL 2,66 X P
benzyl 2,2'-di-O-methyldivaricatate 2,77 X P
(3R)-3-Phenyl-2,3-dihydro-1H-isoindol-1-one 2,88 X P
1-Hexanol 3,29 X P
2-Heptanone, 6-methyl-5-nitro- (CAS) 4,21 X C
Benzaldehyde 491 X P
1-Cyano-1-trimethylsilyl-2-p-toluenesulfonylethane 5,24 X P
Benzeneacetaldehyde 6,38 X C
benzophenone 6,85 X C
Acetophenone 6,85 X C
Benzaldehyde, 4-methyl- 7,2 X P
Linalool 7,48 X P
Benzeneethanol 7,89 X P
1,3-Dimethyl-2,4-dioxo-6-methyl-8-(p-nitrophenyl 8,77 X X
1-[2-(2-Methylbutyl)phenyl]ethanone 11,35 X C
2-Octyldodecan-1-ol 12,63 X X
2,4,6,8-Tetramethyl-1-undecene 12,86 X C
1-phenyl-(2,2,2-2H3)ethanone 14,92 X X
Nonadecane 16,54 X X
REPLICA #3

COMPUESTO TIEOMP C3CVONU RgS
Butanal 1,68 X X
Peracetic Acid 1,68 X P
Butanal, 3-methyl- 1,92 X C
2-Butanone, 3-hydroxy- 2,22 X P
2,3-Butanediol 2,49 X P
2,4 PENTADIENAL 2,66 X P
benzyl 2,2'-di-O-methyldivaricatate 2,77 X P
(3R)-3-Phenyl-2,3-dihydro-1H-isoindol-1-one 2,88 X P
1-Hexanol 3,29 X P
2-Heptanone, 6-methyl-5-nitro- (CAS) 4,21 X C
Benzaldehyde 5 X P
1-Cyano-1-trimethylsilyl-2-p-toluenesulfonylethane 5,24 X P
Benzeneacetaldehyde 6,34 X C
Linalool 7,48 X C




benzophenone 6,85 X C
Acetophenone 6,85 X P
Benzeneethanol 7,9 X P
1,3-Dimethyl-2,4-dioxo-6-methyl-8-(p-nitrophenyl 8,77 X P
1-[2-(2-Methylbutyl)phenyl]ethanone 11,35 X X
2-Octyldodecan-1-ol 12,63 X C
2,4,6,8-Tetramethyl-1-undecene 12,86 X X
1-phenyl-(2,2,2-2H3)ethanone 14,92 X C
Nonadecane 16,54 X X
REPLICA #4

COMPUESTO TIEOMP ClC\(/)NU Rés
Ethanol 1,52 X X
Butanal 1,64 X X
Peracetic Acid 1,69 X P
FORMAMIDINE ACETATE 1,72 X X
Butanal, 3-methyl- 1,82 X C
2-1sopropoxyethylamine 2,046 X C
Benzaldehyde 4,8 X C
Benzeneacetaldehyde 6,36 X C
benzophenone 6,86 X X
Acetophenone 6,86 X X
Benzaldehyde, 3-methyl- 7,2 X C
Linalool 7,49 X P
Hexadecane 9,92 X X
Heptadecane, 2-methyl- 9,93 X X
1-[2-(2-Methylbutyl)phenyl]ethanone 11,35 X X
5,9-Dimethylundec-1-ene 12,86 X C
Heptadecane 15 X C
Nonadecane 16,54 X C
Undecane, 4-methyl- 16,91 X C
4-Octadecanolide 19,11 X P

REPLICA #5

COMPUESTO TII%MP C2C\(/)NU R(E;S
Ethanol 1,52 X X
Butanal 1,64 X X
Peracetic Acid 1,69 X P
FORMAMIDINE ACETATE 1,72 X X




Butanal, 3-methyl- 1,87 X C
2-1sopropoxyethylamine 2,046 X C
Benzaldehyde 4,95 X C
Benzeneacetaldehyde 6,37 X C
Benzophenone 6,86 X X
Acetophenone 6,86 X X
Benzaldehyde, 3-methyl- 7,2 X C
Linalool 7,49 X P
Hexadecane 9,92 X X
Heptadecane, 2-methyl- 9,93 X X
1-[2-(2-Methylbutyl)phenyl]ethanone 11,35 X X
5,9-Dimethylundec-1-ene 12,86 X C
Heptadecane 15 X C
Nonadecane 16,54 X C
Undecane, 4-methyl- 16,91 X C
4-Octadecanolide 19,11 X P
REPLICA #6

COMPUESTO TIEOMP CBC\(/)NU R(G:S
Ethanol 1,52 X X
Butanal 1,64 X X
Peracetic Acid 1,69 X P
FORMAMIDINE ACETATE 1,72 X X
Butanal, 3-methyl- 1,82 X C
2-Isopropoxyethylamine 2,046 X C
Benzaldehyde 4.8 X C
Benzeneacetaldehyde 6,36 X C
Benzophenone 6,86 X X
Acetophenone 6,86 X X
Benzaldehyde, 3-methyl- 7,2 X C
Linalool 7,49 X P
Hexadecane 9,92 X X
Heptadecane, 2-methyl- 9,93 X X
1-[2-(2-Methylbutyl)phenyl]ethanone 11,37 X X
5,9-Dimethylundec-1-ene 12,86 X C
Heptadecane 15 X C
Nonadecane 16,54 X C
Undecane, 4-methyl- 16,91 X C
4-Octadecanolide 19,11 X P




TABLA 3E

COMPUESTOS AROMATICQS IDENTIFICADOS DURANTE EL DIA
0 DE FERMENTACION (Acetobacter pasteurianus)

REPLICA #1

COMPUESTO TIEMPO |C1CONUV |R1AP
Acetaldehyde 1,51 X X
Ethanol 1,54 X X
Butanal 1,66 X X
Acetic acid 1,69 X P
Peracetic Acid 1,87 X X
Butanal, 3-methyl- 1,872 X X
2-1sopropoxyethylamine 2,039 X P
2-Naphthalene-sulfonic acid 2,88 X P
Benzaldehyde 473 X C
BENZENEACETALDEHYDE 6,37 X X
Benzophenone 6,88 X C
Benzaldehyde, 4-methyl 7,19 X X
Linalool 7,5 X P
Benzeneethanol 7.9 X P
1-phenyl-(2,2,2-2H3)ethanone 14,91 X X

REPLICA #2

COMPUESTO TIEMPO |C2CONUV | R2AP
Acetaldehyde 1,51 X X
Ethanol 1,54 X X
Butanal 1,66 X X
Acetic acid 1,68 X P
Peracetic Acid 1,87 X X
Butanal, 3-methyl-" 1,9 X X
2-1sopropoxyethylamine 2,039 X P
2-Naphthalene-sulfonic acid 2,88 X P
Benzaldehyde 4,89 X C
BENZENEACETALDEHYDE 6,37 X X
Benzophenone 6,88 X C




Benzaldehyde, 4-methyl 7,19 X X
Linalool 7,5 X P
Benzeneethanol 7,9 X P
1-phenyl-(2,2,2-2H3)ethanone 14,91 X X
REPLICA #3

COMPUESTO TIEMPO |C3CONUV |R3AP
Acetaldehyde 1,51 X X
Ethanol 1,53 X X
Butanal 1,66 X X
ACETIC ACID 1,69 X P
Peracetic Acid 1,87 X X
Butanal, 3-methyl 1,92 X X
2-Isopropoxyethylamine 2,039 X P
2-Naphthalene-sulfonic acid 2,88 X P
Benzaldehyde 4,8 X C
Benzeneacetaldehyde 6,34 X C
BENZENEACETALDEHYDE 6,37 X X
benzophenone 6,88 X C
Linalool 7,5 X P
Benzeneethanol 7,9 X P
1-phenyl-(2,2,2-2H3)ethanone 14,91 X X

REPLICA #4

COMPUESTO TIEMPO [C1CONUV |R4AP
Ethanol 1,52 X X
Butanal 1,64 X X
ACETIC ACID 1,69 X P
(3R)-3-Phenyl-2,B-ghhg/dro-lH-lsomdoI-l- 289 X P
Benzaldehyde 5,12 X C
Benzeneacetaldehyde 6,37 X C
Acetophenone 6,86 X X
Linalool 7,49 X X
Benzylhydrazine 7,9 X P
2,4,6,8-Tetramethyl-1-undecene 12,85 X X
1-[2-(2-Methylbutyl)phenyl]lethanone 11,37 X X
1-phenyl-(2,2,2-2H3)ethanone 14,9 X P
Nonadecane 16,73 X X

REPLICA #5




COMPUESTO TIEMPO |C2CONUV |R5AP
Ethanol 1,52 X X
Butanal 1,648 X X
ACETIC ACID 1,69 X P
Butanal, 3-methyl- 1,9 X C
(3R)-3-Phenyl-2,3-dihydro-1H-isoindol-1-one 2,89 X P
Benzaldehyde 4,92 X C
BENZENEACETALDEHYDE 6,35 X C
Acetophenone 6,86 X X
Linalool 7,49 X X
Benzylhydrazine 7,9 X P
1-[2-(2-Methylbutyl)phenyl]ethanone 11,37 X X
2,4,6,8-Tetramethyl-1-undecene 12,85 X X
1-phenyl-(2,2,2-2H3)ethanone 14,9 X P
Nonadecane 16,73 X X

REPLICA #6

COMPUESTO TIEMPO [C3CONUV |R6AP
Ethanol 1,53 X X
Butanal 1,648 X X
ACETIC ACID 1,69 X P
Butanal, 3-methyl 1,92 X X
(3R)-3-Phenyl-2,3-dihydro-1H-isoindol-1-one 2,89 X P
Benzaldehyde 4,8 X C
Benzeneacetaldehyde 6,34 X C
Acetophenone 6,86 X X
Linalool 7,48 X X
Benzylhydrazine 7,9 X P
1-phenyl-(2,2,2-2H3)ethanone 149 X P
Nonadecane 16,73 X X




TABLA 4E

COMPUESTOS AROMATICOS IDENTIFICADOS DURANTE EL DIA
1 DE FERMENTACION (Lactobacillius nagelii).

REPLICA #1
COMPUESTO TIEMPO | CICONUV RILN
Ethanol 1,15 X X
Butanal 1,64 X X
ACETIC ACID 1,7 X P
Acetic acid ethenyl 1,752 X X
Butanal, 3-methyl- 1,823 X X
2-Butanone, 3-hydroxy 2,12 X P
: 2-Pentanol 2,22 X P
2-Propanol 2,44 X P
2,3-Butanediol 2,48 X X
3R)-3-Phenyl-2,3-dihydro-1H-
isoindol-1 3 X P
Benzaldehyde 4,87 X C
1-Amino-1-ortho-chlorophenyl-2-(2-
qguinoxalinyl)ethene 5,26 X P
Benzeneacetaldehyde 6,37 X P
benzophenone 6,84 X C
Benzaldehyde, 4-methyl- 7,21 X X
Phenol, 2-methoxy- 7,34 X X
1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl-,
(.+-.)- (CAS) 7,49 X P
Linalool 7,501 X X
Benzeneethanol 7,9 X P
1-[2-(2-
Methylbutyl)the(nyI]ethanone 11,37 X X
2-Propyldecan-1-ol 12,64 X X
1-phenyl-(2,2,2-2H3)ethanone 14,91 X X
REPLICA #2
COMPUESTO TIEMPO | C2CONUV | R2LN




Ethanol 1,52 X X

Butanal 1,65 X X

ACETIC ACID 1,7 X P

Acetic acid ethenyl 1,72 X X

Butanal, 3-methyl- 1,823 X X

2-Butanone, 3-hydroxy- ( 2,03 X P

(R)-(-)-3-Methyl-2-butanol 2,05 X X

2-Butanone, 3-hydroxy 2,11 X X

: 2-Pentanol 2,22 X P

2-Pentanol 2,23 X P

1-Butanol, 3-methyl- (impure) ( 2,24 X X

2-Propanol 2,44 X P

2,3-Butanediol 2,48 X X

: N-ethyl-1,3-dithioisoindoline 2,62 X P
3R)-3-Phenyl-2,3-dihydro-1H- 3

isoindol-1 X P

Benzaldehyde 4,86 X C

1-Amino-1-ortho-chlorophenyl-2-(2-

guinoxalinyl)ethene 5,26 X P

Benzophenone 6,84 X C

Benzaldehyde, 4-methyl- 7,21 X X

Phenol, 2-methoxy- 7,34 X X

1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl-, 7 49

(.+-.)- (CAS) ’ X P

Linalool 7,501 X X

Benzeneethanol 7,9 X P

1-[2-(2-

Methylbutyl)p[he(nyl]ethanone 11,35 X X

2-Propyldecan-1-ol 12,64 X X

1-phenyl-(2,2,2-2H3)ethanone 14,91 X X
REPLICA #3

COMPUESTO TIEMPO | C3CONUV | R3LN

Ethanol 1,58 X X

Butanal 1,65 X X

ACETIC ACID 1,7 X P

Peracetic Acid 1,81 X X

Acetic acid ethenyl 1,72 X X

Butanal, 3-methyl- 1,823 X X




2-Butanone, 3-hydroxy- ( 2,03 X P
(R)-(-)-3-Methyl-2-butanol 2,05 X X
2-Butanone, 3-hydroxy 2,11 X X
: 2-Pentanol 2,22 X P
2-Pentanol 2,23 X P
1-Butanol, 3-methyl- (impure) ( 2,24 X X
2-Propanol 2,44 X P
2,3-Butanediol 2,48 X P
: N-ethyl-1,3-dithioisoindoline 2,62 X P
3R)-3-Phenyl-2,3-dihydro-1H-
isoindol-1 3 X P
Benzaldehyde 4,86 X C
1-Amino-1-ortho-chlorophenyl-2-(2-
guinoxalinyl)ethene 5,26 X P
Benzophenone 6,84 X C
Benzaldehyde, 4-methyl- 7,21 X X
Phenol, 2-methoxy- 7,34 X X
1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl-,
(.+-.)- (CAS) 7,49 X P
Linalool 7,501 X X
Benzeneethanol 7,9 X P
1-[2-(2-
Methylbutyl)p[he(nyl]ethanone 11,35 X X
2-Propyldecan-1-ol 12,64 X X
1-phenyl-(2,2,2-2H3)ethanone 14,91 X X
REPLICA #4
COMPUESTO TP lciconuv | RaLN
Ethanol 1,52 X X
Butanal 1,64 X X
FORMAMIDINE ACETATE 1,72 X P
Butanal, 3-methyl- 1,87 X X
: 2-Butanone, 3-hydroxy- 2,12 X P
(3R)-3-Phenyl-2,3-dihydro-1H-
isoindol-1-one 2,88 X P
Benzaldehyde 4,84 X C
Benzeneacetaldehyde 6,36 X C
Ethanone, 1-phenyl- 6,88 X P
Benzaldehyde, 4-methyl 7,19 X X




: L-LINALOOL 7,498 X P
Benzeneethanol 7,9 X P
Hexadecane, 2,6,10,14-tetramethyl-
(CAS) 9,9 X P
1-[2-(2-Methylbutyl)phenyllethanone | 11,345 X X
2-Propyldecan-1-ol 12,64 X X
2-Octyldodecan-1-ol 13,07 X X
PSEUDOLAUDANINE 15,27 X P
1-Heptanol, 2-propyl- 16,23 X P
Tritriacontane 17,43 X P
Oxalic acid, allyl pentadecyl ester 19,96 X P
REPLICA #5

COMPUESTO TP | caconuy | RSLN
Ethanol 1,52 X X
Butanal 1,64 X X
FORMAMIDINE ACETATE 1,72 X P
Butanal, 3-methyl 1,89 X X
: 2-Butanone, 3-hydroxy- 2,12 X P

(3R)-3-Phenyl-2,3-dihydro-1H-
isoindol-1-one 2,88 X P
: Benzaldehyde 4,9 X C
Benzeneacetaldehyde 6,36 X C
Ethanone, 1-phenyl- 6,88 X P
Benzaldehyde, 4-methyl 7,19 X X
: L-LINALOOL 7,498 X P
Benzeneethanol 7,9 X P
Hexadecane, 2,6,10,14-tetramethyl-
(CAS) 9,9 X P
1-[2-(2-Methylbutyl)phenyllethanone | 11,345 X X
2-Propyldecan-1-ol 12,64 X X
2-Octyldodecan-1-ol 13,07 X X
PSEUDOLAUDANINE 15,27 X P
1-Heptanol, 2-propyl- 16,23 X P
Tritriacontane 17,43 X P
Oxalic acid, allyl pentadecyl ester 19,96 X P
REPLICA #6
COMPUESTO T'%MP C3CONUV | R6LN




Ethanol 1,593 X X
Butanal 1,64 X X
FORMAMIDINE ACETATE 1,72 X P
Butanal, 3-methyl- 1,93 X X
: 2-Butanone, 3-hydroxy- 2,12 X P
(3R)-3-Phenyl-2,3-dihydro-1H-
isoindol-1-one 2,88 X P
: Benzaldehyde 4,9 X C
Benzeneacetaldehyde 6,37 X C
Ethanone, 1-phenyl- 6,88 X P
Benzaldehyde, 4-methyl 7,19 X X
. L-LINALOOL 7,498 X P
Benzeneethanol 7,903 X P
Hexadecane, 2,6,10,14-tetramethyl-
(CAS) 9,9 X P
1-[2-(2-Methylbutyl)phenyllethanone | 11,345 X X
2-Propyldecan-1-ol 12,64 X X
2-Octyldodecan-1-ol 13,07 X X
PSEUDOLAUDANINE 15,27 X P
1-Heptanol, 2-propyl- 16,23 X P
Tritriacontane 17,43 X P
Oxalic acid, allyl pentadecyl ester 19,96 X P




TABLA 5E

COMPUESTOS AROMATIQOS IDENTIFICADOS DURANTE EL DIA
1 DE FERMENTACION (Saccharomyces cerevisiae).

REPLICA #1
COMPUESTO TIEMPO C1CONUV R1SC
Ethanol 1,52 X X
Peracetic Acid 1,68 X P
Butanal, 3-methyl- 1,87 X X
: 2-Pentanol 2,23 X P
2-Isopropoxyethylamine™™ 2,37 X X
2,3-Butanediol 2,5 X P
2,4 PENTADIENAL 2,66 X P
(3R)-S-Phgnyl-z,3-d|hydro-1H- 289 X P
isoindol-1-one
2-Hexanone, 4-methyl- ( 4,29 X P
Benzaldehyde 4,86 X C
9-(Methylthlo)-8H-acena_lphth_o[l,2- 5.25 X p
c]pyrrole-7-carboxylic Acid
Benzeneacetaldehyde 6,36 X P
: Benzeneacetaldehyde 6,37 X X
Ethanone, 1-phenyl- 6,86 X X
benzophenone 6,98 X X
Benzaldehyde, 4-methyl- 7,21 X C
Linalool 7,48 X P
Benzeneethanol 7,91 X P
1-[2-(2-Methylbutyl)phenyl]lethanone 11,37 X P
REPLICA #2
COMPUESTO TIEMPO C2CONUV R2SC
Ethanol 1,52 X X
Peracetic Acid 1,72 X P
Butanal, 3-methyl- 1,91 X C
. 2-Pentanol 2,23 X P
2-Isopropoxyethylamine™™ 2,37 X X
2,3-Butanediol 2,5 X P




2,4 PENTADIENAL 2,66 X P
(3R)-3-Phenyl-.2,3-d|hydro-1H- 2.88 X p
isoindol
2-Hexanone, 4-methyl- ( 4,29 X P
Benzaldehyde 4,8 X C
9-(Methylth|0)-8H-acen§1phth_o[1,2- 5.25 X p
c]pyrrole-7-carboxylic Acid
Benzeneacetaldehyde 6,36 X P
: Benzeneacetaldehyde 6,37 X X
Ethanone, 1-phenyl- 6,86 X X
benzophenone 6,98 X X
Benzaldehyde, 4-methyl- 7,21 X C
Linalool 7,48 X P
Benzeneethano 7,91 X P
1-[2-(2-Methylbutyl)phenyl]lethanone 11,37 X P
REPLICA #3
COMPUESTO TIEMPO C3CONUV R3SC
Ethanol 1,52 X X
Peracetic Acid 1,72 X P
Butanal, 3-methyl- 1,91 X C
: 2-Pentanol 2,23 X P
2,3-Butanediol 2,5 X P
2,4 PENTADIENAL 2,66 X P
(3R)-3-Phenyl-.2,3-d|hydro-1H- 2.88 X p
isoindol
2-Hexanone, 4-methyl- ( 4,29 X P
Benzaldehyde 4,8 X C
9-(Methylthlo)-8H-acena_lphth_o[l,2- 5.25 X p
c]pyrrole-7-carboxylic Acid
: Benzeneacetaldehyde 6,37 X P
: Benzeneacetaldehyde 6,37 X X
Ethanone, 1-phenyl- 6,86 X X
benzophenone 6,98 X X
Benzaldehyde, 4-methyl- 7,21 X C
Linalool 7,48 X P
Benzeneethano 7,91 X P
1-[2-(2-Methylbutyl)phenyl]lethanone 11,37 X P
REPLICA #4
COMPUESTO | TIEMPO | C1CONUV R4SC




Ethanol 1,52 X X
Acetic acid 1,7 X P
FORMAMIDINE ACETATE 1,72 X X
Butanal, 3-methyl 1,91 X P
PROPENE 3,3,3-D3 2,23 X P
Benzaldehyde 4,9 X C
Benzeneacetaldehyde 6,37 X X
Hexadecane 9,9 X P
1-Pentanol, 3-methyl 12,6 X P
2-Propyldecan-1-ol 17,4 X P
Heptadecane, 2-methyl- 19,03 X P
REPLICA #5

COMPUESTO TIEMPO C2CONUV R5SC
Ethanol 1,52 X X
Acetic acid 1,7 X P
FORMAMIDINE ACETATE 1,72 X X
Butanal, 3-methyl 1,91 X P
PROPENE 3,3,3-D3 2,23 X P
Benzaldehyde 4,94 X C
BENZENEACETALDEHYDE 6,4 X C
Hexadecane 9,9 X P
1-Pentanol, 3-methyl 12,6 X P
2-Propyldecan-1-ol 17,4 X P
Heptadecane, 2-methyl- 19,03 X P

REPLICA #6

COMPUESTO TIEMPO C3CONUV R6SC
Ethanol 1,52 X X
Acetic acid 1,7 X P
FORMAMIDINE ACETATE 1,72 X X
Butanal, 3-methyl 1,91 X P
PROPENE 3,3,3-D3 2,23 X P
Benzaldehyde 4,94 X C
BENZENEACETALDEHYDE 6,4 X C
Hexadecane 9,9 X P
1-Pentanol, 3-methyl 12,6 X P
: 2-Propyldecan-1-ol 18,53 X P
Heptadecane, 2-methyl- 19,03 X P




TABLA 6E

COMPUESTOS AROMATICQS IDENTIFICADOS DURANTE EL DIA
1 DE FERMENTACION (Acetobacter pasteurianus).

REPLICA #1

COMPUESTO TIEMP | caconuv |Rriap
Acetaldehyde 1,51 X X
Ethanol 1,52 X X
ACETIC ACID 1,7 X P
Peracetic Acid 1.8 X X
Butanal, 3-methyl 1,87 X X
Peracetic Acid 1,99 X X
2-Propanol 2,47 X X
N-ethyl-1,3-dithioisoindoline 2,89 X P
2-Pentanol, 3-methyl 3,3 X P
Benzaldehyde ( 4,84 X C
: a-Hydroxybenzylnitrile 4,9 X P
9-(Methylthio)-8H-acenaphtho[1,2-c]pyrrole 5,25 X P
2-methoxy[1]benzoth|§22[2,3-c]qumol|n-6(5H)- 527 X P
Benzeneacetaldehyde 6,34 X X
Acetophenone 6,85 X P
: Benzaldehyde, 4-methyl 7,2 X C
: Linalool 7,49 X X
: a-TERPINOLENE 7,5 X X
Benzeneethanol 7,89 X P
2-Octyldodecan-1-ol 12,66 X X

REPLICA #2

COMPUESTO TIEOMP C2CONUV | R2AP
Acetaldehyde 1,51 X X
Ethanol 1,52 X X
ACETIC ACID 1,7 X P
Peracetic Acid 1,8 X P
Butanal, 3-methyl 1,87 X X
Peracetic Acid 1,99 X X
2-Propanol 2,47 X X
N-ethyl-1,3-dithioisoindoline 2,89 X P




2-Pentanol, 3-methyl 3,3 X P
: Benzaldehyde 4,83 X C
: a-Hydroxybenzylnitrile 4,9 X P
2-methoxy[1]benzothlgr:\g[ZB-c]qumol|n-6(5H)- 527 X P
Benzeneacetaldehyde 6,37 X X
Acetophenone 6,85 X P
: Benzaldehyde, 4-methyl 7,2 X C
: a-TERPINOLENE 7,5 X X
: Linalool 7,49 X X
Benzeneethanol ™ 7,9 X P
2-Octyldodecan-1-ol 12,66 X X
REPLICA #3

COMPUESTO TIEMPO | C3CONUV | R3AP
Acetaldehyde 1,51 X X
Ethanol 1,52 X X
Acetic acid, 1,68 X P
Peracetic Acid 1,8 X P
: 2-Butanol, 3-methyl- ( 2,05 X X
Peracetic Acid 1,99 X X
2-Propanol 2,47 X X
N-ethyl-1,3-dithioisoindoline 2,89 X P
2-Pentanol, 3-methyl 3,3 X P
Benzaldehyde 4,88 X C
: a-Hydroxybenzylnitrile 4,9 X P
2-methoxy[1]benzothieno[2,3-c]quinolin- 527 X p

6(5H)-one
Benzeneacetaldehyde 6,34 X C
Acetophenone 6,85 X P
: Benzaldehyde, 4-methyl 7,2 X C
: a-TERPINOLENE 7,5 X X
: Linalool 7,49 X X
Benzeneethanol ™ 7,9 X P
2-Octyldodecan-1-ol 12,66 X X
REPLICA #4

COMPUESTO TIEMPO |[C1CONUV |R4AP
Ethanol 1,52 X X
Acetic acid 1,71 X P
Propanedioic acid 1,83 X P




1-Mehyl-1-methylaminomethyl-4-pentenol 1,87 X X
Butanal, 3-methyl 1,87 X X
Butyraldehide 2,13 X P
Benzaldehyde ( 4,84 X C
Benzeneacetaldehyde 6,36 X C
benzophenone 6,86 X X
Benzaldehyde, 4-methyl 7,27 X C
LINALOOL 7,49 X X
1-phenyl-(2,2,2-2H3)ethanone 14,92 X P
REPLICA #5

COMPUESTO TIEMPO |[C2CONUV | R5AP
Ethanol 1,52 X X
Acetic acid 1,71 X P
Propanedioic acid 1,83 X P
1-Mehyl-1-methylaminomethyl-4-pentenol 1,87 X X
Butanal, 3-methyl 1,87 X X
Butyraldehide 2,13 X P
Benzaldehyde ( 4,84 X C
Benzeneacetaldehyde 6,36 X C
benzophenone 6,86 X X
Benzaldehyde, 4-methyl 7,27 X C
LINALOOL 7,49 X X
1-phenyl-(2,2,2-2H3)ethanone 14,92 X P

REPLICA #6

COMPUESTO TIEMPO |[C3CONUV | R6AP
Ethanol 1,52 X X
Acetic acid 1,71 X P
Propanedioic acid 1,83 X P
1-Mehyl-1-methylaminomethyl-4-pentenol 1,87 X X
Butanal, 3-methyl 1,87 X X
Butyraldehide 2,13 X P
Benzaldehyde ( 4,84 X C
Benzeneacetaldehyde 6,36 X C
benzophenone 6,86 X X
Benzaldehyde, 4-methyl 7,27 X C
LINALOOL 7,49 X X
1-phenyl-(2,2,2-2H3)ethanone 14,92 X P




TABLA 7E

COMPUESTOS AROMATICOS IDENTIFICADOS DURANTE EL DIA
2 DE FERMENTACION (Candida metapsilosis).

REPLICA 1
compuesto tiempo | ClconUVv |C/P
ACETIC ACID 0.884 P
Butanal, 3-methyl- (CAS) 1005 X P
2-Butanone, 3-hydroxy- (CAS) 1302 X C
Benzaldehyde (CAS) 4231 X C
PHENYL ACETALDEHYDE 5948 P
REPLICA 2
compuesto tiempo | Clconuv |C/P
ACETIC ACID 1043 X C
Butanal, 3-methyl- (CAS) 1261 X C
Butanoic acid (CAS) 2372 P
Benzaldehyde (CAS) 4350 X C
Neopentylamine 4424 P
REPLICA 3
compuesto tiempo | CiconuVv |[C/P
ACETIC ACID 1147 X C
2-Butanone, 3-hydroxy- (CAS) 1565 X C
PHENYL ACETALDEHYDE 6077 P
REPLICA 4
compuesto tiempo | Ciconuv |C/P
ACETIC ACID 1349 X C
2-Butanone, 3-hydroxy- (CAS) 1720 X C
(O-D)ethenol 2121 X C
PHENYL ACETALDEHYDE 6157 P
REPLICA 5
compuesto tiempo | ClconuVv |[C/P
ACETIC ACID 1131 X C
Butanal, 3-methyl- (CAS) 1328 X C
2-Butanone, 3-hydroxy- (CAS) 1556 X C




(O-D)ethenol 1962
Benzaldehyde (CAS) 4402
PHENYL ACETALDEHYDE 6064
REPLICA 6
compuesto tiempo | Clconuv |C/P
2-Butanone, 3-hydroxy- (CAS) 0.403 X c
2-Propanol (CAS) 0.870 p
Benzaldehyde (CAS) 3687 X c
PHENYL ACETALDEHYDE 5578 p




TABLA 8E

COMPUESTOS AROMATIQOS IDENTIFICADOS DURANTE EL DIA
2 DE FERMENTACION (Bacillus amyloliquefaciens).

Replica 1
compuesto tiempo Clc\j)nu C/P
Benzaldehyde (CAS) 3324 X c
Benzeneacetaldehyde 5319 p
1,1,3,3,5,5,7,7,9,9,;1,11-Dodecamethyl- 34856 X c
hexasiloxane
Replica 2
compuesto tiempo Clc\j)nu C/P
ACETIC ACID 1036 X C
Butanal, 3-methyl- (CAS) 1228 X p
2-Butanone, 3-hydroxy- (CAS) 1468 X c
Benzaldehyde (CAS) 4348 X c
Benzeneacetaldehyde 6034 p
Replica 3
compuesto tiempo Clc\?nu C/P
ACETIC ACID 1268 X c
Butanal, 3-methyl- (CAS) 1436 X p
Pentanal (CAS) 1476 p
(O-D)ethenol 1695 p
Benzaldehyde (CAS) 4840 X C
PHENYL ACETALDEHYDE 6130 P
Replica 4
compuesto tiempo Sleeny | ©
P Vv P
ACETIC ACID 1362 X C
Butanal, 3-methyl- (CAS) 1552 X C
2-Butanone, 3-hydroxy- (CAS) 1778 X C
Benzaldehyde (CAS) 4530 X C




PHENYL ACETALDEHYDE 6159 P

1,1,3,3,5,5,7,7h,§),(szl,;tgnte)odecamethyl 34775 p
Replica 5

compuesto tiempo CleonU | €/

\ P

Benzaldehyde (CAS) 3354 X C

PHENYL ACETALDEHYDE 5353 P
Replica 6

compuesto tiempo SIECIY ) (&)

\ P

ACETIC ACID 0.891 X C

Butanal, 3-methyl- (CAS) 1112 P

2-Propanol (CAS) 1340 P

2-Butanone, 3-hydroxy- (CAS) 1379 X C

Benzaldehyde (CAS) 4294 X C

PHENYL ACETALDEHYDE 5997 P




TABLA 9E

COMPUESTOS AROMATICQS IDENTIFICADOS DURANTE EL DIA
2 DE FERMENTACION (Saccharomyce cerevisaes).

Replica 1
compuesto tiemp [ClconU |C/
0 V P
ACETIC ACID 1211 X c
Butanal, 3-methyl- (CAS) 1383 X p
3,3-Dimethyl-1-(dimethylamino)-2-butanol 1424 p
(O-D)ethenol 1608 p
Benzaldehyde (CAS) 4453 X c
Benzeneacetaldehyde 6101 p
Replica 2
compuesto tiemp |ClconU | C/
0] \Y P
Dimethyl 4-(tert-Butyl)phthalate 0.803 p
ACETIC ACID 1050 C
Butanal, 3-methyl- (CAS) 1234 X c
3,3-Dimethyl-1-(dimethylamino)-2-butanol 1272 p
2-Butanone, 3-hydroxy- (CAS) 1469 X p
(O-D)ethenol 1906 p
Benzaldehyde (CAS) 4364 X c
PHENYL ACETALDEHYDE 6048 p
Replica 3
compuesto tiemp [ClconU |C/
0 \ P
ACETIC ACID 1304 X c
Butanal, 3-methyl- (CAS) 1499 X p
2-Butanone, 3-hydroxy- (CAS) 1721 X c
(O-D)ethenol 2115 p
3-Buten-2-one, 3-methyl- (CAS) 3937 p
Benzaldehyde (CAS) 4495 X c
Benzeneacetaldehyde 6134 p




Replica 4

compuesto tiemp |ClconU | C/

0 \ P

Acetic acid (CAS) 1076 X c

Butanal, 3-methyl- (CAS) 1268 X C

2-Butanone, 3-hydroxy- (CAS) 1510 X C

(O-D)ethenol 1918 X C

Benzeneacetaldehyde 6051 P
Replica 5

compuesto tiemp [ClconU |C/

0 \ P

Benzeneacetaldehyde 5373 P
Replica 6

compuesto tiemp |ClconU | C/

0 \ P

Dimethyl 4-(tert-Butyl)phthalate 1222 P

ACETIC ACID 1460 X C

Butanal, 3-methyl- (CAS) 1595 X P

Acetic acid 2670 P

PHENYL ACETALDEHYDE 6176 P




TABLA 10E

COMPUESTOS AROMATICOS IDENTIFICADOS DURANTE EL DIA
2 DE FERMENTACION (Acetobacter ssyzygii).

Replica 1
compuesto tiemp (ClconU | C/
0 V P
ACETIC ACID 0.875 X C
Butanal, 3-methyl- (CAS) 1095 X P
2-Propanol (CAS) 1376 X C
Formamide (CAS) 1789 P
Benzaldehyde (CAS) 4287 X C
Benzeneacetaldehyde 5987 P
Replica 2
compuesto tiemp |ClconU | C/
0 \% P
Benzaldehyde (CAS) 0.633 X C
4-Ethynylcyclopentene 2640 P
Replica 3
compuesto tiemp (ClconU | C/
0 V P
ACETIC ACID 0.815 X C
Butanal, 3-methyl- (CAS) 1032 X C
Pentanal (CAS) 1073 p
Methyl glyoxal 1259 X c
2-Propanol (CAS) 1302 c
Benzaldehyde (CAS) 4235 X o
PHENYL ACETALDEHYDE 5954 p
Replica 4
compuesto tiemp [ClconU | C/
0 V P
ACETIC ACID 0.716 X c
Pentanal (CAS) 0.907 p
2-Butanone, 3-hydroxy- (CAS) 1157 c
Ethanol, 2-nitro- 1666 c




Benzaldehyde (CAS) | 4151 | « | ¢ |

Replica 5

compuesto tiemp [ClconU | C/

0 V P

ACETIC ACID 0.923 X c

Butanal, 3-methyl- (CAS) 1105 X c

2-Propanol (CAS) 1330 p

2-Butanone, 3-hydroxy- (CAS) 1361 X c

Benzaldehyde (CAS) 4273 X c

PHENYL ACETALDEHYDE 5976 p
Replica 6

compuesto tiemp |ClconU | C/

0 \ P

Acetic acid 0.764 X o

Butanal, 3-methyl- (CAS) 0.944 X c

Pentanal (CAS) 0.983 p

2-Butanone, 3-hydroxy- (CAS) 1209 X c

Benzaldehyde (CAS) 4188 X c

PHENYL ACETALDEHYDE 5917 p




TABLA 11E

COMPUESTOS AROMATICO’S IDENTIFICADOS DURANTE EL DIA
2 DE FERMENTACION (Acetobacter ghanensis).

Replica 1
compuesto tiemp |ClconU | C/
0 V P
ACETIC ACID 1042 P
2-Butanone, 3-hydroxy- (CAS) 1475 X P
(O-D)ethenol 1883 P
Butanoic acid, 3-methyl- (CAS) 2382 X P
Benzeneacetaldehyde 6035 P
Replica 2
compuesto tiemp (ClconU | C/
0 V P
ACETIC ACID 1081 X C
2-Propanol (CAS) 1515 X C
(O-D)ethenol 1963 P
PHENYL ACETALDEHYDE 6060 P
Replica 3
compuesto tiemp (ClconU | C/
0 V P
ACETIC ACID 0.435 X Cc
2-Butanone, 3-hydroxy- (CAS) 0.858 X c
2-Propanol (CAS) 0.890 X c
Ethanol (CAS) 1324 p
PHENYL ACETALDEHYDE 5780 p
Replica 4
compuesto tiemp (ClconU | C/
0 \% P
ACETIC ACID 1100 X C
(O-D)ethenol 1467 p
Butanoic acid (CAS) 2430 p

Replica 5




compuesto tiemp [ClconU | C/

0 V P

heptane-1,2,4,6-tetraene 4869 p
Replica 6

compuesto tiemp |ClconU | C/

0 \ P

ACETIC ACID 1178 X c

2-Propanol (CAS) 1573 X c

(O-D)ethenol 1608 p

Acetaldehyde (CAS) 2080 p

Butanoic acid (CAS) 2478 p

PHENYL ACETALDEHYDE 6083 p




TABLA 12E

COMPUESTOS AROMATIQOS IDENTIFICADOS DURANTE EL DIA
4 DE FERMENTACION (Saccharomyces cerevisiae).

REPLICA #1

COMPUESTO TIEMPO |C1CONUV |R1BS
Acetic acid 1,71 X P
Butanal, 3-methyl- 1,84 X X
Peracetic Acid 1,8 X X
2-(1-Methyl-1H-2-pyrrolyl)quinoline 2,74 X C

2-(Dimethylamino)-6,8-dimethylimidazo[1,5-a]-
1,3,5-triazin-4(3H)-one 3,03 X P
ACETONE-OXIME 3,59 X P
: 2-Isopropoxyethylamine 3,79 X X
2H-Pyran-3,4-dihydro-2-carboxamide 3,79 X X
Benzaldehyde 4,8 X C
BENZENEACETALDEHYDE 6,35 X C
Ethanone, 1-phenyl 6,99 X X
Phenylvinylacetylene 9,7 X P
Naphthalene 9,71 X P
Benzaldehyde 4,8 X C
2-Methoxy-6-phenyl-6,6a,7,8-tetrahydro-9aH-

furo[3,2-c]quinoline 5,55 X X
Benzeneacetaldehyde 6,35 X C
Ethanone, 1-phenyl 6,99 X X
Methyl 2-methylidene-4-phenyl-4-oxobutanoate 6,99 X X
Benzeneethano 7,91 X P
Heptadecane, 2-methyl 9,91 X P
Tridecane 9,73 X X
Benzeneacetic acid, ethyl ester 11,13 X P
B-PHENYLETHYL FORMATE 11,41 X X
Benzeneacetic acid, 2-phenylethyl 11,41 X P
1-Octanol, 2-butyl- 12,85 X X
5-Benzoxyhexanenitrile 14,92 X P
: Pentadecane 14,98 X C
Octadecane 16,54 X X




Dotriacontane 16,74 X X
1-Undecanol 18,25 X X
REPLICA #2

COMPUESTO TIEMPO |C2CONUV |R2BS
Acetic acid 1,71 X P
Butanal, 3-methyl- 1,84 X X
Peracetic Acid 1,8 X X
2-(1-Methyl-1H-2-pyrrolyl)quinoline 2,74 X C

2-(Dimethylamino)-6,8-dimethylimidazo[1,5-a]-
1,3,5-triazin-4(3H)-one 3,03 X P
ACETONE-OXIME 3,59 X P
: 2-Isopropoxyethylamine 3,79 X X
2H-Pyran-3,4-dihydro-2-carboxamide 3,79 X X
Benzaldehyde 4,8 X C
BENZENEACETALDEHYDE 6,35 X C
Ethanone, 1-phenyl 6,99 X X
Phenylvinylacetylene 9,7 X P
Naphthalene 9,71 X P
Benzaldehyde 4,8 X C
2-Methoxy-6-phenyl-6,6a,7,8-tetrahydro-9aH-

furo[3,2-c]quinoline 5,55 X X
Benzeneacetaldehyde 6,35 X C
Ethanone, 1-phenyl 6,99 X X
Methyl 2-methylidene-4-phenyl-4-oxobutanoate 6,99 X X
Benzeneethano 7,91 X P
Heptadecane, 2-methyl 9,91 X P
Tridecane 9,73 X X
Benzeneacetic acid, ethyl ester 11,13 X P
B-PHENYLETHYL FORMATE 11,41 X X
Benzeneacetic acid, 2-phenylethyl 11,41 X P
1-Octanol, 2-butyl- 12,85 X X
5-Benzoxyhexanenitrile 14,92 X P
: Pentadecane 14,98 X C
Octadecane 16,54 X X
Dotriacontane 16,74 X X
1-Undecanol 18,25 X X

REPLICA #3




COMPUESTO TIEMPO |C3CONUV |R3BS
Acetic acid 1,71 X P
Butanal, 3-methyl- 1,84 X X
Peracetic Acid 1,8 X X
2-(1-Methyl-1H-2-pyrrolyl)quinoline 2,74 X C

2-(Dimethylamino)-6,8-dimethylimidazo[1,5-a]-
1,3,5-triazin-4(3H)-one 3,03 X P
ACETONE-OXIME 3,59 X P
: 2-Isopropoxyethylamine 3,79 X X
2H-Pyran-3,4-dihydro-2-carboxamide 3,79 X X
Benzaldehyde 4,8 X C
BENZENEACETALDEHYDE 6,35 X C
Ethanone, 1-phenyl 6,99 X X
Phenylvinylacetylene 9,7 X P
Naphthalene 9,71 X P
Benzaldehyde 4,8 X C
2-Methoxy-6-phenyl-6,6a,7,8-tetrahydro-9aH-
furo[3,2-c]quinoline 5,55 X X
Benzeneacetaldehyde 6,35 X C
Ethanone, 1-phenyl 6,99 X X
Methyl 2-methylidene-4-phenyl-4-oxobutanoate 6,99 X X
Benzeneethano 7,91 X P
Heptadecane, 2-methyl 9,91 X P
Tridecane 9,73 X X
Benzeneacetic acid, ethyl ester 11,13 X P
B-PHENYLETHYL FORMATE 11,41 X X
Benzeneacetic acid, 2-phenylethyl 11,41 X P
1-Octanol, 2-butyl- 12,85 X X
5-Benzoxyhexanenitrile 14,92 X P
. Pentadecane 14,98 X C
Octadecane 16,54 X X
Dotriacontane 16,74 X X
1-Undecanol 18,25 X X
REPLICA #4

COMPUESTO TIEMPO |C1CONUV |R4BS

ACETIC ACID 1,58 X C
3E)-[(Trimethylsilyl)methylidene]octahydroinden-

4-one 2,87 X X




(3R)-3-Phenyl-2,3-dihydro-1H-isoindol-1-one 2,87 X X
Ethanol, 2-methoxy-, acetate (CAS) 3,59 X P
3-Penten-2-ol 3,67 X P
Benzaldehyde 4,85 X C
Benzeneacetaldehyde 6,37 X P
Ethanone, 2,2-dihydroxy-1-phenyl- 6,99 X C
Benzeneethanol 7,99 X P
Naphthalene 9,7 X P
Phenylvinylacetylene 9,7 X X
2-Methyl-3-phenylpropanoic acid 11,13 X X
1-phenyl-5-ethyl-nona-3,4-dien-2-one 11,13 X P
Pentanal, 4-(benzoyloxy 14,92 X P
: Caffeine 24,73 X P
REPLICA #5

COMPUESTO TIEMPO |C2CONUV |R5BS

ACETIC ACID 1,58 X C
3E)-[(Trimethylsilyl)methylidene]octahydroinden-
4-one 2,87 X X
(3R)-3-Phenyl-2,3-dihydro-1H-isoindol-1-one 2,87 X X
Ethanol, 2-methoxy-, acetate (CAS) 3,59 X P
3-Penten-2-ol 3,67 X P
Benzaldehyde 4,85 X C
Benzeneacetaldehyde 6,37 X P
Ethanone, 2,2-dihydroxy-1-phenyl- 6,99 X C
Benzeneethanol 7,99 X P
Naphthalene 9,7 X P
Phenylvinylacetylene 9,7 X X
2-Methyl-3-phenylpropanoic acid 11,13 X X
1-phenyl-5-ethyl-nona-3,4-dien-2-one 11,13 X P
Pentanal, 4-(benzoyloxy 14,92 X P
. Caffeine 24,73 X P
REPLICA #6

COMPUESTO TIEMPO |C3CONUV |R6BS

ACETIC ACID 1,58 X C
3E)-[(Trimethylsilyl)methylidene]octahydroinden-

4-one 2,87 X X
(3R)-3-Phenyl-2,3-dihydro-1H-isoindol-1-one 2,87 X X




Ethanol, 2-methoxy-, acetate (CAS) 3,59 X P
3-Penten-2-ol 3,67 X P
Benzaldehyde 4,85 X C

Benzeneacetaldehyde 6,37 X P
Ethanone, 2,2-dihydroxy-1-phenyl- 6,99 X C
Benzeneethanol 7,99 X P
Naphthalene 9,7 X P
Phenylvinylacetylene 9,7 X X
2-Methyl-3-phenylpropanoic acid 11,13 X X
1-phenyl-5-ethyl-nona-3,4-dien-2-one 11,13 X P
Pentanal, 4-(benzoyloxy 14,92 X P

. Caffeine 24,73 X P




TABLA 13E

COMPUESTOS AROMATICOS IDENTIFICADOS DURANTE EL

DIA 3 DE FERMENTACION (Acetobacter ghanensis).

Replica 1
compuesto EmE | Cheem. C/P
0 V
Ethanol 1254 X Cc
Ethyl Acetate 1491 p
(O-D)ethenol 1756 X c
1Butanol, 3methyl (impure) (CAS) 1945 X c
Benzeneethanol (CAS) 7919 X p
Decanoic acid, ethyl ester (CAS) 14896 p
Replica 2
compuesto R | GHEe C/P
0 \
Ethanol 1444 X c
Acetic acid 1582 p
Ethyl Acetate 1669 p
a-Hydroperoxy diethyl ether 1758 c
1-Butanol, 3-methyl- (impure) (CAS) 2108 C
Benzeneethanol (CAS) 7901 c
Decanoic acid, ethyl ester (CAS) 14879 p
Replica 3
compuesto L e C/P
0 \
Ethanol 1415 X o
Acetic acid, ethyl ester (CAS) 1638 X c
a-Hydroperoxy diethyl ether 1692 X c
1-Butanol, 3-methyl- (impure) 2079 X c
Benzeneethanol (CAS) 7908 X c
Decanoic acid, ethyl ester (CAS) 14885 p

Replica 4




compuesto L e C/P
0 V
Ethanol 0.933 X c
ACETIC ACID 0.993 p
Ethyl Acetate 1079 p
Acetic acid, ethyl ester (CAS) 1167 X c
1-Butanol, 3-methyl- (impure) 1557 X c
Benzeneethanol (CAS) 7955 X c
Replica 5
compuesto nEmE | Cheem. C/P
0 \
Ethanol 1353 X C
Ethyl Acetate 1640 p
1-Pentanol (CAS) 2026 p
Benzeneethanol (CAS) 7917 X c
malonamic acid 14881 p
Replica 6
compuesto R | GHEe C/P
0 V
Ethanol (CAS) 1238 X c
1-Butanol, 3-methyl- (impure) ( 1915 X c
Benzeneethanol (CAS) 7769 X C
Decanoic acid, ethyl ester (CAS) 14871 p




TABLA 14E

COMPUESTOS AROMATICQS IDENTIFICADOS DURANTE EL
DIA 3 DE FERMENTACION (Lactobacillius fermentum).

Replica 1
iem lcon
compuesto EmE | Cheem. C/P
0 V
Ethanol 1551 p
a-Hydroperoxy diethyl ether 1805 X c
4,5-Dimethyl-1,3-dioxolan-2-one 1902 p
1-Butanol, 3-methyl- (impure) (CAS) 2230 p
PROPENE 3,3,3-D3 2319 p
1,5E,7-octatrien-3-yne p
Benzeneethanol (CAS) 7900 X C
Hexadecanoic acid, ethyl ester (CAS) 9843 p
Decanoic acid, ethyl ester (CAS) 14882 p
1,1,3,355,7,7,9,9,11,11-
dodecamethylhexasiloxane 34825 P
Replica 2
compuesto L C/P
0 V
Ethanol 1537 X c
a-Hydroperoxy diethyl ether 1763 X c
1-Butanol, 3-methyl- (impure) (CAS) 2195 X c
PROPENE 3,3,3-D3 2310 p
1,5E,7-octatrien-3-yne 3773 p
Ethyl 4-Methylheptanoate 9843 X p
Decanoic acid, ethyl ester (CAS) 14881 p
1,1,3,3,5,5,7,79,9,11,11-
dodecamethylhexasiloxane 33760 P
Replica 3
iem lcon
compuesto teo P |C C\(/) U C/P




Ethanol (CAS) 1552 X p
a-Hydroperoxy diethyl ether 1905 p
Hexadecane (CAS) 5332 X c
2,4,6,8-Tetramethyl-1-undecene 7109 X c
Benzeneethanol (CAS 7896 p
Ethyl 4-Methylheptanoate 9839 p
Decanoic acid, ethyl ester (CAS 14876 p
branched - heptadecane 18574 X c
Replica 4
compuesto ) | SLEEm C/P
0 \Y
Ethanol 1558 p
Ethanol, 2-nitro- (CAS) 1691 X C
Acetic acid, ethyl ester (CAS 1778 X c
a-Hydroperoxy diethyl ether 1901 X c
1-Butanol, 3-methyl- (impure) (CAS) 2232 X c
Benzeneethanol (CAS) 7895 X p
1-[2-(2-Methylbutyl)phenyl]lethanone 11356 p
Decanoic acid, ethyl ester (CAS) 14879 p
Replica 5
compuesto R | GHEe C/P
0 V
Ethanol 1588 X Cc
Ethanol, 2-nitro- (CAS) 1715 X c
a-Hydroperoxy diethyl ether 1764 X c
4,5-Dimethyl-1,3-dioxolan-2-one 1801 p
1-Butanol, 3-methyl- (impure) (CAS) 2226 c
Benzeneethanol (CAS) 7900 c
1-[2-(2-Methylbutyl)phenyl]lethanone 11353 p
Decanoic acid, ethyl ester (CAS 14880 p
Butane, 2,2-dimethyl- (CAS) 16533 p
Replica 6
compuesto e | GHEems C/P
0 \
Ethanol 1564 X p




4,5-Dimethyl-1,3-dioxolan-2-one 1919 p
1-Butanol, 3-methyl- (impure) (CAS 2239 c
Decanoic acid, ethyl ester (CAS) 14877 p
Hexadecane (CAS) 14980 c
Butane, 2,2-dimethyl- (CAS) 16536 p




TABLA 15E

COMPUESTOS AROMATICOS IDENTIFICADOS DURANTE

EL DIA 3 DE FERMENTACION (Lactobacillius nagelii).

Replica 1
compuesto EmE | Cheem. C/P
0 V
Ethanol 1563 p
Ethanol, 2-nitro- (CAS) 1702 X p
Acetic acid, ethyl ester (CAS) 1781 X c
a-Hydroperoxy diethyl ether 1807 X p
1-Butanol, 3-methyl- (impure) (CAS) 2232 X p
5,6-BIS(METHYLID%NNEE)-Z-NORBORNENJ- 3771 D
Benzeneethanol (CAS) 7899 X c
Octanoic acid, ethyl ester (CAS) 9855 p
Replica 2
compuesto R | GHEe C/P
0 \
Ethanol 1568 X
a-Hydroperoxy diethyl ether 1786 X
5,6-BIS(METHYLID%NNEE)-Z-NORBORNENJ- 3775 X 0
Benzeneethanol (CAS) 7898 X p
Octanoic acid, ethyl ester (CAS) 9848 p
Decanoic acid, ethyl ester (CAS) 14884 p
Replica 3
compuesto L e C/P
0 \
Ethanol (CAS) 1699 X c
a-Hydroperoxy diethyl ether 1909 p
1-Butanol, 3-methyl- (impure) (CAS) 2328 X p
5,6-BIS(METHYLIDENE)-2-NORBORNEN-7- 3774 p

ONE




Decanoic acid, ethyl ester (CAS | 14890 | | P
Replica 4
compuesto L e C/P
0 V
Ethanol 1575 p
Ethanol, 2-nitro- (CAS) 1713 X p
1-Butanol, 3-methyl- (impure) (CAS) 2324 X p
5,6-BIS(METHYLID%NNEE)-Z-NORBORNENJ- 3773 0
PHENYL ACETALDEHYDE 6356 X p
Octanoic acid, ethyl ester (CAS) 9845 p
Decanoic acid, ethyl ester (CAS) 14881 p
Replica 5
compuesto L C/P
0 V
Ethanol (CAS) 1693 X c
Ethanol, 2-nitro- (CAS) 1732 X c
a-Hydroperoxy diethyl ether 1900 X c
1-Butanol, 3-methyl- (impure) (CAS) 2249 X p
5,6-BIS(METHYLIDENE)-2-NORBORNEN-7-
ONE 3772 X p
Benzeneethanol (CAS) 7902 X p
Octanoic acid, ethyl ester (CAS) 9842 p
Replica 6
compuesto EmE | Ceem. C/P
0 \
Ethanol 1328 X p
1-Butanol, 3-methyl- (impure) (CAS) 1999 X c
Benzeneethanol (CAS) 7907 X c
Decanoic acid, ethyl ester (CAS) 14886 p




TABLA 16E

COMPUESTOS AROMATICQS IDENTIFICADOS DURANTE
EL DIA 3 DE FERMENTACION (Saccharomyce cerevisaes).

Replica 1
compuesto EmE | Cheem. C/P
0 V
Ethanol 1455 P
Acetic acid, ethyl ester (CAS) 1677 X C
a-Hydroperoxy diethyl ether 1752 X C
1-Butanol, 3-methyl- (impure) (CAS) 2184 X C
Hexadecanoic acid, ethyl ester (CAS) 9858 P
Replica 2
compuesto nEmE | Cheem. C/P
0 \
Ethanol 1257 X C
Acetic acid, ethyl ester (CAS) 1484 X C
1-Butanol, 3-methyl- (impure) (CAS) 1934 X C
Benzeneethanol (CAS) 7904 P
Hexadecanoic acid, ethyl ester (CAS) 9854 P
Decanoic acid, ethyl ester (CAS) 14876 P
Replica 3
compuesto R | GHEe C/P
0 \
Ethanol 1551 X C
Ethanol, 2-nitro- (CAS) 1707 X C
a-Hydroperoxy diethyl ether 1795 P
1-Butanol, 3-methyl- (impure) (CAS) 2223 X C
Benzeneethanol (CAS) 7898 X C
Decanoic acid, ethyl ester (CAS) 14881 P
Replica 4
compuesto t|ecr)np Clc\c/)nu C/P




Ethanol 1063 P
1-Butanol, 3-methyl- (impure) (CAS) 1765 X c
Replica 5
compuesto L e C/P
0 V
Ethanol 1144 X Cc
Acetic acid, ethyl ester (CAS) 1375 X c
1-Butanol, 3-methyl- (impure) (CAS) 1919 X c
Benzeneethanol (CAS) 7912 X c
Replica 6
compuesto nEmE | Cheem. C/P
0 \Y
Ethanol 1435 X Cc
Acetic acid, ethyl ester (CAS) 1662 X c
a-Hydroperoxy diethyl ether 1758 p
1-Butanol, 3-methyl- (impure) (CAS) 2186 X c
Benzeneethanol (CAS) 7912 X c




TABLA 17E

COMPUESTOS AROMATICOS IDENTIFICADOS DURANTE
EL DIA 4 DE FERMENTACION (Candida metapsilosis).

REPLICA #1

COMPUESTO TIEMPO |C1CONUV |R1CM
EthanoL 1,46 X X
Acetic acid 1,7 X C
3-Penten-2-ol 3,68 X P
DL-1,3-DIMETHOXYHEXANE 3,69 X X
Benzaldehyde 4,82 X C
PHENYL ACETALDEHYDE 6,39 X X
Benzeneacetaldehyde 6,4 X P
benzophenone 6,85 X X
Ethyl 2-cyano-3-phenylbutenoate 7,12 X X
2-Decyloxyethanol 7,5 X X
Benzeneethanol 7,92 X P
2-Phenylbut-3-yn-1-ene 9,71 X X

N-(Benzyloxycarbonyl)-a-
methyliscEseEyI]phgnngIanine tQt-butyI ester 11,12 X X
B-PHENYLETHYL FORMATE 11,4 X C
Hexadecane 15,02 X C
REPLICA #2

COMPUESTO TIEMPO |C2CONUV |R2CM
Ethanol 1,56 X C
Acetic acid 1,7 X C
3-Penten-2-ol 3,67 X P
DL-1,3-DIMETHOXYHEXANE 3,69 X X
Benzaldehyde 4,82 X C
PHENYL ACETALDEHYDE 6,39 X X
Benzeneacetaldehyde 6,4 X P
Benzophenone 6,85 X X
Ethyl 2-cyano-3-phenylbutenoate 7,12 X X
2-Decyloxyethanol 7,5 X X
Benzeneethanol 7,92 X P




2-Phenylbut-3-yn-1-ene 9,71 X X
N-(Benzyloxycarbonyl)-a-
methyliso[segyl]phgnylglanine tQt-butyI ester 11,12 X X
B-PHENYLETHYL FORMATE 11,4 X C
Hexadecane 15,02 X C
REPLICA #3

COMPUESTO TIEMPO |C2CONUV |R3CM
Ethanol 1,45 X X
Acetic acid 1,7 X C
3-Penten-2-ol 3,69 X P
DL-1,3-DIMETHOXYHEXANE 3,69 X X
Benzaldehyde 4,82 X C
PHENYL ACETALDEHYDE 6,39 X X
Benzeneacetaldehyde 6,4 X P
benzophenone 6,85 X X
Ethyl 2-cyano-3-phenylbutenoate 7,12 X X
2-Decyloxyethanol 7,5 X X
Benzeneethanol 7,92 X P
2-Phenylbut-3-yn-1-ene 9,71 X X

N-(Benzyloxycarbonyl)-a-
methyliscEseEyI]phgnngIanine tQt-butyI ester 11,12 X X
B-PHENYLETHYL FORMATE 11,4 X C
Hexadecane 15,02 X C
REPLICA #4

COMPUESTO TIEMPO |C1CONUV |R4CM
Ethanol 1,51 X C
Acetic acid 1,68 X C
Benzaldehyde 4,8 X C
Benzeneacetaldehyde 6,49 X P
Ethanone, 1-phenyl- 7 X X
Phenylethyl Alcohol 7,9 X C
ETHYLPHENYL ACETATE 11,12 X C
B-PHENYLETHYL FORMATE 11,44 X C
1-phenyl-(2,2,2-2H3)ethanone 1491 X X
Neopentyl hydroxyacetate 19,43 X X
3-benzylidene-2-(p-methylphenyl)sulfonylamino- 2291 X X

1-methylindoline




REPLICA #5

COMPUESTO TIEMPO |C2CONUV |R5CM
Ethanol 1,51 X C
Acetic acid 1,68 X C
Benzaldehyde 4,8 X C
Benzeneacetaldehyde 6,49 X P
Ethanone, 1-phenyl- 7 X X
Phenylethyl Alcohol 7,9 X C
ETHYLPHENYL ACETATE 11,12 X C
B-PHENYLETHYL FORMATE 11,44 X C
1-phenyl-(2,2,2-2H3)ethanone 14,91 X X
Neopentyl hydroxyacetate 19,43 X X
3-benzylidene-2-(p-methylphenyl)sulfonylamino-
’ 1(-r?nethyli¥lgoling) ’ 22,91 X X
REPLICA #6
COMPUESTO TIEMPO |C3CONUV |R6CM
Ethanol 1,51 X C
Acetic acid 1,72 X C
: 1-Pentanol, 2-methyl- 3,4 X X
Benzaldehyde 5 X C
Benzeneacetaldehyde 6,48 X P
Ethanone, 1-phenyl- 7 X X
Phenylethyl Alcohol 7,9 X C
ETHYLPHENYL ACETATE 11,12 X C
B-PHENYLETHYL FORMATE 11,44 X C
1-phenyl-(2,2,2-2H3)ethanone 14,91 X X
Neopentyl hydroxyacetate 19,43 X X
3-benzylidene-2-(p-methylphenyl)sulfonylamino- 2291 X X

1-methylindoline




TABLA 18E

COMPUESTOS AROMATICQS IDENTIFICADOS DURANTE EL DIA
4 DE FERMENTACION (Acetobacter ghanensis)

REPLICA #1
COMPUESTO TIEMPO |C1CONUV | R1AG
ACETIC ACID 1,48 X P
(3S)-3-Phenyl-2,3-dihydro-1H-isoindol-1-one 2,83 X P
2-Naphthalene-sulfonic acid 2,85 X P
Benzaldehyde 4,85 X X
BENZENEACETALDEHYDE 6,5 X C
Ethanone, 2,2-dihydroxy-1-phenyl- 7,07 X X
Benzeneethanol 7,97 X P
Naphthalene 9,07 X P
5-Benzoyloxypentanal 14,93 X X
Pentadecane 11,05 X C
REPLICA #2
COMPUESTO TIEMPO |C2CONUV | R2AG
ACETIC ACID 1,48 X P
(3S)-3-Phenyl-2,3-dihydro-1H-isoindol-1-one 2,83 X P
2-Naphthalene-sulfonic acid 2,85 X P
Benzaldehyde 5 X X
BENZENEACETALDEHYDE 6,5 X X
Ethanone, 2,2-dihydroxy-1-phenyl- 7,07 X X
Benzeneethanol 7,97 X P
Naphthalene 9,07 X P
5-Benzoyloxypentanal 14,93 X X
Pentadecane 11,05 X X
REPLICA #3
COMPUESTO TIEMPO [C3CONUV | R3AG
ACETIC ACID 1,48 X P
(3S)-3-Phenyl-2,3-dihydro-1H-isoindol-1-one 2,83 X P
2-Naphthalene-sulfonic acid 2,85 X P
Benzaldehyde 5 X X
BENZENEACETALDEHYDE 6,5 X X
Ethanone, 2,2-dihydroxy-1-phenyl- 7,07 X X




Benzeneethanol 7,97 X P
Naphthalene 9,07 X P
5-Benzoyloxypentanal 14,93 X X
Pentadecane 11,05 X X
REPLICA #4

COMPUESTO TIEMPO |C1CONUV | R4AG
Ethanol 1,56 X C
Acetic acid 1,68 X C
2-Naphthalene-sulfonic acid 2,89 X X
Ethanol, 2-methoxy-, acetate 3,37 X P
Benzaldehyde 5 X C
PHENYL ACETALDEHYDE 6,5 X C
BenzeneethanolL 8 X P

N-(Benzyloxycarbonyl)-a-
methylisoseryl]phenylalanine tert-butyl 8,26 X X
Acetic acid, 2-phenylethyl ester (CAS) 11,42 X C
Caffeine 24 X X
Pentadecane 11,05 X X
1-Tridecanol 13,04 X X
Pentanal, 4-(benzoyloxy)- 14,91 X P
REPLICA #5

COMPUESTO TIEMPO |C2CONUV | R5AG
Ethanol 1,56 X C
Acetic acid 1,68 X C
2-Naphthalene-sulfonic acid 2,89 X X
Ethanol, 2-methoxy-, acetate 3,37 X P
Benzaldehyde 5 X C
PHENYL ACETALDEHYDE 6,5 X C
Benzeneethanol 8 X P

N-(Benzyloxycarbonyl)-a-

methylisoseryl]phenylalanine tert-butyl 8,26 X X
Acetic acid, 2-phenylethyl ester (CAS) 11,42 X C
Caffeine 24 X X
Pentadecane 11,05 X X
1-Tridecanol 13,04 X X
Pentanal, 4-(benzoyloxy)- 14,91 X P

REPLICA #6




COMPUESTO TIEMPO |C3CONUV | R6AG
Ethanol 1,56 X C
Acetic acid 1,68 X C
2-Naphthalene-sulfonic acid 2,89 X X
Ethanol, 2-methoxy-, acetate 3,37 X P
Benzaldehyde 4,89 X C
PHENYL ACETALDEHYDE 6,5 X C
Benzeneethanol 7,99 X P

N-(Benzyloxycarbonyl)-a-

methylisoseryl]phenylalanine tert-butyl 8,26 X X
Acetic acid, 2-phenylethyl ester (CAS) 11,42 X C
Caffeine 24 X X
Pentadecane 11,05 X X
1-Tridecanol 13,04 X X
Pentanal, 4-(benzoyloxy)- 14,91 X P




TABLA 19E

COMPUESTOS AROMATICQS IDENTIFICADOS DURANTE EL DIA
4 DE FERMENTACION (Acetobacter pasteurianus)

REPLICA #1

COMPUESTO TIEMPO |C1CONUV | R1AP
Ethanol 1,49 X P
ACETIC ACID 1,66 X C
N-ethyl-1,3-dithioisoindoline 2,88 X C
(3R)-3-Phenyl-2,3-dihydro-1H-isoindol-1-one 2,88 X C
2-Naphthalene-sulfonic acid 2,99 X P
Benzaldehyde 4,8 X X
Benzeneacetaldehyde 6,37 X X
Ethanone, 2,2-dihydroxy-1-phenyl- 7,07 X X
Benzeneethanol 7,99 X X
3-(2-Methylphenoxy)-3-methoxypropyne 9,7 X X
ETHYLPHENYL ACETATE 11,12 X P

[N-(B_enzyloxycarbonyl)-g- 11.13
methylisoseryl]phenylalanine ’ X X
1-phenyl-5-ethyl-nona-3,4-dien-2-one 11,38 X X
B-PHENYLETHYL FORMATE 11,42 X X
1-phenyl-(2,2,2-2H3)ethanone 14,9 X P
REPLICA #2

COMPUESTO TIEMPO |C2CONUV | R2AP
Ethanol 1,49 X P
ACETIC ACID 1,66 X C
N-ethyl-1,3-dithioisoindoline 2,88 X C
(3R)-3-Phenyl-2,3-dihydro-1H-isoindol-1-one 2,88 X C
2-Naphthalene-sulfonic acid 2,99 X P
Benzaldehyde 4,8 X X
Benzeneacetaldehyde 6,37 X X
Ethanone, 2,2-dihydroxy-1-phenyl- 7,07 X X
Benzeneethanol 7,99 X X
3-(2-Methylphenoxy)-3-methoxypropyne 9,7 X X
ETHYLPHENYL ACETATE 11,12 X P

[N-(B_enzyloxycarbonyl)-_cx- 11.13

methylisoseryl]phenylalanine ' X X




1-phenyl-5-ethyl-nona-3,4-dien-2-one 11,38 X X
B-PHENYLETHYL FORMATE 11,42 X X
1-phenyl-(2,2,2-2H3)ethanone 14,9 X P

REPLICA #3

COMPUESTO TIEMPO [C3CONUV | R3AP
Ethanol 1,49 X X
ACETIC ACID 1,66 X C
N-ethyl-1,3-dithioisoindoline 2,88 X X
(3R)-3-Phenyl-2,3-dihydro-1H-isoindol-1-one 2,88 X X
2-Naphthalene-sulfonic acid 2,99 X P
Benzaldehyde 5 X C
Benzeneacetaldehyde 6,37 X C
Ethanone, 2,2-dihydroxy-1-phenyl- 7,07 X C
Benzeneethanol 7,99 X P
3-(2-Methylphenoxy)-3-methoxypropyne 9,7 X X
ETHYLPHENYL ACETATE 11,12 X X

[N-(B.enzyloxycarbonyl)-q- 11.13

methylisoseryl]phenylalanine ' X X

1-phenyl-5-ethyl-nona-3,4-dien-2-one 11,38 X X
B-PHENYLETHYL FORMATE 11,42 X X
1-phenyl-(2,2,2-2H3)ethanone 14,9 X P

REPLICA #4

COMPUESTO TIEMPO |C1CONUV | R4AP
: Ethanol 1,46 X X
Acetic acid 1,44 X C
N-ethyl-1,3-dithioisoindoline 1,97 X X
2-Naphthalene-sulfonic acid 2,86 X P
3-Penten-2-ol 4,8 X X
BENZENEACETALDEHYDE 5,37 X X
2-(2-Methylpiperidino)ethyl o-chlorobenzoate 6,98 X X

1-(4'-Nitrophenyl)-3-phenyl-4,5-dihydro-5- -
oxopyrazole X X
Benzeneacetaldehyde 7,2 X C
Phenol, 2-methoxy- 7,38 X P
Benzeneethanol 7,85 X P
3-Methyl-28-nor-3,4-seco-5a-lanosta-4,8-dien-3-

one 8,77 X P
2-Ethyl-2,5-dimethylcyclopent-2-enone 9,84 X P




N-B-phenyl-ethyl-trifluoroacetamide 11,41 X P
ETHYLPHENYL ACETATE 11,12 X C
(2)-But-2-enyl benzoate 11,44 X X
REPLICA #5

COMPUESTO TIEMPO [C2CONUV | R5AP
Ethanol 1,49 X X
Acetic acid 1,67 X C
N-ethyl-1,3-dithioisoindoline 2,88 X X
2-Naphthalene-sulfonic acid 2,86 X P
3-Penten-2-ol 3,67 X X
Benzaldehyde, 5,27 X X
2-(2-Methylpiperidino)ethyl o-chlorobenzoate 4,77 X X

1-(4'-Nitrophenyl)-3-phenyl-4,5-dihydro-5-
oxopyrazole 5,35 X X
Benzeneacetaldehyde 6,37 X C
Phenol, 2-methoxy- 7,38 X P
Benzeneethanol 7,85 X P
3-Methyl-28-nor-3,4-seco-5a-lanosta-4,8-dien-3-
one 8,77 X P
2-Ethyl-2,5-dimethylcyclopent-2-enone 9,84 X P
N-B-phenyl-ethyl-trifluoroacetamide 11,41 X P
ETHYLPHENYL ACETATE 11,12 X C
(2)-But-2-enyl benzoate 14,89 X X
REPLICA #6

COMPUESTO TIEMPO | C3CONUV | R6AP
Ethanol 1,49 X X
Acetic acid 1,67 X C
N-ethyl-1,3-dithioisoindoline 2,88 X X
2-Naphthalene-sulfonic acid 2,86 X P
3-Penten-2-ol 3,67 X X
Benzaldehyde, 5,27 X X
2-(2-Methylpiperidino)ethyl o-chlorobenzoate 4,77 X X

1-(4'-Nitrophenyl)-3-phenyl-4,5-dihydro-5-

oxopyrazole 5,35 X X
Benzeneacetaldehyde 6,37 X C
Phenol, 2-methoxy- 7,38 X P
Benzeneethanol 7,93 X P
3-Methyl-28-nor-3,4-seco-5a-lanosta-4,8-dien-3- | 8,77 X P




one

2-Ethyl-2,5-dimethylcyclopent-2-enone 9,84 X P
N-B-phenyl-ethyl-trifluoroacetamide 11,41 X P
ETHYLPHENYL ACETATE 11,12 X C
(2)-But-2-enyl benzoate 14,89 X X




TABLA 20E

COMPUESTOS AROMATIQOS IDENTIFICADOS DURANTE EL DIA
4 DE FERMENTACION (Bacillus amyloliquefaciens).

REPLICA #1
COMPUESTO TIEMPO |C1CONUV | R1BA
Ethanol 1,46 X C
Acetic acid 1,68 X C
N-ethyl-1,3-dithioisoindoline 2,88 X C
3-Penten-2-ol 3,68 X C
Benzaldehyde 4,81 X C
BENZENEACETALDEHYDE 6,38 X X
benzophenone 7 X C
Benzeneethanol 7,91 X P
ETHYLPHENYL ACETATE 11,13 X C
B-PHENYLETHYL FORMATE 11,42 X C
REPLICA #2
COMPUESTO TIEMPO |C2CONUV | R2BA
Ethanol 1,457 X C
Acetic acid 1,68 X C
N-ethyl-1,3-dithioisoindoline 2,88 X C
3-Penten-2-ol 3,68 X C
Benzaldehyde 4,85 X C
BENZENEACETALDEHYDE 6,37 X C
benzophenone 7 X C
Benzeneethanol 7,91 X P
ETHYLPHENYL ACETATE 11,12 X C
B-PHENYLETHYL FORMATE 11,42 X C
REPLICA #3
COMPUESTO TIEMPO |C3CONUV | R3BA
Ethanol 1,457 X C
Acetic acid 1,68 X C
N-ethyl-1,3-dithioisoindoline 2,88 X C
3-Penten-2-ol 3,69 X X
Benzaldehyde 4.8 X C




PHENYL ACETALDEHYDE 6,37 X C
benzophenone 6,85 X C
Benzeneethanol 7,91 X P
ETHYLPHENYL ACETATE 11,12 X C
B-PHENYLETHYL FORMATE 11,42 X C
REPLICA #4
COMPUESTO TIEMPO |C1CONUV | R4ABA
Ethanol 1,457 X C
Acetic acid 1,68 X C
1-Pentanol, 2-methyl- 3,4 X C
Benzaldehyde 4,84 X C
BENZENEACETALDEHYDE 6,29 X C
Benzeneethanol 8 X P
ETHYLPHENYL ACETATE 11,12 X C
B-PHENYLETHYL FORMATE 11,42 X X
B-PHENYLETHYL ACETATE 11,44 X X
1-phenyl-(2,2,2-2H3)ethanone 14,91 X P
Hexadecane 14,98 X X
REPLICA #5
COMPUESTO TIEMPO |C2CONUV | R5BA
Ethanol 1,48 X
ACETIC ACID 1,69 X C
1-Pentanol, 2-methyl- 3,4 X C
Benzaldehyde 4,8 X C
Benzeneacetaldehyde 6,4 X C
Benzeneethanol 7,915 X P
ETHYLPHENYL ACETATE 11,11 X C
B-PHENYLETHYL FORMATE 11,42 X C
B-PHENYLETHYL ACETATE 11,426 X X
1-phenyl-(2,2,2-2H3)ethanone 14,91 X P
Hexadecane 14,98 X X
REPLICA #6
COMPUESTO TIEMPO |C2CONUV | R6BA
ETHANOL 1,52 X C
Acetic acid 1,68 X C
1-Pentanol, 2-methyl- 3,4 X C
Benzaldehyde 4,8 X C




Benzeneacetaldehyde 6,34 X X
Benzeneethanol 7,89 X P
ETHYLPHENYL ACETATE 11,11 X C
B-PHENYLETHYL FORMATE 11,42 X C
B-PHENYLETHYL ACETATE 11,426 X X
1-phenyl-(2,2,2-2H3)ethanone 1491 X P
Hexadecane 14,98 X X




ANEXO F

DIA 0 DE FERMENTACION

Lactobacillius nagelii (CONDICIONES AEROBIAS)

Ethanol
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

620755 2 1241944 620972 128608722

114494 2 269379 134689,5 1536519613
ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F

Entre grupos 2,3647E+11 1 2,3647E+11 284,02696 0,00350231 18,5128205
Dentro de los grupos 1665128335 2 832564167

Total 2,3814E+11 3




Benzaldehyde

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
370491 2 666527 333263,5 480779041
71986 2 165322 82661 3593145992
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 6,2802E+10 1 6,2802E+10 30,8310106 0,03093757 18,5128205
Dentro de los
grupos 4073925033 2 2036962516
Total 6,6876E+10 3
1-[2-(2-Methylbutyl)phenyllethanone
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
330014 2 817548 408774 1633175552
47069 2 236801 118400,5 5348365313
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico para
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad F
Entre grupos 8,4317E+10 1 8,4317E+10 24,1542007 0,03899508 18,5128205
Dentro de los
grupos 6981540865 2 3490770432



Total 9,1298E+10 3

2,3-Butanediol

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
57290 2 370160 185080 2281501250
499196 2 948609 474304,5 82012,5
ANALISIS DE VARIANZA
Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
Origen de las variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 83650811400 1 83650811400 73,3269855 0,013364763 18,51282051
Dentro de los grupos 2281583263 2 1140791631
Total 85932394663 3
Benzeneethanol
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
216575 2 635086 317543 2,8707E+10
1581925 2 2992690 1496345 8450000000
ANALISIS DE VARIANZA
Grados de Promedio de los Valor critico

Origen de las variaciones  Suma de cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F




Entre grupos 1,38957E+12 1 1,38957E+12 74,7938696 0,01310778
Dentro de los grupos 37157434498 2 18578717249
Total 1,42673E+12 3

18,51282051

Lactobacillius nagelii (CONDICIONES ANAEROBIAS)

| Benzeneethanol |
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

216575 2 635086 317543 2,8707E+10

898320 2 1759585 879792,5 242726545
ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F

Entre grupos 3,1612E+11 1 3,1612E+11 21,8392222 0,04286644 18,5128205
Dentro de los grupos 2,895E+10 2 1,4475E+10
Total 3,4507E+11 3

| (3R)-3-Phenyl-2,3-dihydro-1H-isoindol



RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
57290 2 106440 53220 245000
61656 2 521946 260973 2728831688
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico para
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad F
Entre grupos 4,3161E+10 1 4,3161E+10 31,6307044 0,03019046 18,5128205
Dentro de los
grupos 2729076688 2 1364538344
Total 4,589E+10 3
| 9-propylphenanthrene
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
34599 70280 35140 605000
428229 1006288 503144 81894402
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 2,1903E+11 1 2,1903E+11 5309,80198 0,00018828 18,5128205
Dentro de los grupos 82499402 2 41249701
Total 2,1911E+11 3

Acetophenone




RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

261002 2 772742 386371 0

345557 2 1251940 625970 7701646050
ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 5,7408E+10 1 5,7408E+10 14,907899 0,06100474 18,5128205
Dentro de los grupos 7701646050 2 3850823025
Total 6,5109E+10 3
Ethanol
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

620755 2 1241944 620972 128608722

104949 2 90564 45282 357513800
ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F

Entre grupos 3,3142E+11 1 3,3142E+11 1363,52035 0,00073259 18,5128205
Dentro de los grupos 486122522 2 243061261
Total 3,3191E+11 3




Benzaldehyde

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
370491 2 666527 333263,5 480779041
21656 2 90647 45323,5 2513617705
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F

Entre grupos 8,2909E+10 1 8,2909E+10 55,3763917 0,01758336 18,5128205
Dentro de los
grupos 2994396745 2 1497198373
Total 8,5904E+10 3

Saccharomyces cerevisiae (CONDICIONES AEROBIAS)

benzyl 2,2'-di-O-methyldivaricatate

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
67290 2 106440 53220 245000
161397 2 292833 146416,5 201021301

ANALISIS DE VARIANZA



Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 8685587612 1 8685587612 86,3094079 0,01138867 18,5128205
Dentro de los
grupos 201266301 2 100633150
Total 8886853913 3
Benzeneethanol
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
216575 2 336621 168310,5 4658923921
824012 2 1782400 891200 6164940800
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 5,2257E+11 1 5,2257E+11 96,558714 0,01019824 18,5128205
Dentro de los grupos 1,0824E+10 2 5411932360
Total 5,3339E+11 3

ICIONES ANAEROBIAS)

Benzaldehyde

Sacch
aromy
ces
cerevi
siae

(COND



RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
370491 2 666527 333263,5 480779041
59756 2 56388 28194 315808712
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F

Entre grupos 9,3067E+10 1 9,3067E+10 233,665154 0,00425235 18,5128205
Dentro de los grupos 796587753 2 398293876
Total 9,3864E+10 3

Acetobacter pasteurianus (CONDICIONES AEROBIAS)

Acetic acid |
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
77158 2 205354 102677 1048352
2771571 2 3255909 1627954,5 7,0404E+10
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 2,3265E+12 1 2,3265E+12 66,0885241 0,01479623 18,5128205
Dentro de los grupos 7,0405E+10 2 3,5202E+10

Total 2,3969E+12 3




Benzeneethanol

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
216575 2 336621 168310,5 4658923921
1840351 2 4762527 2381263,5 4,0515E+11
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 4,8972E+12 1 4,8972E+12 23,89992 0,03938578 18,5128205
Dentro de los
grupos 4,0981E+11 2 2,049E+11
Total 5,307E+12 3
Acetaldehyde
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
60755 2 1256244 628122 1168281122
235181 2 342631 171315,5 1810274621
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 2,0867E+11 1 2,0867E+11 140,116349 0,00706142 18,5128205
Dentro de los
grupos 2978555743 2 1489277871
Total 2,1165E+11 3




Butanal, 3-methyl-

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
477568 2 1595350 797675 2,3493E+10
1457261 2 425510 212755 4424018048
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 3,4213E+11 1 3,4213E+11 24,5107015 0,03846021 18,5128205
Dentro de los
grupos 2,7917E+10 2 1,3958E+10
Total 3,7005E+11 3
Benzaldehyde
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
370491 2 666527 333263,5 480779041
98767 2 97918 48959 1638323282
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 8,0829E+10 1 8,0829E+10 76,2861216 0,0128563 18,5128205

Dentro de los 2119102323 2 1059551161



grupos
Total 8,2948E+10

Acetobacter pasteurianus (CONDICIONES ANAEROBIAS)

Benzaldehyde

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
370491 2 666527 333263,5 480779041
20303 2 39492 19746 620498
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F

Entre grupos 9,8293E+10 1 9,8293E+10 408,364425 0,00243983 18,5128205
Dentro de los
grupos 481399539 2 240699769
Total 9,8775E+10 3




DIA 1 DE FERMENTACION

Lactobacillius nagelii (CONDICIONES ANEROBIAS)

Benzeneethanol

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

2548705 2 4419574 2209787 2,1403E+10

4921302 2 8992050 4496025 3,9924E+11
ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F

Entre grupos 5,2269E+12 1 5,2269E+12 24,8517005 0,03796215 18,5128205
Dentro de los grupos 4,2065E+11 2 2,1032E+11
Total 5,6475E+12 3




Saccharomyces cerevisiae (CONDICIONES AEROBIAS)

2,3-Butanediol

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
206995 2 1060942 530471 3,5088E+10
203787 2 1185773 592886,5 3,9821E+10
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico para
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad F
Entre grupos 3895694640 1 3895694640 0,10401127 0,77766073 18,5128205
Dentro de los grupos 7,4909E+10 2 3,7455E+10
Total 7,8805E+10 3
2-Propyldecan-1-ol
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
86334 2 39244 19622 191609888
100510 2 151279 75639,5 122132821
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de cuadrados Grados de Promedio de los F Probabilidad Valor critico para F




variaciones libertad cuadrados

Entre grupos 3137960306 1 3137960306 20,0033991 0,04653005 18,5128205

Dentro de los Saccha

grupos 313742709 2 156871354 romyc

Total 3451703015 3 es _
cerevis

iae (CONDICIONES ANAEROBIAS)

Acetobacter pasteurianus (CONDICIONES AEROBIAS)

Acetaldehyde

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
60755 2 1256244 628122 1168281122
41866 2 388477 194238,5 8821771621
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 1,8825E+11 1 1,8825E+11 37,688468 0,02552192 18,5128205
Dentro de los grupos 9990052743 2 4995026371
Total 1,9824E+11 3

Acetophenone



RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

26050 2 278626 139313 95662112
37922 2 71526 35763 71856072

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F

Entre grupos 1,0723E+10 1 1,0723E+10 128,017177 0,0077211 18,5128205

Dentro de los grupos 167518184 2 83759092

Total 1,089E+10 3

Acetobacter pasteurianus (CONDICIONES ANAEROBIAS)

Benzaldehyde (
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
370491 2 666527 333263,5 480779041

35982 2 89799 44899,5 563103241

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F

Entre grupos 8,3154E+10 1 8,3154E+10 159,316425 0,00621833 18,5128205

Dentro de los grupos 1043882281 2 521941141

Total 8,4198E+10 3




Butyraldehide

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
129414 2 391091 195545,5 699118225
106053 2 196317 98158,5 226440481
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 9484227769 9484227769 20,4940599 0,04549089 18,5128205
Dentro de los grupos 925558705 462779353
Total 1,041E+10
DIA 2 DE FERMENTACION
Candida metapsilosis (CONDICIONES AEROBIAS)
Benzaldehyde (CAS) ‘
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Control 2 440022 220011 1426420872
Inoculo 3 102984 34328 1197098688




ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico para
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad F
Entre grupos 4,1374E+10 1 4,1374E+10 32,4872644 0,01070911 10,1279645
Dentro de los grupos 3820618248 3 1273539416
Total 4,5194E+10 4

Butanoic acid (CAS)

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

Control 2 200284 100142 21806408

Inoculo 3 32286 10762 347461932

ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las variaciones ~ Suma de cuadrados  Grados de libertad  Promedio de los cuadrados F Probabilidad  Valor critico para F
Entre grupos 9586541280 1 9586541280 40,1261464  0,00795566 10,1279645
Dentro de los grupos 716730272 3 238910091
Total 1,0303E+10 4

Candida metapsilosis (CONDICIONES ANAEROBIAS)

2-Butanone, 3-hydroxy- ‘

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza




Control 2 369912 184956 3969048608
Inoculo 3 280420 93473,3333 468200656
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico para
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad F
Entre grupos 1,0043E+10 1 1,0043E+10 6,14187941 0,08940587 10,1279645
Dentro de los grupos 4905449921 3 1635149974
Total 1,4948E+10 4
Butanal, 3-methyl- (CAS)
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Control 2 222813 111406,5 235596925
Inoculo 3 43563 14521 632578323
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico para
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad F
Entre grupos 1,1264E+10 1 1,1264E+10 22,5170082 0,01775368 10,1279645
Dentro de los grupos 1500753571 3 500251190
Total 1,2765E+10 4

Bacillus amyloliquefaciens (CONDICIONES AEROBIAS)

Benzaldehyde (CAS)

RESUMEN



Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

Control 2 440022 220011 1426420872

Inoculo 3 234058 78019,3333 64666070,3

ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico para
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad F
Entre grupos 2,4194E+10 1 2,4194E+10 46,6538581 0,006421 10,1279645
Dentro de los grupos 1555753013 3 518584338
Total 2,575E+10 4
Bacillus amyloliquefaciens (CONDICIONES ANAEROBIAS)
Benzaldehyde (CAS)

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

Control 2 440022 220011 1426420872

Inoculo 3 202381 67460,3333 345995244

ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico para
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad F
Entre grupos 2,7926E+10 1 2,7926E+10 39,5476265  0,00812091 10,1279645
Dentro de los grupos 2118411361 3 706137120
Total 3,0044E+10 4




PHENYL ACETALDEHYDE

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Control 2 0 0 0
Inoculo 3 310609 103536,333 160368994
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico para
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad F
Entre grupos 1,2864E+10 1 1,2864E+10 120,319955 0,00162226 10,1279645
Dentro de los grupos 320737989 3 106912663
Total 1,3184E+10 4

Saccharomyce cerevisaes (CONDICIONES AEROBIAS)

Benzaldehyde (CAS) |

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Control 2 440022 220011 1426420872
Inoculo 3 227020 75673,3333 2772664952
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico para
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad F

Entre grupos 2,5E+10 1 2,5E+10 10,7577143 0,0464295 10,1279645



Dentro de los grupos 6971750777
Total 3,1972E+10

3
4

2323916926

Acetobacter syzygii (CONDICIONES AEROBIAS)

Benzaldehyde (CAS)

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Control 2 440022 220011 1426420872
Inoculo 3 310927 103642,333 648129697

ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las variaciones Suma de cuadrados Grados de libertad Promedio de los cuadrados F Probabilidad  Valor critico para F
Entre grupos 1,625E+10 1 1,625E+10 17,9051504 0,02414988 10,1279645
Dentro de los grupos 2722680267 3 907560089
Total 1,8973E+10 4
Acetobacter syzygii (CONDICIONES ANAEROBIAS)
Benzaldehyde (CAS)

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Control 2 440022 220011 1426420872
Inoculo 3 183251 61083,6667 173084494

ANALISIS DE VARIANZA



Origen de las variaciones Suma de cuadrados Grados de libertad Promedio de los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 3,0309E+10 1 3,0309E+10 51,2969369 0,00560615 10,1279645
Dentro de los grupos 1772589861 3 590863287
Total 3,2082E+10 4

Lactobacillius fermentum (CONDICIONES ANAEROBIAS)

Butanal, 3-methyl- (CAS)

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Control 2 222813 111406,5 235596925
Inoculo 3 176060 58686,6667 83420924,3
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 3335256992 1 3335256992 24,8628404 0,01550891 10,1279645
Dentro de los grupos 402438773 3 134146258
Total 3737695765 4
Acetaldehyde (CAS)
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza




Control 2 440022 220011 1426420872
Inoculo 3 190375 63458,3333 1739490058
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 2,941E+10 1 2,941E+10 17,9865938 0,02400492 10,1279645
Dentro de los grupos 4905400989 3 1635133663
Total 3,4316E+10 4
DIA 3 DE FERMENTACION
Acetobacter ghanensis (CONDICIONES AEROBIAS)
Benzeneethanol (CAS)
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Control 5715578 1905192,667 5,87748E+11
Inoculo 1677133 559044,3333 36796938000
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F

Entre grupos
Dentro de los grupos

2,71817E+12
1,24909E+12

2,71817E+12
3,12273E+11

8,704487452 0,041955306

7,708647421



Total 3,96726E+12 5
Decanoic acid, ethyl ester (CAS)
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Control 0 0 0
Inoculo 269372 89790,66667 2401103436
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico para
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad F
Entre grupos 12093545731 1 12093545731 10,07332341 0,033733173 7,708647421
Dentro de los grupos 4802206873 4 1200551718
Total 16895752603 5
Acetic acid, ethyl ester (CAS)
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Control 3 4404653 1468217,667 72598569910
Inoculo 3 316285 105428,3333 33345400408
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 2,78579E+12 1 2,78579E+12 52,58991413 0,001919571 7,708647421
Dentro de los grupos 2,11888E+11 4 52971985159
Total 2,99768E+12 5




Acetobacter ghanensis (CONDICIONES ANAEROBIAS)

Acetic acid, ethyl ester (CAS)

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Control 3 4404653 1468217,667 72598569910
Inoculo 3 161202 53734 8662028268
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 3,00115E+12 1 3,00115E+12 73,86472982 0,001007076 7,708647421
Dentro de los grupos 1,62521E+11 4 40630299089
Total 3,16367E+12 5
1-Butanol, 3-methyl- (impure) ‘
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Control 3 2317992 772664 33036833827
Inoculo 3 364610 121536,6667 11241827233
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los F Probabilidad Valor critico




variaciones cuadrados libertad cuadrados para F

Entre grupos 6,3595E+11 1 6,3595E+11 28,72490681 0,005848035 7,708647421
Dentro de los grupos 88557322121 4 22139330530
Total 7,24508E+11 5

Benzeneethanol (CAS)

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Control 3 5715578 1905192,667 5,87748E+11
Inoculo 3 298014 99338 399189819
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 4,89167E+12 1 4,89167E+12 16,63415002 0,015117045 7,708647421
Dentro de los grupos 1,17629E+12 4 2,94074E+11
Total 6,06796E+12 5

Lactobacillius fermentum (CONDICIONES AEROBIAS)

\ 1-Butanol, 3-methyl- (impure) (CAS) ‘
RESUMEN




Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Control 3 2317992 772664 33036833827
Inoculo 3 467753 155917,6667 19753934090
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 5,70564E+11 1 5,70564E+11 21,61605455 0,009666463 7,708647421
Dentro de los grupos 1,05582E+11 4 26395383959
Total 6,76146E+11 5
Decanoic acid, ethyl ester (CAS)
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Control 3 0 0 0
Inoculo 3 738167 246055,6667 18019547632
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 90815086648 1 90815086648 10,07961892 0,03370116 7,708647421
Dentro de los grupos 36039095265 4 9009773816

Total

1,26854E+11




Lactobacillius fermentum (CONDICIONES ANAEROBIAS)

Ethanol, 2-nitro- (CAS)

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Control 3 2023379 674459,6667 1,48813E+11
Inoculo 3 486490 162163,3333 20526035657
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 3,93671E+11 1 3,93671E+11 4,649509548 0,097294776 7,708647421
Dentro de los grupos 3,38678E+11 4 84669424951
Total 7,32349E+11 5
Acetic acid, ethyl ester (CAS
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Control 3 4919172 1639724 89133495507
Inoculo 3 342553 114184,3333 39114185936
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 3,49091E+12 1 3,49091E+12 54,44007833 0,00179853 7,708647421
Dentro de los grupos 2,56495E+11 4 64123840722
Total 3,7474E+12 5




1-Butanol, 3-methyl- (impure) (CAS) |

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Control 3 2317992 772664 33036833827
Inoculo 3 1022915 340971,6667 35179141512
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 2,79537E+11 1 2,79537E+11 8,195658117 0,045799617 7,708647421
Dentro de los grupos 1,36432E+11 4 34107987670
Total 4,15969E+11 5
Decanoic acid, ethyl ester (CAS) \
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Control 3 0 0 0
Inoculo 3 770610 256870 1940328517
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F




98973295350
3880657034
1,02854E+11

Entre grupos
Dentro de los grupos
Total

1 98973295350 102,0170497 0,000540686
4 970164258,5
5

7,708647421

Lactobacillius nagelii (CONDICIONES AEROBIAS)

Acetic acid, ethyl ester (CAS)

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Control 4919172 1639724 89133495507
Inoculo 496616 165538,6667 82209150485
ANALISIS DE VARIANZA
Suma de Grados de Valor critico para
Origen de las variaciones cuadrados libertad Promedio de los cuadrados F Probabilidad F
Entre grupos 3,25983E+12 1 3,25983E+12  38,05046405 0,003506942 7,708647421
Dentro de los grupos 3,42685E+11 85671322996
Total 3,60252E+12
Saccharomyce cerevisaes (CONDICIONES AEROBIAS)
Acetic acid, ethyl ester (CAS)
Cuenta Suma Promedio Varianza

Grupos




Control 3 4919172 1639724 89133495507

Inoculo 3 721742 240580,6667 64238709856
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico para
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad F
Entre grupos 2,9364E+12 1 2,9364E+12  38,29120268 0,003466453 7,708647421
Dentro de los grupos 3,06744E+11 4 76686102682
Total 3,24315E+12 5

1-Butanol, 3-methyl- (impure) (CAS) ‘

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Control 3 2317992 772664 33036833827
Inoculo 3 1134327 378109 21280751563
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 2,3351E+11 1 2,3351E+11 8,597969529 0,042718704 7,708647421
Dentro de los grupos 1,08635E+11 4 27158792695
Total 3,42146E+11 5

Saccharomyce cerevisaes (CONDICIONES ANAEROBIAS)



1-Butanol, 3-methyl- (impure) (CAS)

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Control 3 2317992 772664 33036833827
Inoculo 3 998806 332935,3333 5981020366
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico para
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad F
Entre grupos 2,90042E+11 1 2,90042E+11 14,86714 0,018212412 7,708647421
Dentro de los grupos 78035708387 4 19508927097
Total 3,68078E+11 5
| Acetic acid, ethyl ester (CAS) |
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Control 3 4919172 1639724 89133495507
Inoculo 3 712323 237441 71331931021
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico para
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad F
Entre grupos 2,9496E+12 1 2,9496E+12 36,76301471 0,003736017 7,708647421
Dentro de los grupos 3,20931E+11 4 80232713264
Total 3,27053E+12 5

Benzeneethanol (CAS)




Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Control 3 5715578 1905192,667 5,87748E+11
Inoculo 3 898156 299385,3333 2,20019E+11
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico para
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad F
Entre grupos 3,86793E+12 1 3,86793E+12  9,576826638 0,036409764 7,708647421
Dentro de los grupos 1,61554E+12 4 4,03884E+11
Total 5,48346E+12 5
DIA 4 DE FERMENTACION
Bacillus subtilis (CONDICIONES AEROBIAS)
Acetic acid
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
463691 2 2724454 1362227 8764615202
1390328 2 4095356 2047678 1,3939E+10
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F




Entre grupos 4,6984E+11 1 4,6984E+11 41,3889885 0,02331922 18,5128205
Dentro de los
grupos 2,2704E+10 2 1,1352E+10
Total 4,9255E+11 3
Benzeneacetaldehyde
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
11404 2 30535 15267,5 23950120,5
73111 2 196969 98484,5 52213980,5
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 6925069089 1 6925069089 181,846014 0,00545421 18,5128205
Dentro de los grupos 76164101 2 38082050,5
Total 7001233190 3
Phenylvinylacetylene
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
115561 2 772665 386332,5 2483362813
4394736 2 8773942 4386971 9,7218E+11
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 1,6005E+13 1 1,6005E+13 32,8421947 0,02912496 18,5128205



Dentro de los

grupos 9,7467E+11 2 4,8733E+11
Total 1,698E+13 3
Benzeneacetic acid, 2-phenylethyl
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
976238 2 1806131 903065,5 276477613
442886 2 339735 169867,5 5695966645
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 5,3758E+11 1 5,3758E+11 180,019866 0,00550908 18,5128205
Dentro de los
grupos 5972444257 2 2986222129
Total 5,4355E+11 3
Bacillus subtilis (CONDICIONES ANAEROBIAS)
3-Penten-2-ol
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza




101022 2 191875 95937,5 1034078765
68523 2 456875 228437,5 546580985
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 1,7556E+10 1 1,7556E+10 22,2138256 0,04218866 18,5128205
Dentro de los grupos 1580659749 2 790329875
Total 1,9137E+10 3
Caffeine
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
15771 2 32290 16145 1235592
96215 2 145725 72862,5 139528513
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 3216874806 1 3216874806 45,7058967 0,0211862 18,5128205
Dentro de los grupos 140764105 2 70382052,3
Total 3357638911 3

Candida metapsilosis (CONDICIONES AEROBIAS)



B-PHENYLETHYL FORMATE

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

136641 2 1838347 919173,5 37853700,5

114725 2 245610 122805 295633928
ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F

Entre grupos 6,34203E+11 1 6,34203E+11 3803,456162 0,00026282 18,5128205
Dentro de los grupos 333487628,5 2 166743814,3
Total 6,34536E+11 3

Hexadecane
RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
17789 2 842714 421357 336493682
72243 2 68341 34170,5 23756724,5
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico para
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad F

Entre grupos 1,49913E+11 1 1,49913E+11 832,2732359 0,00119937 18,5128205
Dentro de los grupos 360250406,5 2 180125203,3

Total

1,50274E+11




Candida metapsilosis (CONDICIONES ANAEROBIAS)

ETHYLPHENYL ACETATE
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
136641 2 381741 190870,5 382812,5

11685 2 67344 33672 300174002

ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F

Entre grupos 2,4711E+10 1 2,4711E+10 164,437253 0,00602643 18,5128205
Dentro de los grupos 300556815 2 150278407
Total 2,5012E+10 3

B-PHENYLETHYL FORMATE
RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
976238 2 1838347 919173,5 37853700,5

18090 2 29169 14584,5 18428520,5

ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F

Entre grupos 8,1828E+11 1 8,1828E+11 29077,7885 3,4389E-05 18,5128205



Dentro de los grupos 56282221
Total 8,1834E+11

28141110,5

Acetobacter ghanensis (CONDICIONES AEROBIAS)

BENZENEACETALDEHYDE
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
418758 2 669678 334839 4735396562
16041 2 55696 27848 169169618
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 9,4243E+10 1 9,4243E+10 38,4309114 0,02504723 18,5128205
Dentro de los
grupos 4904566180 2 2452283090
Total 9,9148E+10 3
Pentadecane
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
136641 2 439940 219970 1643020488



163375 2 139651 69825,5 88591360,5

ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F

Entre grupos 2,2543E+10 1 2,2543E+10 26,0374412 0,0363264 18,5128205
Dentro de los
grupos 1731611849 2 865805924
Total 2,4275E+10 3

ACETIC ACID
RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

463691 2 2724454 1362227 8764615202

551026 2 285215 142607,5 2,9061E+10
ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F

Entre grupos 1,4875E+12 1 1,4875E+12 78,6479323 0,01247742 18,5128205
Dentro de los
grupos 3,7826E+10 2 1,8913E+10
Total 1,5253E+12 3

Acetobacter ghanensis (CONDICIONES ANAEROBIAS)



Benzeneethanol

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

1335499 2 2844061 1422030,5 6,9908E+10

4497434 2 1429552 714776 8,0267E+11
ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 5,0021E+11 1 5,0021E+11 1,14650216 0,39636638 18,5128205
Dentro de los
grupos 8,7258E+11 2 4,3629E+11
Total 1,3728E+12 3
Acetic acid, 2-phenylethyl ester (CAS)
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
976238 2 1838347 919173,5 37853700,5
221194 2 516497 258248,5 1,4149E+10
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F

Entre grupos 4,3682E+11 1 4,3682E+11 61,5790947 0,01585412 18,5128205
Dentro de los grupos 1,4187E+10 2 7093671283
Total 4,5101E+11 3




Acetobacter pasteurianus (CONDICIONES AEROBIAS)

2-Naphthalene-sulfonic acid

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
36960 2 82918 41459 8511938
270586 2 448716 224358 404871968
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 3,3452E+10 1 3,3452E+10 161,844928 0,00612207 18,5128205
Dentro de los grupos 413383906 2 206691953
Total 3,3865E+10 3
1-phenyl-(2,2,2-2H3)ethanone
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
17789 2 184214 92107 2728448
84280 2 152068 76034 0




ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 258341329 1 258341329 189,368703 0,00523924 18,5128205

Dentro de los grupos 2728448 2 1364224
Total 261069777 3
Benzeneacetaldehyde
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
418758 2 669678 334839 4735396562
36634 2 89284 44642 3511250
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F

Entre grupos 8,4214E+10 1 8,4214E+10 35,5416489 0,02700163 18,5128205
Dentro de los
grupos 4738907812 2 2369453906
Total 8,8953E+10 3




Acetobacter pasteurianus (CONDICIONES ANAEROBIAS)

BENZENEACETALDEHYDE
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
418758 2 669678 334839 4735396562
151993 2 162825 81412,5 1268719565
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 6,4225E+10 1 6,4225E+10 21,3936538 0,04370155 18,5128205
Dentro de los grupos 6004116127 2 3002058063
Total 7,0229E+10 3
(2)-But-2-enyl benzoate
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
976238 2 1838347 919173,5 37853700,5
23078 2 232746 116373 9623283912
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F

Entre grupos 6,4449E+11 1 6,4449E+11 133,41879 0,00741197 18,5128205



Dentro de los grupos 9661137613
Total 6,5415E+11

4830568806

Bacillus amyloliquefaciens (CONDICIONES AEROBIAS)

Ethanol
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
3035588 2 3711041 1855520,5 1,2345E+11
103756 2 212074 106037 16808402
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 3,0607E+12 1 3,0607E+12 49,5774656 0,01958 18,5128205
Dentro de los grupos 1,2347E+11 2 6,1736E+10
Total 3,1842E+12 3
benzophenone
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza




331791 2 806768 403384 349536800
28257 2 122857 61428,5 457985113
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 1,1693E+11 1 1,1693E+11 289,610875 0,00343513 18,5128205
Dentro de los grupos 807521913 2 403760956
Total 1,1774E+11 3
ETHYLPHENYL ACETATE
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
136641 2 381741 190870,5 382812,5
57620 2 117022 58511 964571042
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 1,7519E+10 1 1,7519E+10 36,3106218 0,02645228 18,5128205
Dentro de los grupos 964953855 2 482476927
Total 1,8484E+10 3

Bacillus amyloliqguefaciens (CONDICIONES ANAEROBIAS

Ethanol



Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
3035588 2 3711041 1855520,5 1,2345E+11
58163 45584 22792 16176672
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F

Entre grupos 3,3589E+12 3,3589E+12 54,4080435 0,01788796 18,5128205
Dentro de los grupos 1,2347E+11 6,1735E+10
Total 3,4824E+12 3







