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1. INTRODUCCION.

L os alimentos se distinguen entre otras cosas por sus aromas que son resultado de la
presencia de compuestos volétiles que pueden ser percibidos por los receptores de las fosas
nasales. La industria de los aromas captura o imita gracias a la quimica, los olores que
tienen los aimentos; aproximadamente el 80% de estas substancias se obtienen por sintesis
quimica, el 1.5 % procede de la biotecnologia, y e resto de extraccion de productos
natural es.

L os estudios de mercado indican que los consumidores prefieren los aimentos que
puedan llevar la etiqueta "natura”. La percepcion de natural como “mejor”, hadado lugar a
una demanda creciente de sustancias del aroma que puedan considerarse naturales como es
el caso de los aromas que se extraen de especies vegetales 0 de los que se producen por
métodos bioldgicos como las fermentaciones y las transformaciones enzimaticas (Tyrrell,
1990; Kringsy Berger, 1998).

Los métodos de extraccion de aromas a partir de especies vegetales generalmente
son caros debido a la poca cantidad en que se encuentran en las plantas, a los procesos de
extraccion y purificaciéon, que disminuyen el rendimiento y aumentan operaciones para
lograr una mayor pureza; a la dependencia que existe entre laplantay €l climay a riesgo
de que estas especies contraigan alguna enfermedad (Schindler, 1982, Berger, 1995).
Ademés la mayor parte de los aromas se obtienen de paises en vias de desarrollo donde los
factores politicos y socioecondémicos dan incertidumbre a hecho de poder contar con un
abastecimiento regular.

Los microorganismos (bacterias, hongos y levaduras) juegan un papel muy
importante en la produccion de compuestos aromaticos en una gran variedad de productos

alimenticios como: yogurt, pan, queso, vino, cerveza, etc. Durante siglos, el hombre ha



sacado provecho de ellos para mejorar la calidad (textura, sabor, tiempo de conservacion)
de sus alimentos (Beuchat, 1983).Varios autores han reportado una gran diversidad de
aromas que se pueden producir por diferentes especies de hongos como: € caracteristico
aroma de hongo, producido por Aspergillus oryzae (Kaminsky y col., 1974); el aroma frutal
por Penicillium decumbens (Halim y cols. 1975); el aroma de coco (y-decalactona) por
Trichoderma viride (Sastry y col., 1985; De Araujo y cols. 2002) y el aroma de queso azul
(2-heptanona) por Penicillium roqueforti entre otros (Revah y Lebeault, 1989; Larroche y
col., 1994).

Aungue los hongos filamentosos no producen tantas sustancias aromaticas como las
plantas superiores (Bernd y Berger, 1994) es importante estudiar los aromas que
biosintetizan los microorganismos, porque se puede lograr un control en la produccién del
aroma de una forma mas accesible que con las plantas, si se emplean fermentadoresy alos
deshechos agroindustriales como sustratos. Ademas se conoce comparativamente mucho
mas sobre los compuestos volatiles de las plantas que sobre los compuestos volétiles que
producen los hongos (Hadar y Dosoretz, 1991).

L os métodos modernos de manipulacion genéticay el control de las condiciones de
cultivo aunados a la preferencia de los consumidores por lo natural, hacen de la
biogeneracion de aromas un &rea de importancia en investigacion (Berger, 1995; Welsh y
col., 1989; Kurtzman, 1983).

La mayor parte de los microorganismos productores de aromas son hongos (Maga,
1976) y los hongos del género Ceratocystis son un buen gemplo (Lanza y col., 1976;
Lanzay Palmer 1977; Sprecher y Hanssen, 1983; Janssensy col., 1992).

Dentro de este género, C. fimbriata destaca por la rapidez de su desarrollo, la

facilidad con que produce esporas (Christen y col., 1992) y la amplia gama de aromas



frutades, de dta intensidad que produce, principamente ésteres como: acetato de etilo,
acetato de propilo, acetato de isoamilo y butirato de etilo entre otros, como se ha
corroborado en trabagjos recientes, con fermentaciones en medio solido y en medio liquido
(Christeny col., 1994, Christen, 1995; Sanchez y col., 2002).

Se ha visto que el cambio de las condiciones ambientales puede afectar la
produccion de los metabolitos de los microorganismos, una de estas condiciones
ambientales es la disponibilidad de agua. Unabaja disponibilidad de agua, produce €l estrés
acuoso, a cual los microorganismos deben responder de alguna manera para asegurar su
supervivencia. En el caso de Trichoderma viride, se encontrd un incremento de hasta el
300% de 2-heptanona que es un compuesto volatil que tiene un aroma de queso a una
actividad de agua de 0.98 (Gervais y col, 1988b); para la y-decaactona que produce la
levadura Sporidiolobus salmonicolor, se encontrd un incremento en su produccion a una
actividad acuosade 0.99 (Gervaisy Batut, 1989).

La finalidad de este trabajo es conocer los compuestos del aroma que produce
Ceratocystis fimbriata y evauar como la presencia de un intermediario de aromas
(leucina), un factor de crecimiento como la tiaminay el estrés acuoso (en el medio de
cultivo liquido) afectan su presenciay concentracion.

En la primera etapa de este trabgjo, se identificaron, empleando el sistema gases-
masas, |os compuestos volétiles producidos por C. fimbriata en el medio estandar liquido
(ME) el cual fue disefiado como un método para la produccion de aromas (Christen y
Raimbault, 1991). También se estudiaron las diferencias en la composicion y concentracion
de los compuestos producidos en el medio estandar (ME) y en el medio estandar adicionado

deleucina(MEL) utilizando el cromatégrafo de gases con detector de ionizecién de flama.



En una etapa siguiente mediante estudios del espacio de cabeza de los frascos de
cultivo, se estudiaron las diferencias en la produccion de aromas cuando se empleo el
inoculo crecido sin tiamina (T-) y el indculo crecido con tiamina (T+), empleando el medio
estandar (ME), el medio adicionado de leucina (MEL) y el medio adicionado de tiamina
(MET) paralos cultivos. Ademas, se estudio el efecto de la actividad del agua en estos tres
medios (ME, MEL y MET) usando €l indculo (T+) y €l inéculo (T-), sobre la produccion

de biomasay sobre laproduccion de los compuestos arométicos.



2. Revision bibliogréfica

2.1 Aromas. Definiciones.

El sabor es uno de los atributos sensorial es mas gpreciados en los aimentos. Junto con €
sabor, existen un conjunto de cualidades como € color, la forma, la texturay la seguridad, las
cualesdeterminan la calidad del alimento (Chang y col., 1977).

Al sabor se le ha definido como una memoriay una experiencia, esta definicion tiene su
explicacion en dos fendmenos, ya que el sabor comprende la sensacion total experimentada por el
consumidor: que empieza cuando percibe el aroma antes de colocar el alimento en la boca,
participa también el olor que es el que se percibe en la parte retronasa de la cavidad bucal y la
sensacion del gusto en la boca. Cuando los compuestos volétiles que estan en la cavidad ora
pasan ala nariz por difusion o por efecto de bombeo al tragar, su carécter puede ser diferente a
del aroma debido a efecto de la dilucion con saiva, efectos mecanicos con la lengua o de
calentamiento. Los aromas se detectan por células receptoras del epitelio olfativo de la cavidad
nasal, mientras que los mensgjeros quimicos no volatiles y solubles en agua, del sentido del sabor
interaccionan con los receptores de la lengua e imparten cuatro impresiones basicas: dulce,

salado, amargo y &cido (Dijksterhuisy Pigot 2001).

2.1.1 Compuestos del aroma

La sensacion del aroma, proviene de mezclas muy complejas de moléculas organicas
pequefias y volatiles de naturaleza quimica diversa, que estan presentes en concentraciones muy
bajas en el alimento (Tyrrell, 1990). L os grupos funcionales organicos mas importantes que estan
presentes entre los compuestos del aroma, son: ésteres, lactonas, terpenos, acoholes, cetonas y

aldehidos (Cuadro 2.1). A modo de ejemplo, actud mente se sabe que 350 componentes forman el



aroma de fresa, 56 el del aceite de oliva (Moralesy col., 1994) y 175 el del tequila (Benn y

Peppard, 1996).

Cuadro 2.1 Compuestos del aroma de diferentes frutos, clasificados por grupo funcional.

Compuesto Naranja Toronja Limon Mandarina Mango Engel y
Shaw, 1979 Wilson y Shaw, 1979 Shaw, 1979 Tresd, 1983
Shaw, 1980
I Hidrocarburos I 0 I 0 } 1 I 2 I 6
Terpenos 3 23 19 26 16
| Aldehidos y cetonas | 7 | 4 ‘ 14 | 18 | 15
| Esteres | 5 | 1 ‘ 7 | 14 | 36
I Alcoholes I 11 I 1 } 7 I 18 I 19
Lactonas 0 0 0 0 8
| Acidos carboxilicos | 0 | 0 ‘ 0 | 7 | 0
Total 26 29 48 85 100
| | | | | |

La presencia de una cierta sustancia en un alimento no significa que participa de su aroma
0 de su sabor, esto solamente sucede si esta en concentraciones més altas a su valor de umbral del
aroma (concentracion minima a la que se detecta su aroma) el cua ademés se modifica por la
presencia de otras sustancias (Erickson, 1976). Es posible hacer varias generalizaciones con
respecto al sabor, una sustancia que tiene sabor debe estar en solucion acuosa y bafiar lalengua.
Lasolubilidad en aguaes el primer requisito para que una sustancia tenga sabor, mientras que las
sustancias solubles en lipidos son las que actian como estimulo en el olfato. Muchas substancias
del sabor son hidrdéfilas, no volétiles. Los umbrales de deteccion de las moléculas lipofilicas
como los acoholes tienden a ser més bajos que los de sus contrapartes hidrofébicas como los

ésteres (Cuadro 2.2).



L os terpenos son responsables de los aromas de los aceites esenciales de muchos frutos,
biosintéticamente provienen del &cido mevadnico (Turner y Aldridge, 1983). Las lactonas son
ésteres ciclicos principalmente y y 8, se encuentran presentes en muchos alimentos, ejemplos de
ello son las lactonas con aroma de coco y la de durazno que se pueden formar a partir de
cetoacidos después de la reduccién del grupo carbonilo a acohol y finalmente una

esterificacion interna.

Cuadro 2.2 Compuestos del aromay sus valores de umbral de deteccion del aroma.

Compuesto Aroma Umbral de deteccion del aroma?®
mg/m® Aire ppM/H,O
Acetaldehido En dtas diluciones reminiscente al | .066° .000688
café ovino

| Acido acético | vinagre | 0.025-76 | 243

| Acetato de amilo | frutal | 0.04 | 0.08

| Butanol | Dulce, frutal | .158-1000 | 25

| Acido butirico | desagradable | 0.0001 |

| Etanol | alcohdlico | 4000° | 100

| Acetato de etilo | frutal | 36-1.12 | 5.0

| 2-metilbutirato de etilo | frutal | 46 | .0001

| Etil vainillina | Dulce, cremoso, vainilla | .000007 | 1

| Alcohol isobutilico | Diluido suave, dulce, platano | 1-500 | 7.0

| Acido isobutirico | Frutal, dulce | | 8.1

& La minima cantidad detectada por un sujeto, que no quiere identificar sino solamente detectar la existencia de un
egtimulo.
® ¢l valor estaen ppm en aire.

(lactonizacion) (Welsh y col., 1989). Los ésteres de cadena linea y ramificada contribuyen al
aroma de casi todas las frutas y de muchos otros alimentos. En el cuadro 2.3 se dan algunos

ejemplos.



Cuadro 2.3 Descripcidn del aroma de algunos ésteres.

Acetato deisobutilo Platano, frutal

Acetato de isoamilo Platano, frutal

Acetato de 5-hexenilo Dulce, amargo, frutal

5-hexenoato de Z-3-hexenilo Verde, manzana, frutal

5-hexenoato de etilo Dulce, frutal, fruta tropical

Mandarina

| |
| |
I Butirato de 5-hexenilo I Frutal, pifia
| |
I Antranilato de dimetilo I

Las cetonas como saborizantes son reconocidas primordia mente por su contribucién al
aroma de los quesos, particularmente de los quesos madurados por hongos. Estos compuestos
junto con los écidos grasos libres y los alcoholes secundarios, dan a los quesos madurados por
Penicillium su aroma caracteristico (Kinsellay Hwang, 1976).

Uno de los méas importantes aromas de las dicetonas es e diacetilo (2,3-butanodiona), €l
cual tiene un sabor a mantequilla, semejante a nuez aungue es un compuesto del aroma de ato
valor, en pequefias cantidades en jugos de frutas, vinos o cerveza producen mal sabor.

Muchos adehidos, difaticos, aromaticosy terpenoides, exhiben cualidades organol épticas
distintas de alto valor en la industria de los alimentos. Generalmente los adehidos de C, a C;
alifaticos son volétiles y se caracterizan por olores desagradables e irritantes, mientras que los
aldehidos grasos (Cs-C13) son menos penetrantes més florales y atractivos cuando aumenta su
peso molecular.

L os acoholes juegan un papel modesto e indirecto en los aromas. En €l vino, en bebidas
destiladas, los acoholes superiores, son cuantitativamente el grupo mayor de los compuestos

volatiles y su presencia es esencia para la calidad total del aroma. Los alcoholes también tienen



roles indirectos como precursores para la preparacion de otros aromas. Por giemplo, los a coholes
se pueden oxidar a ddehidos o usarse para la produccion de ésteres. Después del etanol muchos
alcoholes superiores son los principales metabolitos de la fermentacién por levaduras. En la
cerveza, se han identificado 45 alcoholesy el que predominaes el etanol.

Los &cidos grasos de cadena corta se caracterizan por su olor desagradable, fuertemente
pungente e irritante en concentraciones altas. Conforme aumenta el peso molecular, este olor se
va reemplazando por un aroma a mantequilla, con algunas notas de queso. Los acidos grasos con
mas de 14 carbonos, son sdlidos cerosos con olor ligero a sebo. El bgjo impacto del aroma de los
acidos grasos, ha disminuido su valor como saborizantes, aungue contribuyen a la formacion de
aromas complgjos y acentlian ciertas caracteristicas del aroma. Por ejemplo los &cidos grasos de
C; aCg acentuan las notas frutales mientras que los C4 y de Cs-C10 aumentan el sabor a queso.
Generalmente los &cidos ramificados como €l isovalérico, tienen umbrales de sabor més bajos
gue los écidos de cadena recta. La presencia de un hidroxilo tiende a suprimir € olor, mientras

gue los &cidos aromaticos son ligeramente bal samicos con ligeras notas de especias y florales.

2.1.2 Mercado de losaromas.

Laindustriade los aromas y las fragancias es una parte importante del mercado mundial.
En 1979, este mercado se estimd en 4 billones de dolares y para el 2001 esta cifra habiallegado a
los 11 billones de ddlares. La compafia lider en el mercado es Internaciona Flavor & Fragances
(IFF), cuyas ventas en 1998 eran menores a las de la empresa Givaudan, de alrededor de 1500
millones de ddlares, actualmente IFF tiene ventas de 1900 millones de ddlares, mientras que
Givaudan ha permanecido igual. Siguen en importancia por € valor de sus ventas de 1000
millones de ddlares, Firmenich, Quest Internationd, Takasago, Harman and Reimer (H&R). Diez

empresas son las que tienen el 80% de las ventas del mercado mundial en esta &rea. El porcentaje
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de ventas de Internacional Flavor & Fragances durante el afio 2001, fue de la siguiente manera:
las ventas de los saborizantes y |las fragancias fue del 33% cada uno, mientras que los aromas y
los aceites esenciaes fueron aproximadamente del 17% cada uno (Figura 2.1a). Norteamérica es
el lugar con mayores ventas, seguido muy de cerca por Europa Occidenta (Figura 2.1b)
(Leffingwell y col, 2002). Freedonia, una firma de investigacion de mercado estadounidense,
anuncia que la demanda de sabores y fragancias crecera arededor de 5.4% por &io, hasta

alcanzar $18.40 billones de dblares parael 2004 (Royal Society of Chemistry 2000- 2002).

Bfragancias
O saborizantes

O aromas

H aceites esenciales

33%

(b)

7%
O Europa Occidental
O Norteamérica

0O Sudamérica
OMedio Oriente

M Europa Oriental

43%

Figura2.1 valor del mercado mundial en el 2001, por tipo de producto y por continente dado en porcentajes.
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Se conocen adrededor de 6400 compuestos volatiles naturales y alrededor de 10000
compuestos fragantes y a pesar de €ello, en laindustria de los aromas y de las fragancias sblo se
utilizan unos cuantos centenares. Solamente 400 compuestos quimicos se fabrican en una escala
mayor de 1 tonelada por afio. También miles de toneladas por afio de saborizantes no volatiles,
como edulcorantes, acidulantes y saborizantes, se producen através de la biotecnologia, mientras
que la bioproduccién de sabores volétiles es una linea que surgié recientemente (Hagedorn y
Kaphamer 1994).

La mayor parte de los compuestos del aroma se obtienen por reacciones quimicas, sin
embargo latendenciaalo natural y las caracteristicas de los procesos de obtencidn, hacen que la
diferenciaen €l precio de un compuesto natural y su contraparte sintética sea considerable.

Por ggemplo, lavainillina que es el compuesto del aroma con mayor demanda en e mundo
se cotiza a 12 ddlares/kg, cuando se obtiene quimicamente y su contraparte natural, que se extrae
de lavainade lavainilla (Vanilla planifolia), acanza un precio de 4000 délares/kg (Rakotoarisoa
y Shapouri, 2001). En 1995 solamente un 0.2% de la vainilla del mercado mundial (20 t/afio) se
extrgo de laplanta. En 1992, la industria de las fermentaciones de los Estados Unidos, tuvo un
valor de ventas de 896,000 ddlares, en la Figura 2.2 pueden verse los valores porcentuaes de los
diferentes rubros.

En el 2002 México exportd acetato de etilo (Cuadro 2.4) obtenido del petrdleo con un
valor de 18,960,000 délaresy lo importd por un valor menor (1,213,000 délares), esto fue debido
aque el producto de importacion es de mayor pureza, 1o que ocurre también con el acetato de n-
butilo. En estainformacion, no se detala € origen (natura o sintético) de estos compuestos, ni €

uso a que se les desting; debe tomarse en cuenta que el uso més importante de estos ésteres del
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acido acético, es el de disolventes que se usan en muy diversas empresas que no pertenecen ala

industria alimentaria

aromas
0.3%

acidos
5.4%

polisacéridos
5.6%

aminoacidos
5.8%

antibidtico
59.8%

Figura 2.2 Industrias de fermentaciones, Estados Unidos, 1992.

Debido a la demanda creciente, el mercado de productos con saborizantes (comida
preparada, bebidas) y el de los productos con fragancias (cosméticos, detergentes) se requieren

nuevas estrategias parala obtencion de los compuestos del aroma (Cheetham, 1996).

2.2 Produccion de aromas.
Los aromas pueden obtenerse por sintesis quimica y por la via natural. Los métodos
sintéticos son mas econdmicos debido a que es posible obtener mayor cantidad del producto

deseado a un menor precio como se sefiala en la seccion 2.1.2 para € caso la vainilla. Sin
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embargo presenta algunas desventajas como son e rechazo por parte del pablico y en el caso de
los compuestos quirales la dificultad para separar las mezclas racémicas (Brenna y col. 2003)
Breuer y col., 2004). La principal via natural de obtencion de aromas es la extraccion de
productos vegetales, 10s que a su vez presentan desventgjas, como la escasa concentracion de

aromas en | as diferentes especies, |os periodos largos de tiempo parallegar alaetapa de

Cuadro 2.4 valor anud de lasimportaciones y exportaciones del comercio total de vainilla, acetato

deetilo y acetato de butilo en miles de délares americanos (Secretaria de Economia de M éxico, 2003).

| | Vainilla | Acetato de etilo | Acetato de n-butilo
| Afio | exportacion | importacion | exportacion | importacion | exportacion | importacion
| 1990 | 609 | 34 | 484 | 22 | 411 | 152

| 1991 | 637 | 7 | 690.3 | 178 | 171 | 831

| 1992 | 491 | 5 | 1878 | 133 | 147 | 1557
| 1993 | 463 | 6 | 5956 | 491 | 247 | 771

| 1994 | 535 | 3 | 9588 | 239 | 267 | 684

| 1995 | 650 | 35 | 27346 | 414 | 513 | 828

| 1996 | 410 | 13 | 36621 | 352 | 2664 | 826

| 1997 | 557 | 43 | 49506 | 202 | 1470 | 675

| 1998 | 341 | 33 | 43998 | 214 | 797 | 414

| 1999 | 701 | 35 | 34292 | 291 | 698 | 523

| 2000 | 623 | 10 | 24918 | 1004 | 652 | 7985
| 2001 | 1559 | 50 | 24741 | 2575 | 425 | 8193
| 2002 | 2562 | 50 | 18960 | 1213 | 310 | 6203

produccién, el climay las enfermedades; ademas de los problemas politicos y socioeconémicos
de los lugares en donde crecen las especies vegetales. Es por todo esto que los procesos
biotecnoldgicos han cobrado mayor importancia en los ultimos afios. La biotecnologia, involucra
disciplinas cientificas bésicas como las ciencias de la vida, la quimica y la ingenieria para
proporcionar productos comercides. Si se define alabiotecnologia mas ampliamente, el término

incluye cuaquier técnica que use organismos Vvivos (0 partes de organismos) para hacer o
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modificar productos, para mejorar plantas o animales, o desarrollar microorganismos 0 enzimas

vegetales 0 microbianas, parausos especificos (Winterhalter y Schreier, 1993).

La biotecnologia comprende la sintesis de novo, las biotransformaciones y la ingenieria
genética. El desarrollo de métodos biotecnol dgicos para la produccion de compuestos del aroma
puede ser muy dificil porque los aromas naturales, estan compuestos de cientos de sustancias

(Schreier, 1992).

2.2.1 Cultivos de tejidos vegetal es para la produccién de aromas.

La mayor parte de los cultivos de tejidos vegetales no han producido un rendimiento
adecuado de las substancias del aroma, pero en algunos casos el rendimiento ha sido mayor que
en laplanta. En genera la biotecnologia que utiliza células vegetales continta siendo un reto. En
cuanto a los costos, es més favorable el uso de los microorganismos (Cuadro 2.5) (Schwab,

2000).

Cuadro 2.5 Comparacion de diferentes parémetros de los procesos de biotransformacion entre células microbianas

y de plantas (Adaptado de Winterhalter y Schreier, 1993).

Pardmetro Cultivo con Cultivo con células vegetaes
microorganismos
| Rompimiento por cisallamiento ‘ Insensible | Sensible
| Tiempo de duplicacion ‘ Horas | Dias
| Tiempo de cultivo ‘ Dias | Semanas
| Productos ‘ Extracelular | Intracelular
| Costos promedio ‘ $6/m’ | $50.00 / m*®
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2.2.2 Métodos microbiol 6gicos para la produccién de aromas.

2.2.2.1 Fermentacion

La fermentacion se hausado empiricamente desde hace muchos afios en todo el mundo
con los procesos de produccion de bebidas alcohdlicas como el vinoy la cerveza, también la
fermentacidn microbiana se emplea parala produccién de alimentos como el pan, el quesoy
otros alimentos tradicionaes (Cuadro 2.6). En todos estos casos, |a produccion del aromase
realizain situ. En lafermentacion se usan fuentes de carbono y nitrogeno baratasy el producto se
genera como resultado del metabolismo complejo del microorganismo; la fermentacion es un

proceso de biosintesis.

Cuadro 2.6. Algunos gjemplos de produccion de aromas en los dimentos fermentados tradicionales

(Adaptado de Christen, 1995)

‘ Alimento (origen) ‘ Substrato ‘ Microorganismo (s) ‘ Utilizacion
Ketjap (Indonesi soya ergillus oryzae Sazonador

| jap ( 3) | y | Asperg yza |

| Pozol (México) | Maiz | Levaduras y bacterias | Alimento base

| Miso (Japon, China) | Arroz, soya | A. Niger, lactobacilos | Sazonador

| Sufu (China) | Soya | Mucor sp | Queso de soya

| Tempeh (Indonesia) | Soya | Rhizopus p. | Sustituto de carne

| Torani (India) | Arroz | Candida, Saccharomyces | Sazonador

| Kimchi (Corea) | Legumbres | Bacterias l4cticas | Condimento

| Koji | Arroz | Aspergillus oryzae | Alimento

| Sake | Arroz | Aspergillus oryzae | Bebida

| Beiju | Masa de yuca | Neurospora crassa | Alimento
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2.2.2.2 Biotransformacion

En la biotransformacion es necesario un sustrato adecuado para realizar modificaciones
especificas o interconversiones de estructuras quimicas por células enteras o por enzimas. Las
células que se emplean en e proceso de biotransformacion pueden estar en crecimiento o pueden
ser células que ya no crecen. Estas interconversiones se pueden llevar a cabo empleando agua
como medio de reaccidén o disolventes organicos, estos ultimos, son los llamados medios no
convencionales (Klibanov, 1986; Halling, 1994; Agrawal, 2001).

La estricta separacién entre crecimiento microbiano y biotransformacién con células que
yano crecen (células en reposo), ofrece muchas ventajas, como por gemplo: 1) Cada paso puede
optimizarse individualmente y se excluye una influencia negativa del substrato o el producto
cuando la célula esta en crecimiento. 2) La edad de la célulay la densidad que da la conversion
Optima, se puede determinar facilmente. 3) Cuando se usan disolventes, el paso de
biotransformacion no es susceptible de contaminacion, porque € medio de transformacion es
diferente. 4) El aidamiento del producto es mucho mas facil porque € medio de transformacion
es menos complejo (Banerjee, 1993).

L os microorganismos se pueden usar para producir biotransformaciones de precursores a
aromas naturales. El microorganismo seleccionado se crece bajo condiciones que favorecen ala
enzima o ruta enzimatica, entonces las células se cosechan y se resuspenden a una densidad
celular dta, en un medio que limita su crecimiento posterior. La biotransformacion del
compuesto anadido, se puede redlizar a eficiencias que van hasta el 100%. L os problemas de una
reaccion lenta, se superan con frecuencia por una alta concentracion celular. EI empleo de células
enteras en |as biotransformaciones ofrece una aternativa a los procesos quimicos o enziméticos
convencionales. Sin embargo, es necesario superar agunas desventgjas del uso de células enteras,

como las reacciones que frecuentemente involucran el uso de substratos a bajas concentraciones
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(frecuentemente milimolar) y los rendimientos de la reaccién y la produccion de compuestos es
con frecuenciabaja (Welshy cols. 1989; Molinari y cols. 1995).

Un gjlemplo de la utilidad de las biotransformaciones es el siguiente: el bajo rendimiento
de los terpenos producidos microbiolgicamente, junto con la abundancia de terpenos en las
plantas, hacen que el desarrollo de procesos de fermentacion para produccion de terpenos del
aroma sea innecesaria. El valor rea de los microorganismos para la produccién de muchos
compuestos es |la biotransformacidn de compuestos natural es baratos a otros de valor més elevado
(Panke y cols. 2004), como es el caso de la biotransformacion llevada a cabo por Pseudomonas
putida de mentona a L-mentol (Kieslichy col., 1986). Muchas bacterias y hongos son capaces de
usar terpenos como Unica fuente de carbono y energia. La degradacion de terpenos la hace
Pseudomonas, porque este microorganismo posee la flexibilidad genética de sintetizar una gran
variedad de oxigenasas y enzimas relacionadas, necesarias para llevar a cabo la activacion y
ruptura de la cadena lateral del terpeno y de las uniones del anillo de carbonos (Welsh y col.,
1989).

Humprey y col. (1990) patentaron un proceso de bioconversidn de aceite de coco en metil
cetonas por Aspergillus Niger. Gatfield y col. (1993) transformaron a é&cido ricinoleico en y-
decalactona con una cepa de Candida.

Otro ejemplo de biotransformaciones para la produccion de compuestos de mayor valor es
la conversion de fenilalanina a 2-feniletanol con hongos en crecimiento del género Aspergillus.
El 2-feniletanol tiene aroma de rosas y se usa en las industrias de los aimentos y de los
cosméticos (Lomascolo y cols. 2001).

Lainmovilizacién celular es un método muy Util para reaizar reducciones con levaduras

de B-cetoéster a los correspondientes alcoholes, estas reducciones son enantioselectivas y
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estereoespecificas. Las matrices de inmovilizacion usadas con mas frecuencia son de aginato,

poliuretano o carragenina (Nakamuray col., 1985).

Actuamente los procesos microbianos han llegado a ser una tecnologia efectiva y

controlada parala produccion de compuestos relacionados con el sabor (Cuadro 2.7).

Cuadro 2.7 Compuestos del aromay del sabor producidos por microorganismos (Adaptada Konar, 2000).

| Sabor | Microorganismo | Molécula

| Base de chocolate | Saccharomyces sp. | Isoval eraldehido

| Bases para bebidas | Sacharomyces sp. | Esteres etilicos

| Esteres frutales | Geotrichum sp. | Butirato de 2-metiletilo
| Acidos | Lactobacilos | Acido succinico

| Aldehidos | Candida sp. | Acetaldehido

| Alcoholes | Clostridium sp. | Butanol, etanol

| Nucledtidos | Bacillus sp. | Inosina

| Nucledsidos | Bacillus sp. | 5-Inosina monofosfato
| Pirazinas | Pseudomonas sp. | 3-isobutil-2-metoxipirazina
| Terpenos | Streptomyces sp. | Cadinol

2.2.2.3 Métodos enziméticos para producir aromas.

Los métodos biotecnoldgicos a partir de microorganismos, ademas de ser biosintéticos o

de biotransformacién, pueden hacer uso de las enzimas (Bigelis, 1992; Burkhead y col., 1994).

Una de las principales razones para usar enzimas, e€s la preparacion de compuestos puros

enantiomericamente. Los métodos enziméticos se caracterizan por su suavidad, por lo que son

tiles cuando los sustratos o los productos de reaccion son l&biles quimicamente. Muchos

productos comerciales se han desarrollado con tecnologia enzimatica, como la produccion de

amino &cidos, derivados de é&cidos nucleicos, y azlcares. La L-alanina se prepara exclusivamente
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con enzimas como la aspartato-(R)-descarboxilasa, el &cido L-aspartico con la aspartasa, un
jarabe alto en fructosa con la glucosaisomerasa. Un panorama del uso actual de |las enzimas,

muestra que la mayor parte de las aplicaciones cae en reacciones estereoliticas y agunas en
reacciones de deshidrogenacion, aungue las deshidrogenaciones se llevan a cabo meor con

microorganismos completos (Winterhalter y Schreier, 1993).

2.2.2.4 Métodos de ingenieria genética para la produccion de aromas.

La ingenieria genética juega un papel importante para la produccion de aromas. Este
proceso es mucho mas complicado para plantas que para microorganismos, por ejemplo, mientras
gue por la eliminacion de solamente un gen en un microorganismo, se puede obtener el efecto
deseado, en plantas varios genes casi idénticos, pueden codificar para proteinas similares.

Se ha usado a la ingenieria genética en jitomates y petunias para incrementar la
produccién de linalol e cua es un repelente de insectos (Capell y Christon, 2004). Algunas
enzimas que se han obtenido a partir de microorganismos usando la ingenieria metabdlica son las
proteasas, amilasas y lipasas (Winterhalter y Schreier, 1993).

L as técnicas de manipul acidn genética que se usan son la mutacion no especifica, la
replicacion genética aumentaday la clonacion de material genético en lineas celulares més
estables que crezcan maés rdpido. L as mutaciones introducidas por mani pulaciones genéticas
pueden inducir cambios en rutas que producen acumulacion de los metabolitos deseados.
Similarmente unamutacion puede disminuir la susceptibilidad de un microorganismo ala
inhibicion por producto o alarepresion catabdlica dando como resultado un incremento en la
formacion de producto. La mutagénesis no especifica se puede usar paraamplificar genes, que
pueden aumentar la salida de enzimas especificas para aumentar laformacién de producto. El

material genético responsable de codificar rutas especificas, se puede remover de un organismo



20

donador, transferido via un vector apropiado e insertarlo en un organismo huésped (De Vosy

Hugenholtz, 2004).

2.3 Crecimiento microbiano

Los microorganismos para su crecimiento requieren de una fuente de materia y de una fuente
de energia. En la mayoria de las fermentaciones industriales la fuente de carbono y la fuente de
energia son la misma, por ejemplo glucosa, pero es necesario que la fuente de materia contenga
todos los elementos constitutivos de la masa celular en las proporciones requeridas por la
composiciéon interna del microorganismo, asi como otros requeridos para la produccion de
metabolitos especiales.

Un medio de cultivo se encuentra definido como |a combinacién solida o liquida de nutrientes y
agua, la cua incluye sales inorganicas, carbohidratos, vitaminas y aminoacidos, puede ser

suplementado con algun regulador de crecimiento y ocasionalmente con otras sustancias.

2.3.1 Factoresde crecimiento. Tiamina

Las vitaminas o factores de crecimiento son compuestos organicos que funcionan como
coenzimas y son eficientes en cantidades pequefias. M uchos microorganismos tienen la capacidad
de sintetizar estos componentes, pero agunos microorganismos no pueden hacerloy es necesario
proporcionarles estas substancias. La tiamina es un regulador de crecimiento, que en el caso de
algunos microorganismos como C. fimbriata, el microorganismo no puede producir, éste es un
hongo auxotrofo en tiamina y requiere de ella para la formacion del peritecio que es el sitio en

donde se producen las esporas sexuales (Robinsy Ma, 1942; Barnett y Lilly, 1947).
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Las enzimas dependientes de pirofosfato de tiamina catalizan varias reacciones como la
fenilpiruvato descarboxilasa que interviene en la ruta de Ehrlich en levaduras; la acetolactato
sintasa que esta presente en la biosintesis del 2,3-butanodiol en Klebsiella pneumoniae; la
transcetolasa en la ruta de las pentosas-fosfatos en bacterias y levaduras y la acetohidroxiécido
sintasa que participa en la biosintesis de aminoécidos ramificados en el metabolismo de los

hongos (Pohl y col. 2004).

El pirofosfato de tiamina (TPP) es la forma coenzimética de la vitamina B, (tiamina), su
estructura esta formada por un anillo pirimidico y otro tiazdlico. EI TPP es importante en la
ruptura de los enlaces adyacentes a carbono carbonilico como en la descarboxilacion de a-
cetoacidos y en reordenamientos en los que existe transferencia de un grupo aldehido activado
desde un atomo de carbono a otro. El anillo de tiazolio es la parte funcional del pirofosfato de
tiamina (Figura 2.3), el proton C-2 del anillo es relativamente &cido y su pérdida produce un
nucledfilo que es la especie activa en las reacciones de TPP. Este carbanion se adiciona
fécilmente a grupos carbonilo, lo que facilita las reacciones como la descarboxilacién catalizada

por lapiruvato descarboxilasa (L ehninger, 1994).
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2.3.2 Efecto de parametros ambiental es sobre la biomasa y la produccién de aromas

El pH es un pardmetro particularmente importante que afecta el crecimiento microbiano y

tiene influencia en las rutas metabdlicas y en los productos generados por |0s microorgani Smos.

Hay muchos factores que ocasionan cambios de pH en un bioproceso, como: la formacion de
productos é&cidos, la entrada de nutrientes, los productos de reaccion enzimatica de Oxido
reduccion, los cambios en la capacidad amortiguadora del medio y una agitacion deficiente. El
cambio de pH durante la fermentacion, puede afectar la membrana celular, la morfologia de la
célula, la solubilidad de las sales y del oxigeno, el estado de ionizacion de los sustretos, la
osmolaridad de la solucion, |a toma de varios nutrientes y 1os productos del metabolismo (Wang
y McNeil, 1996). L as enzimas intracelulares estan protegidas de los cambios de pH ambientales,
pero todas las enzimas extracelulares son sensibles a pH del medio. Los mecanismos de
transporte de los sustratos a interior de la célula, también dependen del valor del pH. Los hongos
son muy tolerantes abgjos valoresde pH (acidéfilos) pero la mayoria tienen su optimo entre 5.6
y 6.8 unidades de pH, parael crecimiento.

En los organismos aerdbicos el oxigeno juega un papd vitd en muchos aspectos del
metabolismo celular. Por ejemplo, el oxigeno actla como un aceptor de electrones terminal para
las reacciones de oxidacion que proporcionan energia para las actividades celulares. Los
mi croorganismos facultativos son capaces de realizar respiracion o fermentacion, dependiendo de
laaccesibilidad del oxigeno en el medio de cultivo.

El oxigeno se incorporaen las moléculas organicas através de la actividad catalitica de la
oxigenasa. Puede actuar como un regulador de enzimas. Muchos sistemas enziméticos se inducen
o reprimen por € oxigeno, por lo que los cambios en oxigeno disuelto, con frecuencia, influyen

en la tasa de respiracion, sintesis y actividades de enzimas y en la formacion de productos
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metabolicos (Wang y McNeil, 1996). Las quinolonas son antibiéticos usados para tratar la
infeccidn bacteriana, probablemente su funcionamiento es por estrés oxidativo, ya que induce la
formacion de radicales libres oxigeno (Nelson y col., 1997).

Por otra parte, se ha visto que la presencia del dioxido de carbono en los medios de
cultivo produce deformaciones de lacélula(Mc Intirey Mc Neil, 1998). L os niveles moderados o
bajos de CO. producen alteraciones en la reologia y ocasionan problemas de mezclado y
transferencia de masa (McNeil y Harvey, 1993).

Todos los microorganismos tienen una temperatura Optima de crecimiento, asi como
temperaturas minimas y maximas a las cuales pueden sobrevivir. La éptima es por supuesto la
mas favorable para €l crecimiento y varia de acuerdo con € tipo de microorganismo, las
temperaturas criticas son aguellas que permiten e crecimiento y la multiplicacion dentro de
ciertas condiciones especificas, correspondiendo alamas atay ala mas baja respectivamente de
las temperaturas que los microorganismos pueden resistir. Para los hongos estas temperaturas

estan entre 20 y 30 °C.

2.4 Respuestas de los microorganismosal estrés ambiental.

Las céulas de los microorganismos son capaces de tolerar y reaccionar a un amplio
rango de cambios ambientales. Entre las variables ambientales que afectan a los
microorganismos, estan: el pH, la composicion del medio, la temperatura, la disponibilidad de
oxigeno y de agua, € potencia redox, la aireacion y la agitacion del medio. Un cambio en alguna
de estas variables, puede producir ateraciones en las velocidades de reaccion enziméticas. Los
cambios de temperatura pueden afectar las velocidades de reaccion de las enzimas, y los cambios
osmoaticos pueden influir en los movimientos de los solutos a través de las membranas. Todos

estos cambios, producen en la célula un estado de estrés.
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El estrés es la pérdida del estado fisiologico estable de un organismo vivo, es un factor
gue se produce cuando hay limitacién o exceso en el valor de alguna variable del medio de
cultivo y produce gjustes al metabolismo y a los procesos celulares necesarios para proteger ala
célula en contra del efecto negativo del cambio ambiental y para reparar cualquier dafio
molecular (Levit, 1980). Las alteraciones de las condiciones fisicas 0 quimicas que tengan un
efecto negativo en el crecimiento celular requieren de respuestas rapidas y drasticas para asegurar
la supervivencia del microorganismo. La célula adquiere resistencia, toleranciay mecanismos de
prevencion a dafios produciendo proteinas y enzimas especificas a diferentes niveles o una
actividad diferente a la que tenia antes de la exposicion a estrés, ya que su metabolismo esta
regulado en forma poco rigurosa, lo cual permite la acumulacién de metabolitos. Por ello es
posible influenciar la cantidad y la calidad de los compuestos volétiles producidos con la
alteracion de los factores ambientales y nutricionales (Welsh y col., 1989). También muchos
microorganismos sufren cambios morfoldgicos en respuesta a los cambios ambientales. Los
hongos muestran una gran variedad de adaptaci ones morfol égicas incluyendo la formacion de los
cuerpos fructificantes, en respuesta a un estimulo apropiado (Wang y McNeil, 1996). A los
mecanismos moleculares inducidos por condiciones adversas, se les denomina respuestas a
estrés; el estrés es una de las herramientas de la naturaleza, no es algo que deba combatirse
(Hohmann, 1997). El estrés puede ser un factor que si se aplica en exceso mata, aungque hay
microorganismos que a pesar del estrés crecen, sobreviven y se propagan. En los
microorganismos, se ha encontrado que tiene efecto en la produccidén de metabolitos valiosos
para el hombre, como en la produccion de antibidticos por hongos, como es e caso de la b-
lactama (Martin y Demain, 1990); y en la produccién de compuestos del aroma como la ¢

decalactona por la levadura Sporidiobolus salmonicolor (Gervaisy Batut, 1989).
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Las bacterias del suelo, como Bacillus subtilis tienen que sobrevivir y adaptarse a una
gran variedad de condiciones ambientales adversas, incluyendo un amplio rango de temperaturas
y ha adoptado un sistema complejo para responder rapidamente a estos cambios ambientales.
Esta adaptacion involucralainduccion de proteinas de estrés y la produccion de proteinas acidas
pequefias, las cuaes han demostrado que protegen al DNA de la espora contra un nimero de
agentes adversos incluyendo el calor.

L as bacterias responden a una disminucion gbrupta de la temperatura con la induccién de
proteinas especificas clasificadas como proteinas de shock frio. Estas proteinas protegen las
estructuras celulares tales como € DNA, la membrana o ribosomas, contra la disfuncion
inducida por la bajatemperaturay mantiene la eficienciadel metabolismo en un nivel 6ptimo. La
exposicion de B. subtilis al frio resulta en la induccién de 53 proteinas, 24 de ellas comunes a
todas las temperaturas (Movahedi y Waites, 2002).

Se ha visto que las bacterias a inicio de la privacion producen proteinas de estrés y
expresan genes que capacitan alas células paraentrar en un estado de adaptacion que les permite
sobrevivir a la exposicién de muchos estreses fisicos. Algunas bacterias como Vibrio (Listonella)
Anguillarum y Enterococcus faecalis, responden a la limitacion de nutrientes activando
mecanismos de respuesta como la diferenciacion formando estructuras resistentes a estrés, como
endosporas 0 mixosporas. Otras bacterias se aislan del estrés por limitacién o privacion de
nutrientes, por medio de células vegetativas con activacion metabdlica bagja, via la activacion de

un estado viable pero no cultivable (Nelson y col., 1997).
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24.1 Estrés por deficiencia en la disponibilidad del agua.

Cuando los microorganismos no tienen acceso a la cantidad de agua que necesitan,
se les dificulta la supervivencia y sufren estrés osmético. En alimentos se utiliza € efecto de la
baja disponibilidad de agua, para controlar el desarrollo de microorganismos (Brul y Coote,
1999).

Ladisponibilidad de agua por el microorganismo en & medio se mide con laactividad de
agua (ay). La ay es una medida que indica el agua “libre” en el medio; “libre”, se refiere alas
particulas de agua en un producto que no estan unidas fisica o quimicamente y que las pueden
usar los microorganismos para su metabolismo. La a, es un pardmetro que mide la accesibilidad
del agua en el medio es fundamental para la transferencia de masa de aguay solutos a través de
lamembrana (Gervaisy Sarrete, 1990),

Laactividad de agua (a,) se mide como unatasadelapresion del vapor de agua sobre
cualquier muestra ala presion de vapor de agua pura ala mismatemperatura. L os productos sin
agualibre tendran una a, de 0, mientras que el agua puratiene unaa, de 1y su vaor decrece con
laadicién de solutos. Las mediciones de energia estan influenciadas por potenciales que afectan
launién de las moléculas de agua; esto incluye potenciales de matriz, energias quimicas de unidn,
potenciales osmaticos, potencial es de gravedad y potenciales de presion. Alterando cualquiera de
estos potenciales, laay de un producto puede también alterarse.

Un parametro relacionado con laa, eslapresion osmética, lacua se define como la
fuerza por unidad de superficie necesaria para detener e flujo neto de moléculas de agua desde
unazona con elevada actividad de agua aotra en la que esta actividad esbga. A medida que la
ay disminuye y aumentala presién osmotica, es necesario que laa, del citoplasma sea aln méas

baja o que su presion osmotica sea aln més elevada. La célula consigue equilibrarse mediante la
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produccién de concentraciones crecientes de solutos compatibles, que no deben obstaculizar la
funcién del citoplasma.

El agua dentro de la célula rediza dos funciones primordiales: 1) es un disolvente y
contribuye a proveer nutrientes y eliminar desechos o metabolitos disueltos. 2) en un aspecto
estructural contribuye a la estabilizacion de la estructura de la membrana plasmatica preservando
de esta manera su permeabilidad. En € medio intracelular contribuye a mantener el volumen
celular, especiamente cuando la célula se coloca en un medio hipertonico, particularmente en la
desecacion o en condiciones de congelamiento, es decir que el agua determina el turgor, formay
tamafo de la célula; determina también la estructura de las proteinas y de los acidos nucleicos.
De estas diferentes funciones, se puede entender porque el agua es esencial para el metabolismo
de los microorganismos (Gervaisy col., 1996).

Las reacciones que tienen lugar en el citoplasma transcurren en un medio acuoso, €l
citoplasma esta rodeado por una membrana generalmente permeable a las moléculas de agua, las
cuales pueden pasar libremente del citoplasma a medio y del medio a citoplasma. Este flujo
dindmico de moléculas de agua en ambos sentidos normalmente se haya en estado estacionario
de modo que todo organismo vivo solo estara agobiado si existe un flujo neto hacia el exterior del
citoplasma, que conduce alaplasmdlisiso s existe un flujo neto hacia el interior de lacélulaque
conduce a la rotura de la membrana. En bacterias y hongos se impide la rotura por la existencia
de unapared celular (Homann, 1997).

Escherichia coli es capaz de crecer en ambientes que van desde soluciones acuosas muy
diluidas de nutrientes esenciaes a medios que contienen concentraciones molares de sales de no
electrolitos. Se ha visto que en respuesta a estrés, E. coli expresa un amplio conjunto de genes
especificos. El crecimiento en ambientes con tan amplio rango de osmolaridad (a menos 100

veces), posee retos fisiologicos para las células; entre las primeras respuestas de adaptacion a
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ambiente hiperosmético hay un gran aumento en la cantidad de iones potasio citosolico. Después
de la acumulacién de iones potasio ocurren mecanismos secundarios de adaptacion incluyendo la
acumulacion de glutamato, la sintesis de trehalosa y la salida de putrescina. E. coli toma un
nimero de osmoprotectores (como betaina y prolina) cuando estdn accesibles externamente.
Estos solutos son capaces de incrementar la presion osmética, sin interferir en las funciones
vitales de las proteinas celulares (Weber y Jung, 2002).

Desde un punto de vista biotecnol gico, el control de laa, puede usarse para modificar la
produccién metabdlica o excrecién de substancias de un microorganismo (Gervaisy col., 1992).
Existen numerosos experimentos en algas, bacterias, levaduras y hongos filamentosos en donde
se estudia la influencia de la actividad del agua del medio en la produccion de metabolitos
(Marechal y Gervais, 1994; Gervais y col., 1988). Es posible redlizar este tipo de estudios
empleando depresores de la actividad del agua, como: glicerol y otros polioles, los cuales no
influyen por su naturaleza en la fisiologia de microorganismo (Gervais y Batut, 1989).

En estudios con Trichoderma viride se han logrado aumentos en la produccién de aroma
de hasta un 300%, aunado a un incremento en labiomasa, a ocasionar una disminucion de la ay;
este hecho puede deberse a la acumulacion del aroma durante el periodo de estrés y estar
relacionado con |la osmoregulacion del hongo; cuando la presion osmaética ambiental aumentalas
células tienen que equilibrar su medio interno con el exterior con una salida pasiva de agua: Dos
caminos son posibles para evitar esta pérdida de agua: 1) la entrada de solutos pequefios como
glicerol através de lamembrana o 2) la sintesis de moléculas en el medio interno. Esto significa
gue la sintesis de aromas puede estar ligada a este proceso de osmoregulacion (Gervais 'y col.,
1988).

En estudios con Sporidiobolus salmonicolor se logré un 80% més de la produccion de

compuestos del aroma de bajo peso molecular y se encontrd que estos compuestos intervienen
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eficientemente en las propiedades termodinamicas del agua en la célula acelerando la
osmoregulacion (Marecha y Gervais, 1994).

Como puede verse, las estrategias empleadas por los diferentes microorganismos para
ayudarse a sobrevivir y crecer a una actividad acuosa reducida es diferente, pero todos siguen una
aproximacion comun: inicidmente hay un consumo energético con el fin de lograr la
acumulacion intracelular de un soluto o solutos para balancear 1a a, dentro de la célula contra la
ay externa, para prevenir asi el movimiento del agua fuera de la célula. Estos solutos pueden
acumularse a muy altas concentraciones, pero al mismo tiempo no deben inhibir las funciones
normales de las células, como la sintesis de proteinas o sintesis de DNA, por ello, son conocidos
como solutos compatibles (Bloomberg y Adler, 1993; Hocking, 1993).

Se ha encontrado que €l vaor optimo de a, debe ser mayor para el crecimiento que para
la esporulacion y se propone que las rutas metabdlicas de la célula son diferentes segiin el valor
de a, (Inch 'y Trinci, 1987; Gervaisy Molin, 1988). El nivel minimo observado para €l desarrollo
de microorganismos es a, = 0.65 para levaduras xerotolerantes (Gervais y col. 1992).

Cuando se exponen los hongos a potenciales de agua menores por la presencia de sd, la
mayoria de ellos sintetizan polioles como e glicerol para gustarse a las condiciones
hiperosmoticas (Davis y Ristow 1995). Varios estudios muestran claramente que el glicerol sirve
como un soluto compatible asociado con el crecimiento en los hongos, y que su probable funcion

eslaregulacion del turgor cuando hay estrés por solutos (Bloomberg y Adler 1993).

2.5 Cultivos en medios sumergidosy en medios solidos.

En lanaturaleza, la mayoria de los hongos crecen en superficies solidas. Tales superficies

proporcionan una base nutricional satisfactoria y ventgjas competitivas sobre la mayoria de las
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bacterias que requieren un ambiente con mayor humedad. Sin embargo en la mayoria de los
productos de hongos que se preparan agran escala, se emplean medios de cultivo sumergidos por
gue proporcionan una uniformidad espacial en las condiciones de cultivo, los nutrientes son
accesibles con facilidad por difusion. Tal uniformidad es importante en el disefio de procesos a
gran escala y permiten a operador la oportunidad de eercer un control sobre el ambiente y
consecuentemente controlar lafisiologia celular. Lafinalidad de la aireacion y de la agitacion, en
los cultivos liquidos, son: ademas de proporcionar mezclado de los contenidos, mantener un
ambiente homogéneo y suficiente transferencia de masa y calor; aumentar la transferencia de
oxigeno (el cua tiene una baja solubilidad en agua) a medio liquido y a la célula para
incrementar la toma de nutrientes y sacar los productos metabolicos de la células a medio; y
mejorar la remocion de CO, del organismo al medio y ayudar al didxido de carbono a escapar del
medio (Foragey col.,1985; Bokery col., 2001).

En e cultivo sumergido muchas cepas de hongos filamentosos pueden crecer como
bolitas 0 en laforma filamentosay se puede distinguir la morfologia a dos niveles: la morfologia
microscopica y la macroscopica. En la primera se caracterizan los elementos de la hifa (la
longitud total y el nimero de puntas) y la morfologia macroscopica describe si los elementos
hifales se aglomeran en bolitas o se sgparan unos de otros. La concentracion microbiana también
puede influir en el mango del cultivo, dado que cambia la reologia de los medios de cultivo
(Goudary col., 1999).

Se han producido aromas por fermentacion en estado sélido (Pandey, 1992; De Araujo y
col., 2002). El control de los cultivos en estado solido es dificil comparado con los cultivos
sumergidos, las razones son las siguientes: 1) Es muy dificil estimar el crecimiento del micelio en
medio solido, debido a la penetracion del micelio en el soporte. 2) el crecimiento se diferenciaen

algunos estados y dtera las propiedades fisiologicas 3) es necesaria una cantidad de indculo
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mayor en un medio solido que en un medio liquido 5) las condiciones ambiental es tales como la
nutricion afectan la fisiologia 6) es muy dificil el control de las variables ambientales como el
pH, la actividad del agua (a), €l oxigeno disuelto, € dioxido de carbono y lahumedad (Itoy col.,
1990) 7) hay dificultad de eliminar e calor, generado por e metabolismo organico y por
consiguiente 8) existe pérdida de humedad en fermentaciones de larga duracion.

Sin embargo, la fermentacion en estado solido tiene algunas ventajas como la reduccion
del espacio ocupado por el fermentador sin sacrificar el rendimiento del producto debido a que

dentro del equipo no es necesario ocupar grandes volUimenes de agua (Raghavarao y cols. 2003).

2.6 Metabolismo de hongos

2.6.1 Oxidacién de nutrientes.

La oxidacion de los nutrientes consiste en la captacion de electrones de un compuesto reducido
por parte de un agente oxidante que llamaremos aceptor fina de electrones. Este aceptor finad
puede ser inorgénico: oxigeno (con AG”=-237 kJ); o NOs con AG”= -163 kJ; 0 compuestos
orgénicos tales como el fumarato con AG” = -86 kJ. Cuanto més negativo sea el valor de AG”,
mayor cantidad de energia se podra obtener de la oxidacion y mas eficiente serd el proceso.
Puede verse que la oxidaciéon en la que el aceptor final de electrones es el O, es la que més
rendimiento de produccion de energia permite. Esta energia se obtiene de la oxidacion de
compuestos organicos reducidos. Los nutrientes proporcionan esos compuestos reducidos 'y, en el
curso de la oxidacion, se libera energia (que se acumula en forma de molécul as amacenadoras de
energia, especiadmente e ATP) y se producen elementos estructurales que serviran para la
construccién de nuevas células (crecimiento y diferenciacion). Al proceso por el que se obtiene

energia y elementos estructurales bésicos a partir de nutrientes se le denomina catabolismo y d
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que utiliza la energia obtenida en el catabolismo para sintetizar nuevos componentes celulares se
le denomina anabolismo. Es importante tener en cuenta que aunque se estudien de forma
separada €l anabolismo y el catabolismo, ambos tipos de procesos ocurren simultaneamente de
forma que conforme se van produciendo elementos estructurales y energia en el catabolismo,

esos elementos se usan para formar nuevos componentes celulares en procesos anabolicos.

2.6.1.1 Catabolismo de la glucosa (glucdlisis)

La glucdlisis es el principio de las rutas metabdlicas, tanto respiratorias como
fermentativas. A partir de los carbohidratos se obtiene la llave intermedia que es el piruvato y €
bal ance energético es de dos moléculas de ATP por molécula de glucosa.

La ruta de Embden-Meyerhof (EM). Es la mas comun en todo tipo de organismos
incluyendo hongos filamentosos, levaduras y muchos tipos de bacterias. Esta ruta puede
funcionar tanto en condiciones aerobias como en anaerobiasy se lleva a cabo por una serie de 10

enzimas citopldsmicas. El resultado de laruta EM esel siguiente:

Glucosa + 2ADP + 2NAD * — 2 piruvato + 2ATP + 2NADH + 2H"

Como resultado de esta ruta se obtiene una pegquefia cantidad de energia (dos moles de ATP por
mol de glucosa), por procesos de fosforilacién a nivel de substrato; se obtienen dos moles de
NAD reducido (NADH+ H+) y se ha logrado una oxidacion parcia del carbono de la glucosa

para producir como metabolito final dos moles de piruvato por mol de glucosa catabolizada.

2.6.1.2 Fermentacion microbiana.
En la fermentacion las células pueden obtener energia sin llevar a cabo un proceso de

fosforilacién oxidativa, es decir que en la fermentacion se obtiene mediante un proceso quimico
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de fosforilacion a nivel de sustrato sin que se produzca una variacion neta del poder reductor de
la célula. Los procesos de fermentacion se encuentran en todo tipo de organismos y

probablemente represente una de las formas méas antiguas de conservacion de laenergia

En los procesos de fermentacion la energia quimica también deriva de la oxidacion de
compuestos reducidos. En cualquier proceso de oxidacion se produce una transferencia de
electrones desde el compuesto reducido que se oxida hasta el compuesto oxidado que se reduce, y
en esa transferencia de electrones se produce la liberacién de energia. En los procesos oxidativos
el aceptor fina de los electrones de la oxidacion es € oxigeno. Sin embargo, en los procesos
fermentativos, la transferencia de electrones se produce hasta llegar a un aceptor final que es un
compuesto organico oxidado. Por consiguiente, en un proceso de fermentacion (Figura 2.4) tanto
el donador de electrones como el aceptor son compuestos organi cos, mientras que en un proceso

de respiracion el donador de los electrones es organico y el aceptor inorganico.

La respiracion es mucho mas efectiva energéticamente que la fermentacion porque en la
primera, la oxidacion del compuesto organico es mas completa que en ésta 'y, como resultado se
liberan 688 kcal/mol (G°) en larespiracion y solamente 58 kcal/mol en lafermentacion. Las rutas
fermentativas son anaerobias porque no requieren oxigeno como aceptor fina de los electrones.
Cuando se produce la entrada en el ciclo de Krebs del piruvato se va a generar una gran cantidad
de NADH+H+ que se reoxida principalmente mediante |la fosforilacion oxidativa. Cuando una
célula carece de cadena respiratoria, el NADH+H+ no puede reoxidarse a NAD" vy, por
consiguiente, no se puede regenerar el agente aceptor de hidrogeno necesario para las primeras
fases de la glucdlisis. Los procesos fermentativos reducen el piruvato regenerando e NAD”
necesario para los procesos metabdlicos iniciales del catabolismo de la glucosa. Diferentes tipos

de microorganismos reducen el piruvato de maneras diversas dando lugar adistintos procesos de



fermentacion gue se conocen por sus productos finales. En estos procesos puede producirse
algun rendimiento energético; pero su principa funcion eslareoxidacion del NADH+H" aNAD

necesario para poder iniciar 10s primeros pasos del catabolismo.

glucolisis
glucosa rvat
L | piruvato
(otro aztcar)
acetil-CoA acetaldehido
+
lactato
CO2
propanol propionato
acetoacetil-CoA etanol
acetona butiril-CoA
+2H

isopropanol butanol

Figura 2.4 Fermentacion, empleo del piruvato para la obtencion de varios compuestos

como: acetaldehido, etanol, propanol, acetona, isopropanol y butanol.
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La ecuacion general de la fermentacion acohdlicaes:

Glucosa+ 2 ADP+ 2 P, — 2 etanol + 2 CO, + 2 ATP

2.6.1.3 Biosintesis de compuestos del aroma

L os microorganismos historicamente han jugado un papel muy importante en el desarrollo
de compuestos del aroma y del sabor, dentro de muchos alimentos. Se ha estudiado la
complgidad de los procesos que se han realizado durante miles de afios para producir aromas
delicados asociados con bebidas como la cerveza, el vino, alimentos sélidos como los quesos y €l
pan. El sabor y el aroma en los alimentos fermentados son el resultado de interacciones
bioquimicas complgas, enziméticas y no enziméticas de azlcares, aminoacidos, lipidos y otras
sustancias cuya reaccion quimicaes dirigida por pardmetros como (temperatura, pH, tiempo) que

se usan para procesar |os aimentos (Hagedorn y Kaphamer, 1994).

2.6.1.3.1 Biosintesis de terpenos, lactonas y compuestos carbonilicos.
Los hongos producen diferentes sesquiterpenos y diterpenos, pero muy pocos
monoterpenos, que son los compuestos del aroma. Varios sesquiterpenos son micotoxinas. Los
ascomicetos y los basidiomicetos biosintetizan terpenos arométicos como metabolitos

secundarios. Los terpenoides con el grupo funcional aldehido (geranial, neral) son mas valiosos

como saborizantes, pero los microorganismos, forman con mayor abundancia los acoholes
terpénicos (geraniol, nerol, linaol, citronelol, terpineol) (Lanza y Palmer, 1977; Turner y

Aldridge 1983; Davisy Croteau, 2000).
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Muchos microorganismos son capaces de biosintetizar |actonas, pero desafortunadamente
los rendimientos son bajos. La excepcion es la produccién microbiana in situ de lactonas en
productos l&cteos (Serrano Carredn y col., 1992). En el caso de los basidiomicetos, no parece
probable unaciclizacion enzimatica (lactonizacion), porque todos los basidiomicetos que generan
lactonas tienen una disminucion de pH entre 2 y 3, lo cual puede ser suficiente para
guimicamente catalizar la ciclizacion de acidos 4- o 5-hidroxicarboxilicos (Abraham y Berger,
1994). La importancia del 4-decandlido es su impacto en los sabores de frutas como las fresas,

duraznos, chabacanos y en productos de fermentacion y lacteos (Krings y Berger, 1998).

Uno de los aromas més importantes de las dicetonas es e diacetilo (2,3-butanodiona), €l
cual tiene un sabor a mantequilla, semeante a nuez aunque es un compuesto del aroma de alto
valor, peguefias cantidades de é en jugos de frutas, vinos o cerveza producen ma sabor. La
formacion de diacetilo en la industria de lacteos es debida principamente a las fermentaciones
gue llevan a cabo los estreptococos lacticos. El diacetilo se puede considerar como un
subproducto de lasintesis de lavalina (Figura 2.5).

Usuamente los aldehidos son sintetizados por microorganismos como intermediarios en
la formacion de alcoholes a través de la descarboxilacién de cetoacidos. La mayor parte de los
aldehidos son luego reducidos a a coholes por la accion de a cohol deshidrogenasa.

Un compuesto importante en los aromas es el aceta dehido. Juega un papel primordial en
los sabores de yogures y frutas como la naranja (Gatfield 1988). La formacién microbiana de
acetaldehido ha recibido mucha atencion debido a su papel centrd en e metabolismo y su
importancia como compuesto del aroma. Los microorganismos que lo producen contienen

enzimas que cataizan su formacion a partir de carbohidratos, proteinas o acidos nucleicos.
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acido 2-oxoisocaproico + acetaldehido
acido acetolactico acido 2,3-dihidroxi-isovalérico
acetilmetilcarbinol acido 2-oxoisovalérico
diacetilo valina

Figura2.5. Rutabiosintética parad diacetilo.

2.6.1.3.2 Biosintesis de acidos carboxilicos y alcoholes.

Los &cidos usados como saborizantes pueden producirse microbioldgicamente, los mas
comunes son: acético, propionico, butirico isobutirico, valérico, isovaérico y lactico, y se
presentan mezclados, particularmente en fermentaciones anaerdbicas.

La biogénesis microbiana de los é&cidos organicos puede suceder por cuatro rutas
diferentes. el acido lactico y la serie aifética de C; a Cs aparecen primero como |os productos
finales de las fermentaciones; las sintesis clasicas de &cidos grasos se producen por una reaccion
dependiente de oxigeno; se cree que los isoacidos se derivan de la biosintesis de aminoécidos via
la desaminacion de aminoécidos; otras &cidos grasos libres se forman por la accidén microbiana de

las lipasas cuando degradan glicéridos a sus acidos carboxilicos constituyentes y glicerol.
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El desarrollo de procesos microbianos para la produccion de acidos, se ha limitado para
acético, propidénico y butirico. El écido acético puede producirse sintéticamente pero la mayor
parte del &cido acético consumido por el hombre se produce por fermentacion por varias especies
del género Acetobacter, el cual es un proceso industrial muy bien establecido. El acido butirico se
usa para dar notas de mantequilla a los aromas y puede usarse en la produccion de los ésteres
etilico, butilico, isobutilico y amilico (Cenedella, 1986).

Mediante €l uso de microorganismos, es posible reducir la acetona a isopropanol y €
acido propionico a propanol. El hexanol se biosintetiza por |os microorganismos apartir del acido
linoleico (Fromzay col., 1996). L os acoholes Cg saturados e insaturados, son importantes como
aromas de hongos. La habilidad de producir estos alcanoles parece estar muy difundida entre los
hongos. Estos alcoholes parece que se forman de las metilcetonas correspondientes por la accion
reductiva de una o mas deshidrogenasas.

Dos acoholes econdmicamente importantes que se identifican frecuentemente como
metabolitos de hongos, son el acohol bencilico y el acohol fenetilico. Estos compuestos se
encuentran en forma rutinaria en fermentaciones producidas por levaduras (Webb y Muller 1972)
y se han observado como metabolitos de hongos como T. roseum, Phellinus ignarius, P.
laevigatus y P. tremulae. El alcohol fenetilico también se ha detectado en e medio de
crecimiento de P. decumbes y de Ascoidea hylecoeti, mientras que los acoholes metilbencilico y
dimetilbencilico se han identificado como metabolitos de Mycoacia uda. Laimportancia de estos
alcoholes como precursores para la biosintesis de aromas naturales debe promover € interés de

aumentar su produccion por medios fisioldgicos y genéticos.



39

2.6.1.3.3 Biosintesis de ésteres.

Los ésteres pueden producirse por hongos, levaduras y bacterias, pero las cantidades y
tipos de ésteres varian de acuerdo con la especie microbiana. Se han encontrado con menor
frecuencia ésteres aromaticos que ésteres alifaticos como metabolitos microbianos: por ejemplo
los hongos del género Phellinus producen benzoato de metilo y de etilo asi como € salicilato de
metilo. Los ésteres de cadena lineal y ramificada contribuyen al aroma de casi todas las frutas y
de muchos otros aimentos.

Se han descubierto cuatro tipos de reacciones productoras de ésteres:

a) Sintesis, que es la esterificacion directa de un acido con un acohol, la cua se lleva a cabo en
bacteriasy en hongos filamentosos

R;-COOH + R,-OH —» R;-COO-R; + H,0O

b) La alcohdlisis de compuestos de acetil CoA, como en el caso de S. cerevisiae

R;-COO-R; + R3-OH —____, R;-COO-R3 + R,-OH

c) Aciddliss R;-COO-R; + R-COOH —»R3-COO-R; + R;-COOH

d) Transesterificacion Debe notarse que la transesterificacion es algunas veces considerada
como €l resultado de dos reacciones sucesivas, hidrélisisy sintesis.

R;-COO-R; + R3-COO-R;, —— R;-COO-R,4 + R3-COO-R;

Interesterificacion es un término general empleado para alcohdlisis, aciddlisis y

transesterificacion (Boutur y col. 1995).

2.6.1.3.4 Biosintesis de alcoholes superiores
Los alcoholes superiores necesarios para la obtencion de ésteres como propanol,
isobutanol, acohol amilico, alcohol isoamilico y acohol fenetilico, se forman por catabolismo a

través de la reduccion de a-cetoacidos los cuales pueden ser derivados por biosintesis o por



degradacion de aminoacidos (Ruta de Ehrlich). También se pueden formar por rutas anabdlicas a
partir de piruvato y acetilCoA; el penultimo estado en la biosintesis de todos los aminoécidos es
la produccion del o-cetoécido gpropiado, el cual sufre transaminacion para formar el respectivo
aminoécido.

Cuando se afiaden los aminoécidos a una fermentacion por levaduras, éstos sufren
transaminacion, seguido de descarboxilacion del cetoécido resultante a correspondiente aldehido.
El adehido entonces es reducido por acohol deshidrogenasa a un acohol superior que tiene un
carbono menos que el aminoécido, esta es la ruta de Ehrlich (Figura 2.6). La excepcion es el
propanol e cual no puede formarse por la ruptura de treonina exégena. Los a-cetoécidos
formados por esta ruta pueden sufrir ya sea transaminacion a aminoécidos o descarboxilacion y
reduccion para formar a coholes superiores. Los a-cetoacidos ocupan una posicion pivotal en esta

ramificacion de laruta

leucina a-cetoécido

e chW
m
® 2 CHs o)

alcohol isoamilico

HaC H
W H,OH
CHs (0]

COOH COOH

transaminasa descarboxilasa alcohol deshidrogenasa
HsC
’ YCOOH HyC COOH o o
Y 2 3
O NH:

&cido piravico

Figura2.6. Ruta metabdlicade Ehrlich paralaproduccion de al cohol isoamilico.
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2.7 Los hongos como productores de compuestos volatiles.

La mayor parte de los microorganismos productores de aromas son hongos (Maga, 1976);
varios autores han reportado a los hongos como productores de aromas: parael aroma de vainilla
y el de mandarina Pycnoporus cinnabarinus (Falconnier y col., 1994), el de de coco Trichoderma
viride (Gervais y Sarrete, 1990), el de durazno Trichoderma harzianum (Serrano-Carredn, y col.,
1992), Penicillium decumbes aroma de rosa, pino y aromas frutales, Aspergillus oryzae para €
aroma caracteristico de hongo (Kaminski y col., 1974), y Penicillium roqueforti para el aromade

gueso azul (Revah y Lebeault 1989; Larrochey col., 1994).

El género Ceratocystis es un buen ejemplo de los hongos productores de aromas.
Existen varios estudios en los que se ha probado que el género Ceratocystis, produce una gran
variedad de aromas (Lanza y col., 1976; Lanza y Pamer, 1977; Sprecher y Hanssen, 1983;
Janssens, y col., 1992). Ceratocystis fimbriata, es un hongo filamentoso deficiente en tiamina
(Robbins y Ma, 1942; Webster y Butler, 1967a) destaca por la rgpidez de su desarrollo, la
facilidad con que produce esporas (Christen y col., 1992) y la amplia gama de aromas frutales,
de alta intensidad que produce. Los compuestos responsables del aroma son principalmente
ésteres, como: acetato de etilo, acetato de propilo, acetato de isoamilo y butirato de etilo entre
otros, como se ha corroborado en trabajos recientes, con fermentaciones en medio solido
(Christen y col., 1994, Christen, 1995) y en fermentaciones en medio liquido (Sanchez y col.,
2002).
En 1922 se escribié el primer reporte sobre la produccidn de aromas por microorgani smos
(Omelianski, 1922). Mas adelante, en la clasificacion del género Ceratocystis, se mencionaba que
los diferentes tipos de aromas producidos por las diferentes especies, podian servir como

marcadores taxondmicos (Hunt, 1956) y se usaron de 1922 a 1965. Posteriormente, se describio a
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Ceratocystis moniliformis como una fuente potencial de concentrados de sabor (Lanzay col.,
1976), dado que a cambiar las fuentes de carbono y nitrégeno se obtuvieron diferentes aromas
frutales (Cuadro 2.9). Se ha reportado que los terpenos que produce Ceratocystis moniliformis se

forman a través del &cido mevaldnico como sucede en varios tegjidos vegetales (Lanzay Palmer

1977).
Cuadro 2.9 Produccion de aromas por C. moniliformis en diferentes fuentes de nitrégeno.
| Fuente de carbono | Aroma | Fuente de nitrégeno | Aroma
| Dextrosa | Platano | Urea | Platano
| Galactosa | Citricos | Leucina | Platano maduro
‘ Glicerol ‘ Pera enlatada ‘ Glicina ‘ Pifia
| Almidon de maiz | Melon y plétano | Metionina | Manzana

Adaptado de: Lanzay col., 1976.

En el aroma producido por hongos, se ha encontrado que algunos de los compuestos estan
presentes en trazas, mientras que otros en mayor cantidad en una relacion de 1:1000 (Sprecher y
Hanssen, 1983). Es evidente que tales diferencias en la acumulacion de metabolitos volétiles da a
los cultivos de Ceratocystis muy diferentes fragancias. El rendimiento y la composicion de los
metabolitos difieren enormemente dentro de una especie, estos resultados indican que
generalmente la seleccion de las cepas gpropiadas de algunas especies ofrecen la oportunidad de
obtener rendimientos mas atos de ciertos compuestos del aroma y por variacion de las
condiciones del cultivo, la produccion de metabolitos volétiles se puede aumentar mas de 1000
veces (Hansen y Sprecher, 1981). Se han evaluado métodos continuos que involucran el proceso
de pervaporacion, para aislar los compuestos del aromaen C. moniliformis, esto ha producido un
mayor incremento en biomasa y en compuestos del aroma que en las fermentaciones por lote

(Bluemke y Schrader, 2001).




En el Cuadro 2.10, se da informacion sobre la distribucion de metabolitos voléatiles en
algunas especies de Ceratocystis. Se atribuye alos compuestos del aroma, la funcién de atraer a
insectos que sirven para propagar sus esporas y se han comparado hongos del género
Ceratocystis con otros hongos no dependientes de insectos en la produccion de sus compuestos
volétiles, se ha visto que el aroma de C. fagacearum es mucho més fuerte tanto en nimero de
componentes como en rapidez de produccion. El andlisis de estos componentes, revel6 que todos
ellos son constituyentes de aromas frutales, los cuales probaron ser atrayentes de insectos estos
resultados sugieren que ha través de la mimetizaciéon de los aromas de aimentos el olor de C.

fagacearumes un atrayente paralos insectos vectores (Hengchen y Pheland, 1992).

2.7.1 El hongo filamentoso Ceratocystis fimbriata.

Ceratocystis fimbriata Ellis & Halst fue descrito por primera vez por Hasted en 1890
(Andrus y col., 1933), es un hongo filamentoso, ascomiceto, perteneciente a la subdivision
Ascomycotina, de la familia Ophiostomataceae (adaptados para la dispersion por insectos), de la
clase Pyrenomycetes (hongos periteciales). Es un patdgeno de plantas, mejor conocido como la
causa de la podredumbre de la papa, se han encontrado diversos aislados de C. fimbriata en
diferentes localizaciones geogréficas sobre una gran variedad de huéspedes, incluyendo a café,
caucho, crotdaria, roble, amo y varias especies de frutas con hueso. En muchos casos se vacilo
en clasificarlo como C. fimbriata porque sus aislados no fueron patdgenos alas pagpas o porque la
morfologia o dimensiones de las estructuras reproductivas no coincidieron con las caracteristicas
reportadas para € hongo C. fimbriata. Como Ceratocystis fimbriata esta distribuido por todo el
mundo en diferentes hospederos, puede esperarse una gran diversidad genética dentro de los
aislados (Webster y Butler, 1967). Este hongo es econémicamente importante, por que produce

diferentes enfermedades, segiin la especie vegetal a la que ataca (Spatafora y Blackwell, 1994).



Cuadro 2.10. Distribucién de metabolitosvolatiles en algunas especies de Ceratocystis.

Especie Terpenos Egeres Alcoholes Sesquiter penos Cetonas Referencias
C. moniliformis Geranialcitronelal, nerol, lindol,neral, geranial Acetao de eilo, acetato de isobutilo, | Etanol, isobutanol, Lanza y Padmer, 1976  Sprecher y
acetato de isoamilo, lactonas acohol isoamilico Hanssen, 1983.
C. virescens Linalol, terpineol, acetato de citronelilo, dfaterpineol, acetato | Acetato de 6-metil-5-hepten-2-ol 6-metil -5-hepten-2-ol 9 existen 6-metil-5- Collins, 1978
denerilo, dtronelol, acetato de geranilo, nerol, geraniol penten-2-ona Sprecher y Hanssen, 1983
C. variospora Linalol, acetato de citrondilo, dfaerpineol , nerd, geranid, | Acetatos Aldehidos Callins y Morgan, 1961 Schlinder y
dtronelol, acetao de geranilo, nerol geraniol, farnesal, Bruns, 1980 Collins, 1978 Hubdl y
nerolidol Collins, 1978
C. coerul escens Citronelol acetato, citroneld, metilpentildehidrofarnesol, Acetao de etilo, acetato de isobutilo, | Etanol, isobutanol, 6- 6-metil-5- Collins y Morgan, 1961 Sprecher y
acetato de isoamilo, acetato de fenil | metil-5-hepten-2-ol, hepten-2-ona Hanssen, 1983
ilo alcohol isoamilico
C. fimbriatai Citronelol, linaldl, geraniol Acetato de etilo, acetao de propilo, | Etanol, isobutanol Alcaloides Hanssen y Sprecher, 1981b
acetato de isobutilo, acetato de
isoamilo
C. fagacearum 9 esteres 5 acoholes Aldehido y | Lin, 1992
cetona
C. piceae Ddtalactonas, ésteres S existen 6-protoill udeno Yaday col. 1993,. Hansen y col.,. 1986,

Hiroshi eHiroji, 1993.




45

C. fimbriata se reproduce de forma asexual 0 vegetativay sexual, presenta esporas
asexuales como: artrosporas, que son resultado de la fragmentacion del micelio;
clamidosporas que son las células que desarrollan una pared gruesa antes de separarse y
endoconidias cilindricas que se forman en la parte superior o lateral del micelio (hifas
aéreas) y no estan encerradas en un saco. Las esporas sexuales son las ascosporas, las
cuales salen de los tubos germinativos de los peritecios después de 24 horas sobre agar de
extracto de malta; las ascosporas hialinas, con o sin la vaina gelatinosa tienen formas
variables, curveadas, lunadas o de forma de sombrero. El micelio o hifa es septado (Claus,
1989). El género se caracteriza por su peritecio de color obscuro con largos cuellos negros
y ocho esporas sexuaes. C. fimbriata es un hongo auxétrofo en tiamina y requiere esta
vitamina para € desarrollo de su peritecio (Figura 2.7) (Robbins y Ma, 1942; Webster y
Butler, 1967b).

C. fimbriata produce aromas frutaes de alta intensidad como se demuestra por los
trabajos reaizados, diversos estudios han conducido a: la optimizacién de la produccion de
esporas (Christen y Raimbault, 1991), al igual que al estudio de las condiciones de
fermentacidon en medio sdlido empleando sustratos y soportes diferentes como salvado de
trigo, bagazo de cafia y soportes sintéticos con solucion nutritiva (Christen y col., 1992;
Christen y col., 1994; Christen y col., 1997). Algunos desperdicios agroindustriales como
amaranto, frijol soya y casava se han evaluado para la produccion de aromas por C.
fimbriata en medio sdlido (Bramorski y col., 1998). Se ha visto €l efecto de la adicion de
nueve aminoacidos a medio de cultivo sobre la produccion del aroma y la biomasa en
medio sblido, entre los resultados se encontrd que la leucinay la valina son los aminoacidos
gue més incrementan el aroma de platano durante la fermentacion (Meza y col., 1998). A

través del andlisis del espacio de cabeza de cultivos en medio solido con C. fimbriata, se
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han identificado algunos componentes del aroma como etanol, acetato de etilo, alcohol
isoamilico y acetato de isoamilo, empleando la cromatografia de gases con deteccion de
ionizacion de flama (Hansen y col., 1986; Christen, 1995, Mezay col., 1998).

En medio liquido se han realizado estudios en medio sintético variando las fuentes
de carbono y nitrogeno, para evaluar la biomasa y la calidad del aroma por andlisis

sensorial (Christeny col., 1994).

Figura2.7. Peritecio, en su interior se producen las ascosporas.

2.8 Métodos de extraccion, purificacidon e identificacion de los compuestos del
aroma.

El primer objetivo en la investigacion de aromas es lograr el aislamiento de los
compuestos especificos responsables del aroma a partir de alimentos frescos y procesados 0
de los medios de fermentacion. Los métodos de aislamiento que prevaecen son destilacion,
extraccion y adsorcion. Como los aromas de una muestra son una mezcla muy compleja

de compuestos vol&tiles, el rango de concentracion en el que pueden estar estos compuestos
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es generamente muy amplio; la polaridad, la volatilidad y € tamafio molecular, son
factores que deben tomarse en cuenta por que de ellos depende la efectividad de cualquier
método. No todos los componentes del aroma, se pueden determinar usando € mismo
método por que en muchos casos, los métodos carecen de sensibilidad hacia un
determinado compuesto y/o a aquellos voléatiles presentes en trazas. Es importante hacer
una correcta seleccion de la técnica de aislamiento que se va a usar, 0 en ocasiones usar
combinaciones de estas técnicas, de manera de poder detectar alos compuestos importantes

del aroma (Teranishi, 1981; Winterhalter y Schreier, 1993).

2.8.1 Separacion de aromas por destilacion.

L os métodos de destilacion aprovechan la volatilidad de los compuestos del aromay
lano volatilidad de la mayor parte de los otros componentes de los alimentos o medios de
fermentacidn. La destilacion es un término muy amplio que abarca varias técnicas como la
destilacion por arrastre de vapor, la destilacion fraccionada, y la destilacion molecular entre

otras.

2.8.1.1 Destilacién por arrastre de vapor.

El arrastre por vapor de agua a presion atmosférica, es uno de los procedimientos de
extraccion mas antiguos que existen, es un método que llevaron los arabes a Occidente en
el siglo IX. Esta operacién se lleva a cabo en un aambique. Las materias primas que hay
gue destilar pueden necesitar una “preparacion fisica’ como secado, centrifugado, picado,
gjuste de pH, remojo con fermentacion. El objetivo es arrastrar por medio del vapor de

agua los constituyentes volatiles de los productos brutos. El vgpor, cargado con la esencia
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de la materia prima destilada, se condensa en el serpentin del aambique antes de
recuperarse en un esenciero (vaso de decantacion para los aceites esenciales). La separacion
agua-esencia se realiza de forma automatica por diferencia de densidad. El aroma debe
separarse después de la solucién acuosa con un disolvente organico como pentano,
diclorometano o éter dietilico. El disolvente orgénico, se seca con la adicion de un agente
desecante como el sulfato de sodio o € de magnesio, sefiltray se concentrapara el andlisis

instrumental .

2.8.1.2 Destilacion molecular

Se utiliza para aquellos compuestos quimicos que se descomponen, se polimerizan,
reaccionan o se destruyen por la destilacién a baja presion convencional (destilaciéon a
vacio), la destilacién molecular, es una destilacion al alto vacio (de 1 a80 X 10 Torr) en
un rango de peso molecular de 150-4000. Se usa para compuestos del aroma, vitaminas,
acidos grasos y reactivos atamente sensibles a calentamiento prolongado a temperaturas
arriba de 250 °C. Es un método mecanico con el que se crea una pelicula uniforme de
movimiento rgpido, la cual es € material de alimentacion para €l centro de un disco
giratorio. Por fuerza centrifuga € material se esparce en una pelicula a través del disco
caliente, e cual tiene una gran superficie de condensacion El compuesto mas ligero se
evgporay condensa en una fraccion de segundo. El residuo mas pesado que no se evapora
cae en un disco concéntrico y se descarga. Las Unicas variables son la tasa de flujo (que
gobierna el espesor de la pelicula) y la temperatura del evaporador. Se ha logrado una
buena recuperacién de los hidrocarburos Cy a C19 del aceite de maiz mediante estatécnica

(Nawar, 1969) y de los aldehidos de la mantequilla (Bading y De Jong, 1983).
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2.8.1.3 Destilacion por arrastre de vapor y extraccion simultaneas (DES).

Probablemente el método mas usado para extraccion de volétiles en la investigacion
es el que combina la destilacién por arrastre de vapor con la extraccion por disolventes
simultanea, se ha utilizado en el estudio de la cervezay frutas. En su disefio es un sistema
compacto en el cua se pueden emplear pequefias cantidades de diferentes disolventes
extractores (Sanchez y col., 1991).

En el cuadro 2.11 se da un ejemplo de los porcentgjes de recuperacion de algunos
compuestos del aroma aislados por DES en un estudio con un sistema modelo de

compuestos encontrados en frutas, usando pentano'y éter etilico (Schultz y col., 1977).

Cuadro 2.11. Recuperacion de componentes de un sistema modelo

por DES en pentano y éer
‘ Compuesto | Pentano | Eter etilico
Acetato de etilo 59 89
} Hexanoato de etilo I 102 I 99
‘ 3-hidroxietanoato de etilo | a4 | 49
‘ Etanol | 0 | 58
‘ Hexanol | 102 | 100
‘ linalol | 99 | 97

Nota: DES sellev6 acabo a1l am de presion. Todos losvalores
estan dados como % de recuperacion (por ciento de la cantidad original).
Adaptado de (Schultz y col., 1977)

2.8.2 Métodos de extraccion por disolventes.
En esta extraccion se utiliza un disolvente organico de bago punto de

ebullicion, se usa generamente para obtener los volatiles de un destilado obtenido por
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arrastre de vapor, aunque su desventaja es el gran volumen de disolvente que es necesario
eliminar después. Consiste en tratar la mezcla arrastrada por vapor de agua en un embudo
de separacion, utilizando un disolvente volétil como hexano, pentano, éter etilico o etanol;
el cual cargado con los compuestos del aroma, pasa a un concentrador donde es destilado

(Teranishi, 1981, Benn y Peppard, 1996).

2.8.3 Separacion e identificacion por cromatografia de gases.

En los afos 60’'s cuando el andlisis instrumental moderno seiniciaba, la sensibilidad
de los equipos era mucho menor y se conocian arededor de 500 compuestos relacionados
con e sabor en los aimentos, mas adelante con el advenimiento de la tecnologia
computacional, fue posible utilizar instrumentos méas sofisticados con los cuales se
pudieron utilizar muestras muy pequefias, ademas de que fue posible detectar sustancias en
concentraciones muy bajas del orden de ppm, por lo que hacia los afios 90 se conocian
6000 compuestos del aromay actualmente se conocen mas de 10000 compuestos del aroma
(Teranishi y Kint, 1993).

La cromatografia de gases se rediza en dos etapas: |a primera es la separacion de
los componentes de una mezcla en la columna y la segunda es cuando cada uno de los
compuestos ya separados pasan al detector, para ser identificados ya sea por el tiempo de
retencion de cada uno de los compuestos y su comparacion con € de un estandar o por el
espectro gque se obtenga el cua nos da informacion sobre la estructura quimica de las
sustancias que pasan por €l.

Esta técnica se ha usado para evaluar e aroma de los mostos de uva (Mamede,
2005), para caracterizar a los compuestos del aroma de queso (Parker, 2004), y una gran

variedad de aromas y maos olores de | os alimentos (Wilson, 2000).
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2.8.3.1 Andlisisdel espacio de cabeza (* headspace’).
La mezcla de compuestos que se encuentran en el equilibrio en el espacio libre de
un frasco en donde se ha colocado una cierta cantidad de |a muestra en estudio, se analiza

por cromatografia de gases.

2.8.3.1.1 Inyeccion directa

Con e andlisis de los compuestos en el espacio de cabeza o espacio libre
(“headspace’) se pretende detectar a los componentes més volétiles del aroma del material,
ya sean frutos, hojas, flores o fermentaciones (Charalambous, 1983).

Latécnica del espacio de cabeza se usa para estudiar aromas y se puede determinar
la calidad del sabor, controlar procesos y estudiar relaciones entre variedades y estaciones,
madurez, adulteraciones y la calidad de los frutos. Este método es simple, solamente se
toman 2 ml del espacio de cabeza con una jeringa para gases y Se inyecta en el
cromatografo de gases. Es un método répido, reproducible y los compuestos que se
analizan son solamente los que percibe lanariz.

L os principales problemas con €l andlisis de espacio de cabeza de inyeccion directa,
es la poca cantidad de muestra para el andlisis instrumental, ya que solamente se detectan
los compuestos mas volatiles presentes en la muestra; ademas la concentracion de los
voldtiles en el espacio de cabeza, no nos dan unamedidarea de los volétiles que hay en el

alimento (Charalambous, 1978).

2.8.3.1.2 Purgay Trampa.
Es una técnica cromatografica de andlisis del espacio de cabeza para concentrar

compuestos organicos volétiles. Se utiliza un gparato para purgar la muestra del aimento,
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comunmente es un matraz simple con lamuestraal que se le burbujeaun gasinertey el gas
con el aroma fluye hacia una trampa. Los métodos més comunes de aislar y concentrar los
volatiles de este gas del espacio de cabeza purgado incluyen el uso de trampas criogénicas
y las trampas con adsorbentes.

L as trampas criogénicas involucran el uso de una serie de trampas frias en donde se
condensan los volétiles y su principal desventgja es que el agua también se condensa. Los
volatiles se obtienen de las trampas criogénicas empleando disolventes organicos (Chang y
col., 1977).

Frecuentemente los compuestos volatiles se atrapan con adsorbentes que no
adsorben agua, Unicamente a los volétiles del aroma. El carbon activado fue uno de los
primeros adsorbentes usados para atrapar aromas de los vapores del espacio de cabeza,
debido a que adsorbe con fuerza solamente a los compuestos no polares. Otros adsorbentes
son el Chromosorb 105, Porapak Q y el Tenax GC, este ultimo es € mas empleado, puesto
gue permite una buena recuperacion de los compuestos volétiles y exhibe una buena
estabilidad térmica, aungue tiene una menor capacidad de adsorcion como lo demuestran
algunos estudios realizados con los aromas de cacahuate (Bett y col. 1994) y de trufas (Diaz
y col., 2002). Los compuestos del espacio de cabeza se liberan de latrampa por medio de

extraccion con disolventes o en digpositivos en la columna (Charalambous, 1978).

2.8.3.2 Extraccion en fase solida.

Es un método previo a la cromatografia de gases, que se usa ampliamente en la
determinacion de compuestos volétiles presentes en aimentos como el aceite de oliva
(Moraes y col., 1994), en medicamentos, en fermentaciones y tienen la gran ventgja de

concentrar la muestra, de manera que es posible con este método detectar compuestos que
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estan a bajas concentraciones que algunas veces contribuyen significativamente a aroma.
Ciertas sustancias solidas como alimina, carbén activado, silica gel, mallas moleculares y
polimeros porosos como Tenax (difenilfenilendxido), tienen la habilidad de unirse
selectivamente a compuestos vol étiles de una solucién. Estos métodos incluyen desorcion
térmica y son herramientas poderosas para la concentracion eficiente de numerosos
volatiles del sabor y lafragancia. El limite de deteccion es del orden de las ppt, mucho més
bajo que para las técnicas de espacio de cabeza (ppm) y las de purga y trampa (ppb)

(Murray, 1977, Dirinck y col., 1977).

2.8.3.3 Cromatografia con CO, supercritico

Captado en la atmosfera, e gas carbonico puesto bgo presion se convierte en
liquido. Sometido a una presién superior alos 73.8 bares y a una temperatura superior alos
31°C, pasaa estado supercritico donde posee un buen poder disolvente. La extraccién con
CO, supercritico permite tratar la materia prima a bgja temperatura y consigue compuestos
mas puros con un aroma més fiel a olor inicial de la materia prima. Por otra parte, este
procedimiento no genera contaminantes. Es adecuado para la separacion de compuestos
muy polares y poco vol&tiles, € disolvente puede ser removido de la muestra con mucha
facilidad. Se haempleado con éxito en el andisis de &cidos grasos en alimentos (Sefiorans e

Ibéfiez, 2002).

2.8.3.4 Pervaporacion
La recuperacion de los compuestos organicos a partir de muestras diluidas en agua,

se puede redlizar efectivamente con |a técnica de membrana denominada pervaporacion.



54

En muchos casos esta técnica puede concentrar a los compuestos del aroma
alrededor de 100 veces. Este proceso se define como una técnica en la cua una mezcla
liquida alimentada se separa por medio de vgporizacion parcial a través de un polimero no
poroso selectivo en su superficie de manera que algunas substancias pueden permear.

La mezcla liquida alimentada, se divide entonces en vapor permeado, €l cua se
puede condensar y colectar en trampas y un liquido retenido. La fuerza necesaria para
redizar la transferencia de masa del liquido alimentado a vapor permeado se establece
bajando la presion en e lado permeado de la membrana de tal forma que las presiones
parciadles de los componentes permeantes es mas baga en el permeado que en la
alimentacion.

De manera de enriquecer los compuestos del aroma de |as disoluciones acuosas, €l
proceso de pervaporacion opera con membranas organofilicas, las cuaes preferentemente
permean compuestos organicos como los compuestos del aroma del vino moscatel

(Karlsson y col., 1995).

2.8.3.5 Espectroscopia de masas

L a espectroscopia de masas se introdujo en 1960, ha revolucionado la investigacion
bioquimica y de productos naturales. Lo valioso de esta técnica, es que requiere solamente
microgramos de material para proporcionar un peso molecular adecuado y un patron
complejo de fragmentacion de la molécula, el cual es especial para cada compuesto y es de
gran ayuda para identificarlo. Esta técnica consiste en degradar cantidades traza de un
compuesto organico y registrar su patron de fragmentacion de acuerdo a su masa.

La muestra en estado de vapor, después de haber sido separada en el cromatdgrafo

de gases se difunde en el sistema de baja presion del espectrofotometro donde se ioniza
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con electrones de suficiente energia para causar la fragmentacion de los enlaces quimicos.
Los iones positivos resultantes se aceleran en un campo magnético el cua dispersa y
permite la medicién de la abundancia relativa de los iones de una determinada relacion
cargamasa. El registro resultante de la abundancia del i6n contra la masa congtituye el

espectro de masss.
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3.OBJETIVOS

Objetivo General
Evaluar la capacidad del hongo filamentoso Ceratocystis fimbriata como productor de

aromeas frutales.

Objetivos especificos

1. Conocer y cuantificar |os compuestos del aromaque produce C. fimbriata en el medio
liquido estandar.

2. Determinar €l efecto de laleucina (adicionada al medio de fermentacion en lafase
estacionaria del crecimiento) sobre la produccion de compuestos vol&tiles del aroma
por C. fimbriata en medio liquido.

3. Determinar €l efecto de la actividad de agua en el medio liquido sobre la produccion
de compuestos del aroma.

4. Determinar € efecto de laleucina (adicionada desde el inicio de la fermentacion)
sobre la produccion de los compuestos aromaéticos.

5. Determinar el efecto delatiaminaen el indculoy en el medio de fermentacion sobre

laproduccion de los compuestos del aroma producidos por C. fimbriata.
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4. MATERIALESY METODOS.

4.1 Material bioldgico y conservacion de la cepa.

En este estudio se utilizdé la cepa de Ceratocystis fimbriata CBS 374-83, proveniente
de Central Bureau VVoor Schimmelcultures Baarn, The Netherlands.

La conservacion del microorganismo se realizd en tubos inclinados de agar papa-
dextrosa (PDA). Los tubos inoculados por punteo, se incubaron a30°C durante cinco diasy se
almacenaron a 4°C. Una vez que el hongo filamentoso produjo esporas, los tubos de ensayo
con agar inclinado, se cubrieron con aceite minera (esterilizado 3 veces) y se almacenaron a

4°C. Laoperacion de resiembra se realizé cada 3 meses.

4.2 Preparacion del inéculo.

Parala produccién del indeculo se utilizaron matraces Erlenmeyer de 250 ml con 75 ml
de medio sblido de agar papa dextrosa (PDA). La incubacién fue a 30°C durante cinco dias.
La cosecha de esporas se reaizd en condiciones estériles adicionando al matraz esporulado
70ml de agua, 30 perlas de vidrio, tres gotas de tween 80 y un agitador magnético. La mezcla
se agitd durante 3 minutos, la suspension de esporas asi obtenida, se adiciond a otro matraz
Erlenmeyer con esporas pararepetir laoperacion y tener un indculo con mayor concentracion.

Para redlizar la cuenta de células, se hizo una dilucion 1/10 de la suspension de
esporas. Después de un minuto en el vortex, con una pipeta Pasteur se colocd la cantidad
necesaria de esporas en la cAmara de Neubauer. Se contaron 13 cuadros. EI nimero de

esporas en la suspension esta dado por larelacion:

N= n*(25*10%/13)* d/V
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donde N= nimero de esporas recuperadas/ ml
n= nimero de esporas contadas en los 13 cuadros
d= factor dedilucién
V= volumen de la solucién de esporas

El factor de conversion 25*10%13 considera |as caracteristicas geométricas de la cdmara de

Neubauer.

4.3 Preparacion del medio liquido estandar (MS)

Este se utiliz6 como medio de control en todo el trabajo experimental de esta tesis. La

composicién para preparar un litro de este medio recomendado por Christen y Raimbault

(1991) se presentaen el cuadro 4.1.

Cuadro 4.1. Composicion de un litro de medio liquido

estandar (ME).

Glucosa 509
Sulfato de amonio 459

Urea 199
Fosfato de potasio 10g
monobasico
Nitrato de calcio.4 H,O 10g
Sulfato de magnesio. 7 H,O 0759

Solucion de Oligoelementos (composicion por litro)

Nitrato férrico 724 mg
Sulfato de zinc.7 H,O 440 mg
Sulfato de manganeso.7 H,O | 203 mg

La glucosa se disolvié en 200 ml de agua destilada. EI pH de la solucion de glucosa se
regulé a6 con NaOH 0.5 M. La solucion de glucosa se esteriliz6 sin ningin otro componente
del medio después de haber gjustado el pH. Las macrosales fosfato de potasio monobasico,
nitrato de calcio y sulfato de magnesio se esterilizaron juntas disueltas en agua destilada. La

ureay € sulfato de amonio se disolvieron en 200 ml de aguay se esterilizaron aparte.
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Los oligoelementos se esterilizaron juntos, de esa solucién se tomaron 2 ml para
adicionarlos en un litro de medio de cultivo.

La esterilizacion en todos |os casos fue a121 °C (15 psi) durante 15 minutos.

4.4 Estudio 1.

4.4.1 Condiciones de fermentacion.

Se realizaron ensayos por duplicado empleando 18 matraces Erlenmeyer de 250 ml en
diferentes momentos. A cada matraz Erlenmeyer se le adicionaron 100ml de medio liquido
estandar, se inocularon con 1*10° esporas; se cubrieron con seis capas de gasa con |os hilos
entrecruzados con el fin de proteger de la contaminacion por otros microorganismos, de
permitir laentrada del airey de facilitar el muestreo de 2 ml de volumen del espacio de
cabezadel matraz. Se incubaron a 30°C y 250 rpm durante cinco dias. Al inicio de la fase
estacionaria (43 h) se afadieron 2.6g/l de leucina (20mM) a 7 matraces seleccionados al azar.
Este es el llamado medio adicionado de leucina (MEL).

Cadadia un matraz con cultivo en medio estandar (ME) y uno adicionado con leucina

(MEL) fueron retirados de la incubadora.

44.2 Andlisis sensorial

Los aromas producidos por € hongo durante la fermentecion se evaluaron
diariamente, con un panel no entrenado de seis miembros. Laintensidad del aroma se evalué
con unaescaladel 0 a 4, donde O=sin olor, 1=ligero, 2=medio, 3=intenso y 4= muy intenso.

Estos andlisis se efectuaron cada 24 horas, durante €l tiempo que durd la fermentacion.
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44.3 Medicion del pH.

El pH del medio de cultivo se registro directamente sin dilucion previa. Se utilizd un

medidor de pH Corning calibrado con soluciones buffer depH 4y 7.

4.4.4 Determinacion de la biomasa

El cado de fermentacion se centrifugé a 5°C, durante 15 minutos con 3000 rpm
(2314xQ), se decantd el sobrenadante. Con una espétula, se coloco la biomasa en un papel
filtro (Whatman No. 2); se llevd a peso constante a 65°C por 12 horas. Se calcul6 € peso
seco en g de biomasa/litro.

El sobrenadante se conservo en congel acién parala posterior extraccion de los

compuestos vol &tiles.

4.4.5 Determinacion de glucosa

El sobrenadante obtenido de la centrifugacion del caldo de cultivo, sefiltré a través de
una membrana de 0.22-mm (Millipore tipo GV), para eliminar los solidos que pudieran
taponar la tuberia del cromatdgrafo de liquidos Waters con detector de indice de refraccién. El
volumen de inyeccion fue de 20-m, la separacién de la mezcla inyectada fue en una columna
de 300 mm de largo y 7.8 mm de didmetro interno, Aminex (Bio-Rad HPX-87H) a65°C con

H,SO, 6mM aun flujo de 0.6 ml/min (Masony col. 1991).

4.4.6. Extraccion de los compuestos volatiles
Los sobrenadantes mencionados en la determinacién de biomasa (ver 4.4.4) se
descongelaron y s diluyeron en agua saturada con sal en una relacion en volumen 1:1 para

disminuir la solubilidad de los compuestos a extraer. El pH se gustd a 6 para impedir la
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hidrdélisis de los ésteres y se hizo la extraccion durante 2 horas en el equipo de destilacidn por
arrastre de vapor - extraccion simultédnea con disolventes organicos (Sanchez y col. 1991).

Para la extraccion se emplearon por separado pentano, hexano y éter como
disolventes, para tener extractos con compuestos de diferentes polaridades y poder identificar
un mayor nimero de compuestos volatiles.

El equipo de destilacion por arrastre de vapor y extraccion simultanea con disolventes
seilustraen lafigura4.1; el equipo cuenta con una chaqueta de enfriamiento y un refrigerante
de serpentin en su interior; no aparece en lafigura un refrigerante adicional que se coloca en
la parte superior, arribade lacamara C.

El equipo funciona de la siguiente manera: la muestra a extraer se coloca en el matraz
A; en el matraz B se colocael disolvente extractor (menos denso que el aguad). Se calienta el
matraz ubicado en la rama A y antes de que alcance € punto de ebullicién se calienta €
matraz de laramaB, con el propdsito de que los vapores de ambos matraces lleguen a mismo
tiempo a la cdmara de extraccion C ubicada en la parte superior del equipo. En lacamaraC €l
disolvente realiza la extraccién de los compuestos volatiles que son arrastrados por el vapor
de agua.

El aguay el disolvente que extrgo los compuestos del aroma condensados, caen hasta
el digpositivo inferior (también refrigerado) que esté entre los dos matraces, se separan €
disolvente y el agua por sus diferencias en densidad. Este dispositivo permite el retorno del
disolvente con los aromas a matraz B y € retorno del agua ya sin compuestos del aroma al
matraz A. De esta manera, la destilacion y la extraccién se realizan de manera continua y
simulténea

El tiempo de extraccion fue de 2 horas contando a partir de que se juntaron los vapores

en la parte superior del equipo C. Transcurrido € tiempo, € disolvente se enfrid, se seco con
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sulfato de sodio anhidro, sefiltro y se destilé empleando una columna Vigreaux, hastallegar a
un volumen de 2 ml. Este extracto se guardd bien tapado en frascos de perfume, sellados con
cinta de teflén y se dmacenaron a -5°C hasta su uso, para identificar y cuantificar a los

compuestos del aroma.

Figura4.1 Equipo de destil acion por arrastre de vapor y extraccion
con disolventes simul tdnea.

4.4.7 ldentificacién de los compuestos extraidos

Se empled un cromatografo de gases Hewlett Packard 5890 acoplado a un detector de
masas con cuadrupolo (MSD, HP-HP5989 o HP-5972). El andlisis espectrométrico de masas
fue por ionizacién de impacto de electrones a 70 eV, € tiempo que € filamento del detector
estuvo apagado fue de 1 minuto, las temperaturas del inyector y del detector fueron de 225
°C. El programa de temperatura del horno fue 40°C durante 3 minutos, una rampa de
10°C/min y una temperatura fina de 200°C durante 5 minutos. El volumen de inyeccion fue

de 1 pl.
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Se utilizaron dos columnas capilares de dta resoluciéon de silice fundida. En una
primera etgpa del trabajo se utilizé una columna de 30 m de fenilmetilsilicon con didametro
interno de 0.32 mm y un tamafio de pelicula de 0.250-nm. Posteriormente, se empled €l
cromatografo con una columna de FFAP de 50 m, 0.32mm de didmetro interno, 0.52-nm de
tamafio de pelicula. En parte debido a su longitud se obtuvo una mejor resolucién con la
columna de FFAP (polietilenglicol) que es més polar que lade fenilmetilsilicon, por lo que la
mayoria de los compuestos que se identificaron fueron separados con estafase.

Los compuestos se identificaron comparando los espectros obtenidos con los datos
espectrales de labiblioteca NIST 75K del detector de masas. Cuando fue posible se analizaron

compuestos de referencia.

44.8 Cuantificacion de volatiles del extracto obtenido del medio de cultivo

Al sobrenadante del caldo de cultivo se le adicionaron 1.2 pl de 2-octanol para ser
utilizado como estandar interno durante el proceso de destilacion-extraccion y la
cromatografia de gases. Diariamente los extractos de éter y pentano obtenidos del caldo de
fermentacion se concentraron a 1ml con nitrégeno y 1 pl se inyectd en el cromatografo de
gases con detector de ionizacion de flama

Una vez obtenidos los cromatogramas se calcularon los factores de area (factor
de area = area del estandar / area del estandar interno) y de volumen (factor de volumen =
volumen del estandar / volumen del estandar interno).

Se elabord una grafica con € factor de volumen en el gje X y el factor de areaen € ge

Y. El factor de respuesta es |a pendiente de esta recta. Para cada una de | as curvas obtenidas se



realizd la regresion linea y se obtuvieron la pendiente (m), la ordenada a origen (b) y el

coeficiente de correlacion (R).

4.4.9 Andlisisdel espacio de cabeza (headspace).

El andlisis de los compuestos volétiles en el headspace se llevé a cabo tomando una
muestra gaseosa de 2-ml del espacio de cabeza (headspace). El andlisis de llevd a cabo en un
cromatografo de gases Hewlett Packard, modelo 5890, equipado con un detector de ionizacion
de flama y una columna capilar Carbowax 20M (30m de longitud, 0.25 mm de diametro
interno). La temperatura del inyector y del detector fue de 225°C. Latemperatura del horno se
programd con una temperatura inicia de 35°C durante 3 minutos, una rampa de temperatura
de 5°C/min hasta llegar a 110°C, durante 2 minutos. El gas acarreador fue helio. La relacion
de division de flujo de 1:40 y el volumen deinyeccion de2 ml.

Para cuantificar los componentes del espacio de cabeza se elaboraron curvas estandar
inyectando de 0 a 40 microlitros de tres compuestos de interés en una ampolleta de vidrio de
500ml. En cada ocasion se equilibro la temperatura de la ampolleta durante 15 minutos a 30
°C el volumen de inyeccion fue de 2ml con una jeringa para gases. Se elaboraron las curvas
estandar graficando area contra concentracion en microlitros/l. Los valores de los coeficientes

de regresion lineal fueron todos mayores de 0.96 (Anexo 1).

45 Estudio 2

El cultivo de C. fimbriata se realizd en frascos seroldgicos de 100ml que contenian 20
ml de medio liquido tapados con 6 cgpas de gasa. Se consideraron tres medios de cultivo: €
medio estédndar solo (ME), €l medio estandar con 20 mM de leucina adicionada desde €l inicio

de lafermentacion (MEL.) y €l medio estandar con 5mg/l de tiamina (MET).
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La actividad de agua se modifico a cinco niveles con laadiciéon de 0, 05,1, 1.5, y 2
ml de etilenglicol por cada 20 ml de ME con €l propésito de obtener actividades de aguade 1,
0.992, 0.987, 0.978 y 0.962 respectivamente. Se midi6 la a, a principio y a fina de la
fermentacion con el equipo Decagon Aqua Lab modelo cx-2. (Decagon USA), se utilizd 1g
de muestra.

Se usaron dos tipos de inéculo, uno preparado en PDA como en e experimento

anterior (T-) y otro preparado en PDA suplementado con 5 mg/l de tiamina (T+).

Para la fermentacién la concentracion del indculo (1*108 esporas/100ml) y las

condiciones de incubacion fueron las mismas que en el experimento anterior (30°C a 250 rpm
durante 5 dias).

Labiomasay el pH asi como los vol&tiles en e headspace se determinaron como en el
primer experimento (ver 4.4.1, 4.4.2y 4.4.3).

Los efectos del indculo, el medio, la actividad acuosa y las interacciones de primer
orden sobre la biomasa, € pH y los voléatiles fueron estimados por andlisis de varianzay la

separacion de medias por laprueba de t-Student aun nivel de 0.05.
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5.RESULTADOSY DISCUSION

5.1 ESTUDIO 1. Cultivosen ME y en MEL.

Se cultivé aC. fimbriata en medio estandar (ME) y en medio estédndar adicionado de
leucina (MEL), paraidentificar y cuantificar alos compuestos del aroma gue se obtienen en
las dos condiciones.

5.1.1 Crecimiento de C. fimbriataen ME y en MEL.

En lafigura 5.1 se comparan la produccion de biomasa, €l consumo de glucosay la
evolucion del pH, paralas fermentaciones realizadas en el medio estandar (ME) y en el medio
adicionado de leucina (MEL) alas 43 horas de iniciada |a fermentacion, que es € tiempo en €l
gue inicia la fase estacionaria. La glucosa se terminé alas 60 horas de incubacion en los dos
medios de cultivo. Los perfiles de biomasa producida en los dos medios es muy parecido
hasta llegar alas 72 horas, a partir de ese tiempo se nota un claro aumento del crecimiento en
el medio adicionado de leucina. Esto indica que la leucina produjo crecimiento de C.
fimbriata en el cultivo liquido, como se reporta para crecimiento de este hongo en el medio
solido (Christen y col. 1997). El incremento de biomasa en el medio liquido fue de 28%,
después de laadicién delaleucina.

La ligera caida del pH de 6 a 4.6 en las primeras 36 horas de incubacion,
continué con un aumento entre 6 y 6.5 unidades de pH después de las 40 horas de
fermentacion (Figura 5.1). Esta disminucién del pH se debid probablemente a la produccion
de é&cidos carboxilicos intermediarios. El incremento posterior de pH, se puede deber a la
esterificacion de los &cidos (Fabre y col. 1996) o a la lisis del material celular. El pH
ligeramente mas ato en el MEL se puede atribuir aladesaminacion de los aminoécidos (ta

vez leucina) que produce amoniaco en el caldo de fermentacion (Mauricio y col. 1997).
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5.1.2 Evaluacion sensorial de los aromas y de los volatiles totales en el medio
liquido y en el espacio de cabeza.

El andlisis sensorid de los cultivos de C. fimbriata evidencio que el medio liquido ME
emitié un aroma frutal muy suave alas 19 horasy 6 horas después (alas 25 horas) se percibio
un aroma a platano. Entre las 48 y las 72 horas, se percibi6 la méxima intensidad del aroma a
platano. Transcurridas 86 horas, en el MEL la percepcion del aroma cambio por un olor a
disolvente y en el ME todo el aromadesaparecié completamente (Figura5.2d). Lafigura5.2b
muestralaevolucién con el tiempo de los volétiles totales en el caldo de cultivo y en lafigura
5.2c se observan los volétiles totales en el espacio de cabeza

Se puede observar andizando las figuras 5.1a, 5.1b y 5.2a, que el periodo de maxima
percepcién del aromafue algunas horas después del tiempo de maximo crecimiento cuando el
pH era arededor de 6.5, este pH més ato, puede atribuirse a la esterificacion de los acidos
carboxilicos, principalmente del &cido acético. La formacidn de los ésteres (compuestos con
un vaor de umbra de percepcion del aromabajo) nos explicala mayor intensidad del aromaa
platano. La evolucion de los volétiles totaes del medio liquido y del espacio de cabeza
correlacionan con la percepcion del aroma, es decir a mayor concentracion de |os compuestos

del aroma en el espacio de cabezay en el caldo de cultivo, mayor eslaintensidad del aroma.
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a) Aroma

Intensidad arome

200

Conc., mM

Conc., uM
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Tiempo (hrs)
b) Volatilestotales en € medio
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Tiempo (hrs)
c) Volétilestotales en headspace
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Tiempo (hrs)

Figura5.2 Evolucion del @) aroma b) volétiles totales en el medio de cultivo y c) volé&tiles totales en €

espacio de cabeza, paracultivoen ME m y MEL A.
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5.1.3 Identificacién de los compuestos volatiles extraidos.

El cuadro 5.1 enlista por grupos funcionales alos volétiles identificados en el caldo de
cultivo e indica los métodos y las fuentes de identificacion que se usaron con cada uno de
ellos y en las Ultimas dos columnas se anota en que medio se encontraron cada uno de los
compuestos.

C. fimbriata produjo ésteres de bajo peso molecular, alcoholes, aldehidos, cetonas,
hidrocarburos, fenoles y &cidos carboxilicos (Cuadro 5.1). Es ésta la primera ocasion en que
se reporta que C. fimbriata produce hidrocarburos. Algunos autores consideran a todos los
compuestos oxigenados encontrados, con la excepcion de los ésteres, como metabolitos
primarios porque son los productos de un metabolismo celular normal, estan distribuidos con
abundancia en la naturaleza, son importantes para el crecimiento celular y tienen estructuras
guimicas simples (Campbell, 1984; Glick, 1994).

5.1.3.1 Alcoholes

Los acoholes y los ésteres fueron los volétiles méas importantes en la percepcion del
aroma producidos en los dos cados de cultivo de C. fimbriata (Cuadro 5.1). Se identificaron
un total de ocho acoholes, el feniletanol se reporta por primera vez en este hongo y tiene un
aroma arosa. El acetaldehido, fue el aldehido mas abundante encontrado en los cultivos de C.
fimbriata, juega un papel central en la produccion metabdlica de etanol, €l cual es el alcohol
mas abundante que produce este hongo. El etanol y el 2-propanol (isopropanol) provienen de
lafermentacién delaglucosa (Figura2.4).

Los acoholes superiores o acoholes de fusel propanol, 2-metilpropanol, (S)-(-)-2-
metilbutanol, 3-metilbutanol y 2-fenilbutanol se originan de los aminoacidos

correspondientes, através de la ruta formulada primero por Ehrlich en 1907, como €l acohol



Cuadro 5.1. Compuestos volatil es producidos por lafermentacion con C. fimbriata.

Compuesto Identificacion | ME | MEL

Hidrocarburos, parafinasy aromaticos

Hexano 1,2 a a

Decano 1 a

Octadecano 1 a

5-octadeceno 1 a a

Eicosano 1 a

Docosano 1 a

Tolueno 1,2 a a

Etilbenceno 1,2 a a

Xileno 1,2 a a

2-fenilbutano 1,2 a

1,3-dietilbenceno 1,2 a

Nafta eno 1,2 a
Alcoholes

Etanol 1,2, a a

Propanol 1,2 a

2-metilpropanol 1,2 a a

1-butanol 1,2 a

2,3-butanodiol 1,2 a

3-metilbutanol 1,2 a a

1-pentanol 1,2 a

2-feniletanol 1,2 a a
Aldehidos

Acetaldehido 1,2 a a

Pentanal 1 a
Cetonas

2-propanona 1,2 a

3-hidroxi-2-butanona 1,2 a a

2-hexanona 1 a

2-hidroxi-3-pentanona 1 a

2,3-butanodiona 1 a
Ederes

acetato de etilo 1,2 a a

propionato de etilo 1,2 a a

acetato de n-propilo 1,2 a

acetato de 2-metilpropilo 1,2 a a

acetato de n-butilo 1,2 a a

butirato de gilo 1,2 a a

acetato de 3-metil-1-butilo 1,2 a a

butirato de butilo 1,2 a

acetato de 2-feniltilo 1 a
Fenoles

2,6-di-tert-butil-fenol 1,2 | a a
Acidos carboxilicos

acido formico 1,2 a

acido acético 1,2 a

acido hexanoico 1,2

&cido tetradecanoico 1 a

4cido pentadecanoico 1 a

57,97 -octadecadienoico 1 a

1. Identificacion por tiempo de retencion en cg y busqueda en labiblioteca de masas
2. Identificacién con 1y con andlisis de masas del compuesto especifico.
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isoamilico (3-metilbutanol) que proviene de la leucina (Figura 2.6) y € feniletanol que
proviene de la fenilaanina (Maga 1976; Mauricio y col. 1997). Cuando no hay aminoacidos
presentes en el medio de cultivo, los alcoholes superiores se pueden obtener por la sintesis de
novo a partir de la glucosa con sales de amonio. La aerobiosis promueve la sintesis de los
alcoholes de fusel (Derrick y Large, 1993) y estos alcoholes son los componentes volatiles
mas abundantes en las bebidas a cohdlicas después del etanol (Ben 'y Peppard, 1996).

El 2,3-butanodiol identificado solamente en el medio adicionado de leucina (Cuadro
5.1), tiene dos funciones importantes en los microorganismos: primero la regulacion del pH
intracelular a través de la prevencion de la sobreproduccion de acetato. Asi, €l piruvato
produce 2,3-butanodiol, cuando acanza una concentracion critica. Segundo, durante el
catabolismo de la glucosa la acetoina reducida a 2,3-butanodiol regenera NAD™ a partir del
NADH,. Asi e butanodiol es una reserva de equivalentes reductivos, y la relacion
acetoina/butanodiol puede considerarse como €l grado de aerobiosis del cultivo (Magee y

Kosaric 1987).

5.1.3.2 Esteres

Los ésteres son metabolitos secundarios de hongos, derivados de la conversion de
alcoholes a acidos carboxilicos que después se esterifican por las enzimas estearasas (Janssens
y €0l.1987). Se identificaron, un éster aromético (acetato de feniletilo) con aroma floral y
ocho ésteres diféticos con aromas frutales, cinco de los cuales fueron acetatos de (etilo,
propilo, 2-metilpropilo, n-butilo y 3-metil-1-butilo) (Cuadro 1). El acetato de etilo y el acetato
de propilo, en ese orden, fueron los ésteres mas abundantes en el cado de cultivo. Como los

ésteres tienen umbrales de deteccion del aroma mas bagjos que los acoholes, sus aromas
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frutales se detectan olfativamente a mas bajas concentraciones (Janssens y col. 1987; Derrick
y Large, 1993). En este trabajo se encontrd que la produccion de acetato de isoamilo, que es
un éster que resulta del metabolismo de los aminoacidos esta en relacion directa con el
crecimiento del micelio tal y como se encontré para Aspergillus oryzae (Ito y col. 1990). Esta
observacion no resulto valida para el acetato de fenetilo producido por C. fimbriata en donde
la produccidn fue constante. Todos los ésteres alifaticos encontrados en el caldo de cultivo de
C. fimbriata también se identificaron entre los compuestos del aroma del mango (Engel y
Tressl, 1983) (Cuadro 2.1). Con anterioridad a este trabagjo se reportd que el acetato de
feniletilo, es producido también por Ceratocystis coerulescens (Sprecher y Hanssen, 1983)

(Cuadro 2.10).

5.1.3.3 Aldehidosy cetonas

Se identificaron cinco cetonas dliféticas C3 a Cg incluyendo 3-hidroxi-2-butanona
(acetoind). Esta cetona se ha encontrado en los hongos Aspergillus, Penicilliumy Mycoderma
gue crecen en el bagazo de cafia. La acetoina, se metaboliza cuando las fuentes de carbono
accesibles con facilidad (azlcares) se agotan. La acetoina (3-hidroxi-2-butanona) puede
oxidarse répidamente a 2,3-butanodiona (diacetilo), un compuesto con un valor de umbra de
deteccion del aroma ato, importante en los aromas de algunos dimentos, en particular de los
l&cteos (Owensy col. 1997).

Solamente se observaron dos aldehidos: acetaldehido y pentana. Con la excepcién del
pentanal, no observamos los adehidos aiféticos correspondientes a los alcoholes superiores
tales como el 3-metil-1-butanol. Esto se debe probablemente a la oxidacion répida por varios

sistemas enziméticos de los hongos como se reporta para hongos de la podredumbre blanca.
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Un estudio detallado del basidiomiceto, P. sapidus, mostré que este microorganismo degrada
el 4-metoxibenzaldehido que e mismo produce. Este es un ejemplo de cédmo la casi
simultanea generacion y degradacion en un intervalo de pocos dias de un compuesto volatil
por un hongo, con el cambio resultante del perfil del aroma, puede dificultar la estimacién de

laproduccion méximade un volatil dado (Bernd y Berger, 1994).

5.1.3.4 Hidrocarburos y compuestos arométicos.

El andlisis con el sistema gases-masas de |os extractos de pentano, de los medios, ME
y MEL de C. fimbriata (con aroma de platano) mostraron un perfil formado principamente
de compuestos no oxigenados. Entre ellos se presentaron 12 hidrocarburos, 6 aiféticos 'y 6
aromaticos que se muestran en la cuadro 5.1. El origen bioguimico de los acanos no se ha
entendido bien, pero en estudios hechos con corchos infectados por hongos fue posible hacer
una correlacién entre los corchos infectados con hongos y la actividad microbiana con base a
la produccién de acanos. El docosano, se ha encontrado en el chayote y se describe su aroma
como a humedad, mohoso (Mc Leod, 1990), en estos estudios no se explica la formacién de
los alcanos; sin embargo se sabe que los acanos se oxidan para dar &cidos alcanoicos que se
metabolizan por b-oxidacion (Webley y coal., 1956).

Se encontraron tolueno y naftaleno, € primero también se ha detectado en mango
(Engel y Tresdl, 1983), cacahuates (Bett y col., 1994) y en chayote (McLeod, 1990). Aunque
la presencia de naftaleno en el caldo de cultivo de C. fimbriata puede parecer extrafia, se le ha
encontrado en los vol&tiles del afdfa (Buttery y Kamm, 1980), y se reporta como un
compuesto con aroma fragante y adcanforaceo en e chayote (McLeod, 1990). Algunos

derivados del naftaleno se han observado en el aromade okra (Amesy McLeod, 1990).
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El etilbenceno fue el compuesto mas abundante de esta fraccién, el tolueno y €
alcohol fenetilico fueron de los compuestos aromaticos encontrados con mayor frecuencia.
Los compuestos aroméaticos como fenol y tolueno se producen en plantas y hongos
(Neurospora crassa) por la via del acido shikimico; el feniletanol es un gjemplo de esta ruta
metabodlica, es un metabolito de la fenilalanina producido por C. fimbriata (Turner y
Aldridge, 1983), comin en los hongos (Webb y Muller 1972); esta presente en los voléatiles de
la afafa (Buttery Kamm, 1980), también lo producen los hongos basidiomicetos en sus
habitats naturales. Como la supervivencia de los hongos que destruyen la madera depende de
su habilidad de atacar enziméticamente a las ligninas, en medios sintéticos su situacion
ecologica frecuentemente refleja una preferencia por los compuestos aromaticos en ambas
rutas, la catabdlicay laanabdlica (Bernd y Berger1994), razdn por lacual se esperaencontrar
estos compuestos arométicos en el caldo de cultivo de un hongo filamentoso patdgeno de
plantas tal como C. fimbriata.

El naftaleno y sus derivados se biosintetizan por la ruta de ciclizacién de los
policétidos. La biosintesis de policétidos, que es de menor importancia para la plantas, esta
particularmente bien desarrollada en bacterias, hongos y liquenes (Manitto, 1981). Los hongos
producen la mayor parte de sus metabolitos secundarios a partir de acetato a través de
intermediarios policétidos y terpenos. La melanina, que es € pigmento negro de los hongos,
también se produce a través de esta ruta y en estudios sobre su produccién, usando varios
hongos albinos mutantes se han aislado derivados del naftaleno (Turner y Aldridge, 1983).
También se encontré naftaleno, en los caldos de cultivo ME y MEL, y proviene de la

ciclizacion de los pentakétidos.
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La cepa de C. fimbriata que se usd en esta investigacion no produce terpenos en €l
medio de cultivo liquido. Esto puede relacionarse tal vez con e medio de cultivo que se
utilizé o puede ser que nuestra cepa sea "carente de terpenos”’ (Sprecher y Hanssen, 1983).

En casl todas las muestras, encontramos di-tert-butilfenol, el cual es un antioxidante de
uso comin y por esta razén se sospecha que es un contaminante de los tapones de los viaes
devidrio.

Los metabolitos volatiles que se encontraron en este trabajo como respuesta al aroma,
son de bajo peso molecular, pertenecen alos grupos funcionales: addehidos, cetonas, alcanos,
alcoholes, ésteres y acidos todos ellos pertenecen a grupo de metabolitos inclasificables,
segun Turner, es decir que no los ubica como primarios ni como secundarios (Turner y
Aldridge, 1983). Aunque para otros autores (Campbell, 1984; Glick, 1994), estos compuestos
son metabolitos primarios ya que segun ellos, los metabolitos primarios son productos del
metabolismo celular normal, estdn ampliamente distribuidos en la naturaleza, son importantes
parael crecimiento celular, estén presentes alo largo de todo el ciclo de viday son productos

de constitucion quimicasimple.

5.1.4 Cuantificacion de los volétiles extraidos.

El cuadro 5.2 muestra las concentraciones de los compuestos liquidos mas abundantes
identificados en los caldos de cultivo a las 67 horas de fermentacion (tiempo de méaxima
produccion) en ambos medios. La lista contiene los volatiles més abundantes producidos por
el hongo: ocho de los nueve ésteres mostrados en el cuadro 5.1, seis de los siete acoholes, 3-

hidroxi-2-butanona, acetaldehido y 2,3-butanodiona.
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Cuadro 5.2 Efecto de incremento por adicién de leucina en la concentracion de las egpecies quimicas en el caldo
de cultivo alas67 h (tiempo de produccién maximade vol étiles).

‘ Concentracién en d medio de cultivo liquido (mM)
Compuesto
| | ME | Por ciento | MEL | Por ciento
\ Etanol | 45936 | 91.7% | 136343.6 | 95.3
‘ Propanol | 738 | 1.473% | 3111.3 | 2.17
\ 1-butanol | 95 | 0.19% | 248 | 0.173%
‘ 2-metilpropanol | 22 | 0.44% | 66.2 | 0.046%
‘ 3-metilbutanol | 35 | 0.07% | 118.4 | 0.083%
\ 2-feniletanol | 2 | 0.005% | 14.5 | 0.010%
Suma de alcoholes excluyendo al ‘892.48 ‘1.78% ‘3558.5 ‘2.487%
etanol
\ Acetato de etilo | 2944 | 5.873% | 2418 | 1.690%
\ Acetato de propilo | 65 | 0.13% | 66.2 | 0.046%
\ Acetato de 2-feniletilo | 47.83 | 0.095% | 49.5 | 0.035%
\ Propionato de etilo | 32.59 | 0.065% | 102.3 | 0.071%
\ Acetato de butilo | 3.14 | 0.006% | 8.21 | 0.006%
\ Acetato de 3-metilbutilo | 0.67 | 0.001% | 41.2 | 0.030%
\ Butirato de etilo | 2.44 | 0.005% | 2.16 | 0.002%
\ Acetato de 2-metilpropilo | 1.09 | 0.002% | 41.2 | 0.032%
\ Sumade ésteres | 3096.3 | 6.18% | 2728.77 | 1.88%
\ Acetaldehido | 12 | 0.024% | 291 | 0.203%
\ 3-hidroxi-2-butanona | 134 | 0.267% | 117.43 | 0.082%
‘ 50117.6 ‘ ‘ 143074.1 ‘
SUMA

La mayor parte de la produccion de volétiles (99%) es etanol, acetato de etilo, y
propanol en los caldos de cultivo de ME y de MEL. Con el MEL se observa un incremento en
casi todos los compuestos; en MEL, el etanol y el propanol se produjeron respectivamente 3

04 veces més que en el ME.
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Cuando se excluye a etanol, las sumas de las concentraciones de los acoholes restantes
son cuatro veces méas grandes en MEL que en ME y la concentraciéon de los ésteres es muy

similar en ambos medios.

Los resultados obtenidos de las muestras liquidas del caldo de cultivo, muestran poca
produccion de acetato de etilo, butirato de etilo y acetato de 2-metilpropilo con el medio
adicionado de leucina. Sin embargo el acetato de 3-metilbutilo aumentdé 61 veces su
concentracion en MEL, probablemente debido a la leucina, dado que es el aminoécido
precursor del 3-metilbutanol atravésde larutade Ehrlich (Derrick y Large, 1993; Mezay col,

1998).

5.1.5 Cuantificacién de los volatiles del espacio de cabeza.

La concentracion de un compuesto en el espacio de cabeza esta gobernada por la
rapidez de transferencia de masa del liquido a la fase gaseosa, la cua es una funcion de su
concentracion en el medio liquido y de su solubilidad en € agua. Como los compuestos méas
abundantes fueron alcoholes y ésteres, que son solubles en agua, en e espacio de cabeza se
detectaron menos compuestos y sus concentraciones fueron mas bajas que en e medio

liquido.

Sin embargo, € andlisis del espacio de cabeza nos permitié correlacionar a los
compuestos con los aromas identificados olfativamente conforme avanzaba la fermentacion.
El andlisis del espacio de cabeza produce resultados mas limpios y mas cuantitativos, porque

no hay disolvente que eluya al mismo tiempo que los primeros picos del cromatograma o



79

anada picos contaminantes. Ademés, la inyeccion directa al cromatografo de gases de las
muestras del espacio de cabeza es mas facil, rapida, y no contiene errores como los asociados
con la recuperacion cuantitativa de los analitos que se debe hacer cuando se emplea €
procedimiento de varios pasos que es la destilacion por arrastre de vapor-extraccion
simulténess.

El cuadro 5.3 muestra los nueve compuestos detectados por andlisis de especio de
cabeza con sus aromas correspondientes. Esta tabla es similar a cuadro 5.2, porqué los
valores de concentracion de los volatiles son a tiempo de maxima produccién parala mayoria
de ellos, puesto que las concentraciones maximas gque se observaron para la mayor parte de
los compuestos fueron entre las 55 y las 80 horas de fermentacién. Tres de los seis dcoholesy
cinco de los ocho ésteres cuantificados en el medio liquido se observaron también en las
muestras del espacio de cabeza.

El acetato de etilo fue casi tan abundante como el etanol en el espacio de cabeza, por
gue el acetato es aproximadamente 6 veces menos soluble en agua que el etanol, por lo que se
volatizo a espacio de cabeza més rdpidamente. El etanol y el acetato de etilo representan en
conjunto el 89% de los volatiles del espacio de cabeza en el caldo de cultivo del medio
adicionado de leucina (MEL) y € 92% en el caldo de cultivo del medio estandar (ME). Otros
ésteres importantes fueron propionato de etilo (aroma frutal) y tres productores del aroma de
platano: acetato de 3-metilbutilo, acetato de 2-metilpropilo y acetato de butilo. Ademés del
etanol, solo dos alcoholes (3-metilbutanol y 2-metilpropanol) de los seis detectados en

caldo de cultivo se observaron en €l espacio de cabeza.

En el espacio de cabeza se detectaron tres alcoholes a diferencia de los ésteres que

fueron cinco, probablemente debido a que los alcoholes son més solubles en agua que los
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ésteres y la mayor solubilidad provoca una menor tendencia de la moléculas a escapar del

medio acuoso a espacio de cabeza .

Laredaciéon MEL/ME para los volétiles extraidos del caldo de cultivo (cuadro 5.2) es
285y paralos voldtiles del espacio de cabeza (cuadro 5.3) es 1.32, la comparacién de estos
valores sugiere un incremento de volatiles en € caldo de cultivo y en € espacio de cabeza

cuando se utiliza el medio estandar con leucina(MEL).

Cuadro 5.3. Comparacion de los volétiles de C. fimbriata detectados en e espacio de cabeza de los caldos de
cultivo ME y MEL al tiempo de méxima produccién (67 h).

‘ Concentracion en el espacio | Aroma

Compuesto de cabeza (mM) (de Arctander, 1982
‘ ME | MEL y Fenaroli, 1975)
| Etanol ‘ 70.7 | 90 | alcoholico
| Acetato de etilo ‘ 61.3 | 78 | Frutal
| Acetaldehido ‘ 3.4 | 9 | reminiscente de café y vino
| 3-metilbutanol ‘ detectado | 4 | platano
| Propionato de etilo ‘ 1.7 | 4 | frutal
| Acetato de butilo ‘ 2.2 | 3 | frutal—muchas frutas
| Acetato de 2-metilpropilo ‘ 1.3 | 2 | fermentado, platano, frutal diluido
| Acetato de 3-metilbutilo ‘ 1.2 | 2 | fruta fresca, pera, pifia, platano
‘ 2-metilpropanol no ‘ 90 ‘ platano
detectado
| SUMA | 1433 | 189.1 |

detectado = detectado pero no cuantificado.
ME: medio sintético
MEL: medio sintético + leucina

Con base a los reaultados presentados en el cuadro 5.3 se puede observar que la
leucina tiene e efecto de aumentar la produccion del 2-metilpropanol y otros compuestos

como 3-metilbutanol, acetaldehido, propionato de etilo, etanol, acetato de 3-metilbutilo,
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acetato de butilo, el acetato de 2-metilpropilo y el acetato de etilo, todo esto concuerda con el

incremento del aroma de platano.

5.1.6 Conclusiones

Ceratocystis fimbriata produce un patrén complejo de compuestos volétiles, de los
cuaes el etanol es el compuesto dominante (92%), el siguiente compuesto méas abundante es
el acetato de etilo.

Se identificaron en el medio de cultivo ésteres, acoholes, aldehidos, cetonas, alcanos,
compuestos arométicos y acidos carboxilicos de bgo peso molecular.

La adicién de leucina a medio de fermentacién de C. fimbriata, permitié aumentar la
produccion de los volétiles del aroma.

Algunos alcoholes y ésteres, especialmente el 3-metilbutanol, el 2-metilpropanol y los
acetatos de 3-metilbutilo y 2-metil propilo, contribuyen al aroma de plétano.

La intensidad del aroma correlaciona bien con las concentraciones de los volétiles
totales en € espacio de cabezay en el caldo de cultivo.

En el espacio de cabeza el acetato de etilo fue casi tan abundante como el etanol.

El etanol y el acetato de etilo representan el 92% de los volatiles del espacio de cabeza
en el caldo de cultivo del medio estandar (ME) y el 89% de los volatiles del espacio de
cabezadel caldo de cultivo del medio adicionado de leucina (MEL).

El acetadehido fue también un compuesto volatil importante en e caldo de cultivo del
medio adicionado de leucina (MEL). El andliss del espacio de cabeza mostré claramente que
la leucina fue responsable del incremento significativo de etanol, acetaldehido y acetato de

etilo.
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La leucina favorece los pequefios incrementos en la produccion de 3-metilbutanol,
propionato de etilo, acetato de 2-metilpropilo y propanol.

También se observaron otros ésteres con aromas frutales como |os acetatos de propilo,
butilo y feniletilo.

La suplementacion con vitaminas, podria ser importante para aumentar la produccion
de volatiles.

Con las bajas concentraciones de volatiles en el espacio de cabeza, el estudio también
revelé la dificultad de acumular grandes cantidades de compuestos del aroma, por su

volatilidad y por su solubilidad en el agua.
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5.2 Estudio 2. Efectos de la actividad de agua, leucinay tiamina sobre la

produccion de biomasay compuestos del aroma por Ceratocystis fimbriata.

Con lafinaidad de evaluar el efecto de la adicion de tiamina en la preparacion del
inoculo, de la adicién de leucina y tiamina a medio liquido de fermentacion y de la
actividad de agua (ay) en el medio de fermentacion sobre la produccion de biomasa y

compuestos del aroma se realizaron experimentos factoriales.

5.2.1 Efecto de la a,, en el tamaiio celular de C. fimbriata.

Ladisminucion de la actividad acuosa (ay) en €l medio estandar (ME) produjo una
disminucion en e tamafio del micelio y de las esporas (Cuadros 5.4 y 5.5; Figura 5.3). Esta
disminucién de tamafio puede explicarse por una salida de aguay solutos através de la
membrana celular. El flujo hacia afuera muestra una rel acién directa con el gradiente de
presion osmotica entre lacélulay el medio externo (Marechal y Gervais, 1994).

Cuadro 5.4 Tamario de las esporas con diferentes a,.

aw ‘ Largo ‘ Diametro
(Hm) (Hm)
1 | 1333+1.15 | 85+05

978 | 783+030 | 56+057
968 | 633057 | 5.03+0.60

|
| 987 | 916+0.76 | 6.0+005
|
|

Cuadro 5.5 Diametro del micelio en diferentes valores de a,.

ay Diametro
(um)
| 1.0 | 728+111
| 987 | 483+0.75
| 978 | 383075
| 968 | 20+0.70




ay=1 a, = 0.987

a,=0.978 a, = 0.968

Figura 5.3 Micelios y esporas de C. fimbriata en ME con diferentes valores de a,,. Fotografias con
microscopio 6ptico a 100X, tincién con azul de algodén.

5.2.2 Resultados en biomasa y en produccion de volatiles

Se identificaron catorce compuestos volatiles en € espacio de cabeza. El etanol
constituyd més de la mitad de la produccién de volatiles totales. Ademas del etanol, la
produccién de volétiles en e espacio de cabeza estuvo formada en orden de importancia
por acetato de etilo (22.6%), butirato de etilo (10.8%), isobutanol (7.6%), alcohol amilico
(1.6%), acetato de isoamilo (1.5%), acetaldehido (1.2%), propionato de etilo (0.9%),
acetato de isobutilo (0.4%), diacetilo (0.6%), alcohol isoamilico (0.3%) y butanol (0.3%).

Se detectaron acetona e isopropanol en niveles bajos con variabilidad alta. Debido a

gue estos compuestos no fueron afectados por |os efectos principaes que fueron: tipo de
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medio (ME, MEL y MET), nivel de actividad de agua (1, 0.992, 0.986, 0.978 y 0.968),
tiempo (1 a 5 dias) y tipo de inéculo (T+ y T-) ni por las interacciones resultantes del
andlisis estadistico (P>0.05), no volveran a ser mencionados.

Aunque € isobutanol y e butanol no fueron afectados por los efectos principales e
interacciones en el andlisis estadistico, mostraron coeficientes parciales de correlacion
negativos con la biomasa (-0.24 y -0.25 respectivamente; P<0.05).

La produccion de biomasa mostrd correlaciones positivas (de 0.23 a 0.40; P<0.05)
con etanol, acetato de etilo, butirato de etilo, propionato de etilo y acetato de isobutilo.

En genera la produccion de compuestos voléatiles mostré una tendencia a ser mayor
cuando el indculo se prepard con tiamina (T+) que cuando se utilizd el indeulo sin tiamina
(T-). También la produccion fue mayor en caldo del medio estandar adicionado con tiamina
(MET), en comparacion con el del medio estandar solo (ME) y con el del medio estdndar
con leucina(MEL).

La reduccion de la actividad de agua (a,) por debgo de 0.992 provocd menor
produccién de volatiles. Sin embargo en varios casos se observaron interacciones de primer
orden (P<0.05) que son descritas a continuacion.

En & cuadro 5.6 se muestra el efecto de las interacciones indculo x medio, actividad
de agua x medio y tiempo x medio sobre el pH, la biomasa, los volétilestotalesy e etanol.

Cuando se uso el inéculo T+ o el medio MET losvaores de pH, volatilestotalesy

etanol fueron mas altos que con el inéculo T- en los caldos de cultivo ME'y MEL.
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La produccién de biomasa fue mayor en T- y en medio MET que en las otras
combinaciones inoculo x medio (563 g/L vs 3.34-3.68 ¢g/L). Esto indica un
comportamiento de fenotipo ahorrador (thrifty) con crecimiento exuberante y baja
produccion de volétiles, ya que la relacion concentracion de volétiles totales /biomasa es
menor en T- (22.4, 21.3 y 20.4 uM de volétiles por g de biomasa en ME, MEL y MET
respectivamente) que en T+ (27.9, 30.8 y 28.3 uM de volatiles por g de biomasa en ME,
MEL y MET respectivamente).

Cuando a,=1 se observé el pH mésbgo en ME y el mas ato en MET. Lareduccién
de laactividad de agua (a,) resultd en la ausenciade diferencias entre los valores de pH.

De la misma manera, cuando a,=1 la biomasa, los volétiles totales y el etanol
producidos fueron més atos en MET y mas bajos en MEL vy las diferencias entre las medias
de estas variables desaparecieron con lareduccion en laa,.

Una reduccion significativa de pH en e medio estdndar ME conforme € tiempo de
fermentacidn avanza contrasta con la ligera 'y no significativa disminucion de pH (P>0.05)
observadaen MEL y MET.

Como se esperdba la produccién de biomasa volétiles totales y etanol se
incrementaron con el tiempo, pero la produccion final en MET fue cuando menos el doble
queen MEy MEL.

Lainteraccion actividad de agua x tiempo sobre labiomasa, los volatiles totales y el
etanol se muestran en la figura 5.4. Cuando la actividad de agua no esta restringida la
produccién de biomasa, volatiles totales y etanol alcanzaron su maximo entre las 72 y las
96 horas de fermentacion. La reduccién en a, resultd en un retraso de la produccion de

estas variables.



88



89

La produccion de volatiles totales aumentd con el tiempo y fue més altaen T+ que
en T-, pero la disminucién de a, fue paralela a lareduccién de volétiles totalesen T+ y en
T- (figurab.5).

La produccion de acetaldehido y butirato de etilo tendié a ser mas ataen T+ que en
T- en los medios ME y MEL pero el vaor méas adto se observo en T- y MET. Cuando €l
indculo fue T- se observé unatendencia similar en la produccion de alcohol isoamilico y de
acetato de isoamilo, pero cuando €l inoculo fue T+ y e medio MEL, la produccién fue
similar alasefidadaparaMET y T- (figura5.6).

La produccion de butirato de etilo aument6 con el tiempo pero este incremento fue mas
alto con € inéculo T+ que en T-. La produccion de acetato de isoamilo acanzé su maximo
a las 72 horas de cultivo cuando €l inoculo era T- mientras que en T+ la produccion se
retrasoO y los valores méximos se observaron a las 120 horas. La produccion de alcohol
amilico disminuy6 con €l tiempo cuando se uso e
| inéculo T- mientras que en T+ se observalo contrario (Figura5.7).

Con a, =1, la produccién de acetaldehido, acetato de etilo, propionato de etilo y acetato
de isobutilo fue més del doble en T+ que en T-, ladisminucién en los valores de a, produjo
ladisminucion de la produccién de estos compuestos (figura 5.8).

La produccion de butirato de etilo y acetaldehido aumenté con el tiempo de cultivo en
el medio MET (figura5.9).

La reduccion de la actividad de agua indujo un retraso de la produccion de acetato de

etilo, butirato de etilo, propionato de etilo y acetato de isobutilo (figura5.10).
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La produccion de butirato de etilo y de acetato de isobutilo fue mayor en MET que en
MEL y ME y la reduccién de a, produjo una disminucion dréastica en la produccién de

ambos (figura 5.11).

5.2.3 Discusion de resultados

Este estudio mostré la influencia de la adicion de tiamina al preparar el indculo, €l
efecto de la adicidn de leucinay tiamina a medio y como sus interacciones con la actividad
del agua afectan €l crecimiento y la produccién de aromas por C. fimbriata.

La produccion de etanol, acetato de etilo, butirato de etilo, propionato de etilo,
acetato de isobutilo y acetaldehido por C. fimbriata fue mayor cuando el inéculo se prepard
con tiamina.

El papel de la tiamina en € crecimiento y en la reproduccién de muchos hongos
incluyendo a C. fimbriata esta bien establecido (Robinsy Ma 1942; Barnett y Lilly, 1947
Campbdll, 1958). Aunque C. fimbriata puede presentar reproduccién asexua
(comportamiento homotélico) este hongo ha desarrollado un mecanismo para asegurar €l
entrecruzamiento (heterotalismo sexual), prevenir mutaciones y mantener los beneficios de
lavariabilidad genética (Webster y Butler, 1962b).

C. fimbriata se comporta de una manera ahorradora (thrifty) ya que crecié de
manera exuberante en el medio MET cuando el inéculo era pobre (sin tiamina) pero con
una tasa de volétiles totales/biomasa baja en relacion con la observada cuando €l indculo
contenia tiamina, independientemente del medio de cultivo usado. Esto puede ser una
respuesta a la limitacion de nutrientes que aumenta la sobrevivencia del microorganismo
privado de tiamina (T-), porque cuando encuentra mejores condiciones incrementa la

biomasa, aunque es menos eficiente en produccién de vol étiles gue |os microorganismos
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no privados (T+). Esto podria considerarse paralelo a la hipdtesis del fenotipo ahorrador
(thrifty phenotype; Bindon y Baker, 1997) gque se explica como consecuencia de regulacion
metabolica y genética (Moat y Foster, 1995) y probablemente por impronta metabdlica
(Waterland y Garza, 1999).

Laadicion de leucinaa ME d inicio de la fermentacion no aumento la produccion
de biomasa, sin embargo se observé un ligero incremento en la produccion de alcohol
isoamilico y acetato de isoamilo. Este resultado se esperaba debido a que la leucina es un
sustrato para la produccion de acohol isoamilico y acetato de isoamilo, los cuales se
producen a través de un mecanismo de biotransformacion conocido como la ruta de
Ehrlich.

Cuando se adiciond leucina a una fermentacion con levaduras, también se
incremento la produccién de acohol isoamilico y acetato de isoamilo, pero con un aumento
en labiomasa (Derrick y Large, 1992; Dickinson y col., 1998). Lo mismo ocurrio para C.
fimbrata en medio sdlido de fermentacidn adicionado con leucina empleando una corriente
forzada de aire himedo (Christen y col., 1997; Meza y col. 1998), y en medio liquido
cuando laleucina fue afiadida a inicio de |afase estacionaria (Sanchez y col., 2002).

Probablemente cuando se afiade la leucina a los medios liquidos y solidos, existen
diferencias de disponibilidad de nutrientes. La explicacion de porqué la leucinano aumenta
labiomasa en el medio liquido, cuando se afiade desde el inicio de la fermentacidn, puede
ser por el mecanismo de inhibicién por retroalimentacidn o por producto final.

La adicion de tiamina a inéculo y d medio de cultivo no compenso los efectos
adversos de la a, inducidos por la adicién de etilenglicol al medio de cultivo liquido.

Existen reportes de que la ay de los medios de cultivo afecta drasticamente la fisiologia de
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los microorganismos (Czonka, 1989; Gervais y col., 1996), por lo que se esperaba una
reduccion en la produccion de biomasa.

Sin embargo en nuestro estudio la produccion de aroma fue mas baja cuando los
cultivos estuvieron bajo condiciones de estrés acuoso. En contraste con estos resultados,
bajo condiciones de estrés acuoso Trichoderma viride produce un aumento en la
produccién de aroma (Gervaisy Molin, 1988).

La baga produccion de aromas puede explicarse por la correlacién positiva
observada entre la produccion de los compuestos més abundantes (etanol, acetato de etilo y
acetaldehido) y la biomasa (Christen y col., 1997) e indica que C. fimbriata es altamente
sensible a estrés acuoso. Este hongo filamentoso en su habitat natural se desarrolla mejor
durante las lluvias y cuando los suelos estin humedos (Malaguti, 1958). Cuando la
actividad del agua (a,) del medio externo se desvia del valor 6ptimo especifico para cada
especie generamente entre 0.98 y 0.995, el microorganismo aumenta su consumo de
energia para restaurar € equilibrio termodindmico y de esta manera disminuye su habilidad
paracrecer (Gervaisy col., 1988).

La correlacion positiva de acetaldehido, acetato de etilo, etanol, propionato de etilo,
acetato de isobutilo y butirato de etilo con la biomasa puede relacionarse a crecimiento
celular como se reportd para Sacharomices cerevisiae, mientras que una correlacion
negativa de biomasa con butanol podria indicar que la biosintesis de estos alcoholes se
activa bajo condiciones de crecimiento celular disminuido (Mauricio y col., 1997). Este
ultimo reporte informa que € isobutanol se produce durante el crecimiento celular. Sin
embargo la correlacion negativa observada entre biomasa e isobutanol en nuestro estudio,
sugiere que en C. fimbriata el isobutanol se produce bgo condiciones de crecimiento

celular disminuido.
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Las mediciones de la producciéon del aroma no muestran e momento de maxima
produccién cuando hay un retraso producido por el estrés acuoso por lo que se piensa que
se necesitaria mas tiempo de fermentacion paraal canzar el valor maximo.

Se detectaron cantidades pequefias y variables de acetona e isopropanol. Esto puede
atribuirse parciamente a la difusion a través del tapon de gasa, fendmeno que también
sucede con los otros volétiles. De tal forma que un estudio detallado de estos compuestos
deberia considerar un sistema de aireacion con trampas de adsorbentes (porapak o tenax),

tal como se usaen el método de purgay trampa (Borjesson y col., 1993).

5.2.4 Conclusiones

Este estudio muestra que Ceratocystis fimbriata necesita tiamina parala preparacion
de un inéculo adecuado y obtener una concentracién mas ata de volétiles del aroma en la
fermentacidn liquidaindependientemente del medio usado.

El crecimiento y la produccion del aromaen el medio liquido aumenta en términos
absol utos cuando el medio contiene tiamina, pero el rendimiento de volatiles con respecto a
labiomasa no se incrementa

Laadicion de leucinaa medio de cultivo desde el inicio no aumento el crecimiento
ni la produccion de aroma. Sin embargo se observa un ligero aumento en la produccién de
alcohol isoamilico y de acetato de isoamilo, pero este efecto es comparable a que se
obtiene cuando se adiciona tiamina a medio de fermentacion. En caso de querer aumentar
el rendimiento de estos compuestos, la decision de afadir leucina o tiamina a medio debe
tomar en cuenta factores economicos.

La reduccion en la ay produce un retraso en el crecimiento y la reduccion de la

produccién de los compuestos del aroma, independientemente del inéculo o del medio de
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cultivo utilizado (adicionado de leucina o tiamina). Esto indica la ata sensibilidad de C.
fimbriata al estrés acuoso.

En consecuencia, |os estudios futuros sobre produccion de aromas deben considerar
un sistema con una trampa para retener todos los volétiles producidos, deben permitir la
sdlida del airey larealizacion de la fermentacion en volimenes mas grandes (250ml en vez
de20 ml) porqué es posible que el microorganismo se comporte de manera diferente en un
espacio grande accesible para € crecimiento en un volumen mayor de medio de

fermentacion.
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L os resultados de produccion de biomasay de compuestos volétiles en el espacio de

cabeza en |os controles de |os dos estudios de lates's, se reportan en el Cuadro 5.8.

Cuadro 5.7 Produccién maxima de biomasa, volétiles totales y etanol en e espacio de

cabezaen los dos estudios.

Biomasa Produccién méximade | Produccién méxima Fecha de realizacién
méxima (g/l) vol&tiles totales de etanol
Estudio 1 45 150 uM 70.7 uM Junio 1995- mayo
1996
Estudio 2 3.74 762 uM 38.93uM enero-mayo 1999
eem 0.2 511 3.02

eem=error estandar de lamedia

Debido aque € etanol es el compuesto volatil con mayor concentracion, se calcul

su produccion en el medio liquido haciendo uso de su constante de Henry (0.0012) para

los dos estudios (Cuadro 5.8).

Cuadro 5.8 Comparacién de la produccién de etanol en los dos

estudios.
Produccion en | Produccién por | Produccién
e medio | reactor (UM) especifica
liquido (UM) (MM/9g)
| Estudio 1 | 58916.00 | 5903.66 | 1311.77
| Estudio 2 | 34 666.66 | 697.37 | 46491

En los dos cuadros se gprecia que la produccién por litro de biomasa, volétiles

totales y etanol en todos |os casos fue mayor en e estudio 1.

Lafermentacion en el estudio 1 se realizd en matraces Erlenmeyer de 250 ml y en

el estudio 2 en frascos serol 6gicos de 100 ml. Ambos estudios fueron reaizados empleando
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a medio esténdar (ME) como control (Christen, 1991). Los factores geométricos de los
contenedores se muestran en el Cuadro 5.9.

En los dos estudios se emplearon las mismas condiciones de temperatura y
agitacion, aunque e primer estudio se realizé en una incubadora con agitacion rotatoria de
temperatura controlada (New Brunswick Scientific, N.J. USA) y parad segundo estudio se

empled unabarfio de agua con agitacion rotatoria (New Brunswick Scientific, N.J. USA).

Cuadro 5.9 Caracteristicas de los matraces y los frascos utilizados
(promedio y desviacion estandar).

matraces Erlenmeyer | Frascos

de 250m| serologicos
D, delaboca 3.05+0.06 cm 1.63+0.25cm
D; delabase 745+ 0.1 cm 478+ 0.19cm
Di en la supeficie 6.90+ 0.1 cm 4.78+0.19cm
del medio
Areadelaboca 7.07 cm? 2.07 cm?
Area de la superficie | 37.40 cm’ 17.9 cm’
del medio
Areadelabase 4359 cm? 17.9 cm®
Alturadel medio 3.2 cm 1.7 cm
Alturadel reactor 13.40+ 0.12 cm 9.5+0.02 cm
Volumen total 2705+105 cm® 1255+1.29 cm®
Volumen del medio 100.00 cm® 20.00 cm®

D, = Diametrointerno

En & cuadro 5.9 se observa que el area de la superficie del medio, en los matraces
Erlenmeyer es mayor (37.4 cm?) que en los frascos serolégicos (17.9 cm?). Ademéas se
obtuvo una velocidad angular de 5419.3 cm/min para los matraces Erlenmeyer y de 3754.2
cm/min para los frascos, estos valores més grandes tanto del area superficial como de la
velocidad angular podrian derivar en una mejor transferencia de oxigeno en los matraces
Erlenmeyer.

En una fermentacion, la agitacion mecanica (250 rpm) debe asegurar la

homogeneidad de todo el volumen del conjunto cultivo-sustrato. Para cultivos con
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desarrollos densos como es el caso de los hongos la agitacidn resulta esencia con respecto
alos requerimientos de transferencia de oxigeno ya que ésta es la que va a proporcionar 1os
requerimientos metabdlicos de oxigeno, tanto respiratorios como biosintéticos (Sanchez
Marroquin, 1961) y también producir la remocion de dioxido de carbono (Henzler and
Schedel, 1991).

En las fermentaciones en este trabajo con matraces y frascos agitados, ademés de la
resistencia a transporte en la superficie celular, existe la resistencia a la transferencia entre
el gasy € liquido. En las fermentaciones liquidas la transferenciade masaentre el gasy el
liquido de los caldos de cultivo se determina solamente por € proceso de transporte en la
interfase gas/liquido (Henzler and Schedel, 1991).

Probablemente no solo los parametros més importantes como el pH, el oxigenoy la
temperatura afectan el curso de una fermentacion, también las interacciones entre estos
pardmetros deben tomarse en cuenta cuando hay cambio de volumen en una fermentacion
(Demain y Davies, 1999). Ademés & microorganismo puede comportarse de manera
diferente en un mayor espacio para e crecimiento en un volumen mayor para la

fermentacion (Large, 2003).

5.3.1In6culo

Se utilizé la cepa de Ceratocystis fimbriata CBS 374-83, proveniente del Central
Bureau VVoor Schimmelcultures Baarn, en los Paises Bgjos, esta cepa se depositdé desde el
inicio en el cepario del CINVESTAV.

La conservacion de la cepa se hizo a través de resiembras en tubos de agar inclinado

cadatres meses. El tipo de inoculacion del agar fue por punteo.
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A fines de de 1997, comenzaron a presentarse problemas con el microorganismo
gue consistieron en una baja produccion de esporas en PDA. Se pensd que habia algun tipo
de contaminacion, por lo que se procedio a hacer la purificacién del microorganismo en
PDA por estria, por la técnica de diluciones y con agar PDA-rosa de bengala con
cloranfenicol. No se detectd contaminacidn ni mejoro lareproduccion de C. fimbriata.

Las pocas egporas negras que se obtuvieron en estos intentos de purificacion se
sembraron en PDA. Durante su crecimiento empezaron a aparecer en las placas de PDA
sectores blancos en donde aparentemente no habia esporulacién y sectores negros
correspondientes a las esporas. Cuando estas esporas se inoculaban en medio liquido
estandar (ME) ya no habia crecimiento.

Se estudiaron sustratos aternativos para evauar la posibilidad de que el
microorganismo tuviera alguna deficiencia nutricional por 1o que se emplearon otros tipos
de medios como: extracto de malta, una suspension de maiz, medio de Sabourand y agar
malta- peptona (Cuadro 5.3.4).

Se encontrd que es mejor emplear el medio liquido de maiz que el medio de extracto
de mata. En el medio de Sabourand habia crecimiento pero la esporulacién no era como

en e PDA antes de que la cepa presentara el problema.

Cuadro 5.10 Medios de cultivo y sus resultados.

aroma | Crecimiento Esporulacion
Extracto de malta poco |si esporas cafés en las
paredes
Malta- peptona no escaso esporas cafés en las
paredes
Maiz en suspension si Si esporas negras
Sabourand no si esporas cafés
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Se reviso la morfologia del hongo en las cgjas Petri de PDA que tenian crecimiento
escaso en las que habia secciones de crecimiento del hongo en blanco y en negro. El
resultado de la evaluacion fue: que el hongo no estaba contaminado y lo poco que habia
crecido conservaba las caracteristicas de C. fimbriata, solamente que estaba presentando
sectorizacion, es decir que iniciaba la degeneracion de la cepa (Figura5.12). Este problema
se debié a que la reproduccion del hongo se realizaba por punteo y de esta forma no
siempre se inoculan las esporas sexuales que se localizan en los peritecios que permanecen
en contacto con el agar, solamente se transfieren las esporas aéreas que en este caso son
vegetativas (Martinez, 1998). Siempre que se haga una resiembra, se debe asegurar que
todo el material genético (esporas sexuales y asexuales) sea transferido a nuevo cultivo. El
hecho de redlizar varias resiembras, puede traer como consecuencia cambios en el
metabolismo del microorganismo o degeneracion del mismo durante su crecimiento debido
ala seleccién de genotipos o variantes que puedan aparecer ya seapor mutacion espontanea
0 por estar presentes en el cultivo inicial (Martinez, 1998; Webster y Butler, 1967).

C. fimbriata es un hongo auxétrofo en tiaminay requiere de ella para la formacién
del peritecio que es el lugar en donde se producen las esporas sexuales (Robinsy Ma, 1942;
Barnett y Lilly, 1947) y en el caso de las levaduras, la tiamina tiene un papel clave en el
metabolismo de carbohidratos. Por estas dos razones se adiciono este factor de crecimiento

alos cultivos.
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Figura5.12 Sectorizacion de Ceratocystis fimbriata en PDA.

Con C. fimbriata procedente de los diferentes cultivos que se tenian de
experimentos anteriores, se compard € crecimiento con tiamina y sin tiamina en PDA,
encontrandose que en todos los casos el uso de tiamina fue mejor para el crecimiento y la
produccién de aromas.

Por todo lo mencionado arriba, se prefirid cambiar la cepa que se estaba usando por
la que se habia depositado en el CINVESTAV, pararealizar € estudio 2. Esta cepa produjo
una cantidad de esporas comparable a la primera cepa (1 X 10° esporas por matraz de

PDA). Al inocular un cubito de agar PDA con las esporas, se obtuvo nuevamente la
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esporulacion a los 5 dias. Durante la fermentacion en el medio estandar (ME) hubo
produccion de aromas. El estudio 2 se realiz6 con esta cepa, después de 3 resiembras.

A lo largo de todo el trabgjo de tesis, a excepcion del periodo con € problema
mencionado durante el segundo semestre de 1998, la produccion de esporas fue bastante

regular con un coeficiente de variacién de 2.5%.

5.3.2 Conclusiones

El &rea superficial mayor en los matraces Erlenmeyer junto con la velocidad angular
podrian aportar explicaciones para la mayor produccion de biomasa, volétiles totales y
etanol que se obtuvieron en la primera parte de estates's.

C fimbriata es aparentemente un hongo inestable genéticamente y probablemente la

segunda cepa no tuvo un periodo de adaptacion al PDA igua al de la primera cepa.
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6. CONCLUSIONES GENERALES

Ceratocysdtis fimbriata es un hongo filamentoso que produce & 1% de compuestos
voléatiles con aroma de platano.

De los compuestos volatiles € mas importante por su concentracion es el etanol
(92%), seguido por € acetato de etilo.

La leucina cuando se adiciona a inicio de la fase estacionaria de crecimiento
favorece la produccion de compuestos del aroma como el alcohol isoamilicoy el acetato de
isoamilo, mientras que el incremento en concentracién de los compuestos del aroma es
menor por laadicion del aminoacido desde el principio de lafermentacion.

La preparacion del inéculo con tiamina y el uso del medio estdndar es una
combinacion adecuada parala produccion de aromas.

C. fimbriata es muy sensible a la disminucion de la actividad del agua y por lo

mismo latension acuosa ho ayuda aincrementar |0s aromas.
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ANEXO 1.

Cuantificacion de los componentes del extracto etéreo por el método del
estandar interno.

Este es un método de cuantificacion en el que la cantidad inyectada no es critica. Un
peso o un volumen de un estandar se mezcla con una cantidad conocida de la muestra
problema y se inyecta en el cromatdgrafo de gases. Todos los componentes de la mezcla
aumentan o disminuyen proporcionamente con el volumen de inyeccion. Si se permanece
en e rango de concentracion en donde la respuesta es lineal, los factores de respuesta
relativos (area compuesto problemal area estandar interno) permanecen constantes.

Las grandes ventagjas de este método se deben a hecho de que tanto el estandar
como la muestra desconaocida se corren juntas en la misma inyeccion, por eso a esta técnica
se le llama estandar interno. Si la sensibilidad del detector se altera, todos los picos se
afectan en igual forma; las cantidades relativas no cambian. Si dos operadores inyectan
diferentes cantidades de la misma muestra, |as alturas de los picos seran diferentes, pero las
cantidades relativas permanecen constantes. La clave de todo el procedimiento es el
estandar interno de cada muestra.

Una ventgja de este método de cuantificacion es, entre otras, que no se necesitan
inyecciones repetitivas, sino que se conserve la relacion de &reas. La dificultad de este
método esta en buscar un estandar interno adecuado que no interfiera con los componentes
delamuestra. L os requisitos que debe cumplir un estandar interno son:

1) Que no se encuentre en lamuestra problema.
2) Debe ser posible obtenerlo en alta pureza.
3) Debe ser estable bajo condiciones cromatogréficas.

4) Debe ser inerte atodos los componentes de la muestray de la columna.
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5) Debe ser cromatograficamente limpio, dando un pico bien formado y
separado de todos |os picos de la muestra.

6) Debe ser soluble en lamuestra.

7) Debe tener un tiempo de retencién comparable a los de los componentes de
la muestra.

En el cuadro A.l.1 se indican los valores obtenidos para € coeficiente de regresion

lineal (R), la R? de los estdndares encontrados en las muestras disueltos en éter.

Cuadro A.1.1. Curvas estdndar en éter, valores de laregresion lineal y rangos de aplicacion de las curvas.

Rango de
Compuesto b A R R2 Aplicacién
/I
Acetaldehido 0.09930 0.26845| 0.99453] .9890 1-20
1-butanol 0.00955 1.04224] 0.99681| 0.9936 0.006 - 0.5
Acetato de 2- 0.47833 0.76761| 0.99915| 0.9983 1-20

feniletilo
Acetato de isobutilo 0.00496 0.88125| 0.99744] 0.9948 0.006 - 0.03

Acetato de butilo 0.00665 1.10630] 0.98901} 0.9781 0.006 - 0.2
Acetato de amilo -0.51459 0.80939] 0.99194] 0.9839 01-20
Acetato de etilo -0.31147 0.51377] 0.98808] 0.9763 05-20
Acetato de isoamilo -0.46781 0.78472] 0.99416] 0.9883 05-20
Acetoina -0.21993 0.28273] 0.99373] 0.9874 3-24
Etanol -1078695) 0.58555] 0.99250] 0.9850 50 - 600
Alcohol fenetilico 0.01986 1.25960] 0.98934] 0.9787 0.006 - 0.25
Alcohol isoamilico 0.00881 0.99118] 0.98704] 0.9742 0.006 - 100
Alcohol isobutilico -0.00631 0.67441] 0.99692] 0.9938 05-20

Alcohol isopropilico 0.00340 0.67236] 0.99715] 0.9943 0.004-0.5

Propanol 0.01756 0.57730] 0.99978] 0.9995 05-22
Butirato de butilo 0.08055 0.66066] 0.99827] 0.9965 01-20
Butilen glicol 0.05987 0.36392] 0.99848] 0.9969 05-20
Butirato de etilo 0.01301 0.74448] 0.99239] 0.9848 0.006-0.5
Hexanoato de etilo 0.07668 0.71911] 0.99967] 0.9993 1-22

Propionato de etilo 0.00987 0.71025] 0.99087] 0.9818 0.006 - 0.05
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En e cuadro Al.2, se dan los valores encontrados para | as curvas estandar realizadas

parael andlisis del espacio de cabeza.

Cuadro A.1.2. Curvas estandar del espacio de cabeza, valores de laregresion linea y
rangos de aplicacion de las curvas.

Compuesto b m R R? Rangode
aplicacion m/l
Acetato deetilo -9817.64 55477.49 9977 9954 0.2-6
Acetaldehido 176.21 32499.86 .990 9801 01-1
Etanol 4528.42 53753.84 9975 9950 0.15-6
Isopropanol -5909 5636.69 9968 9936 0.1-3.0
Propanol 815.346 68242.29 .9998 9978 0.1-3.0
Propionato de -5581 54808.26 9974 .9948 02-45
etilo
Butirato de 370.57 51729.66 9899 9781 0.03-3.0
etilo
Butanol -9772 68378.47 9937 9874 0.2-4.5
Acetato de 370.57 51729.65 9932 9864 0.02-2
isobutilo
Acetato de 10607 40758.7 9904 .9808 0.02-2
isapamilo
Alcohol 1122 62005 9943 .9886 0.02-2
isobutilico
Alcohol -7518.02 41124.38 9904 .9808 0.02-2
isoamilico




Anexo 2. Compuestos del aroma, sususosy valoresde umbral.

Cuadro A.2.1 Compuestos del aroma producidos por C. fimbriata, usosy umbraes de olor.

113

Compuesto Aroma Usos Concentracion Referencia Umbral del Referencias
Empleada aroma.
Aldehidos
Acetaldehido En altasdiluciones Manzana, durazno, 4-25 ppm Arctander, 1982 15ppb Buttery et al
reminiscente al caféo vino pléano, pifia Fenaroli, 1975 1988

Esteres
Acetato de Frutal Patano, pifia, pera, 25ppb Mc Donald et al
etilo manzana, durazno, melén, 200-1500 ppm Arctander, 1982

uva, menta Fenaroli, 1975
Acetato de Muy difusivo, etéreo, platano, | Platano- pifia-raspberry- 150-160 ppm Arctander, 1982
isobutilo recuerda a ron (olor a pera,fresa, mantequilla, 800-900 ppm Fenaroli, 1975

fermentado), diluido esdulce tutifruti en chicle
y frutal
Acetato de Muy difusivo, etéreo, frutal, Platano, pifia, pera, 30-35 ppm Arctander, 1982 8.8 ppm en jugo Berger et d,
butilo pungente, reminiscentede | durazno, fresa, chabacano, | 200 ppm en chicle Fenaroli, 1975 1992
muchas clases de fruta mantequilla
madura y pasada. Olor apera,
pl&tano, fresa
Acetato de Olor afruta fresca, pera, Platano, pera, fresa, 200 ppmendulces | Arctander, 1982 2ppm en cerveza
isoamilo pl&ano, manzana, bergamota, | raspberry, pifia, manzana, | 3000 ppm en chicle
platano maduro caramelo, cola, coco,
cereza, uva, mantequilla,
durazno, ron, vainilla
Propionato de Etéreo, frutal Ron, manzana, plétano, 10-100 ppm Arctander, 1982
etilo pera, pifia, ciruela,
mantequilla tutifruti
Butirato de Pifiadulce Fresa, olivo y aceites 20-1400 ppm Fenaroli's, 1975
etilo vegetales
Alcoholes
Etanol Alcohdlico Platano, pera y manzana 1-34 ppm Fenaroli, 1975 5.7ppm Maga, 1976
Isopropanol Alcohdlico Manzana, cognac 10-75 ppm Maga, 1976
Propanoal Alcohdlico Platano Fenaroli, 1975 9ppm (600 en Maga, 1976
cerveza)
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Butanol Pl&ano, pera Fenaroli, 1975 500 ppb, Buttery et al
200ppm en jugo 1988;
Berger,1992.
Isobutanol Diluido suave, dulce, platano Cola, frutal, ron, 30-35 ppm Arctander, 1982 7ppm (100 en
mantequilla, licor cerveza)

Isoamilico Platano Platano Arctander, 1982 300ppb (50 en
cerveza), 4.8

Amilico Placentero en altadilucion | cereza, manzana, pl&ano, 35 ppm Arctander, 1982

chocol ate, pifia, ron, 3500 en chicle
brandy
Fenetilico Dulce, miel-rosa Mantequilla, fresa, 40 ppm Arctander, 1982 1100 ppm
raspberry, caramelo, miel, 1-20
melon, frutas complejas 1-3*
Butilenglicol | A atas concentraciones Perceptible solo en 5000 ppm Arctander, 1982
dulce, abajas altas con. Buen
concentraciones amargo disolvente para sabores

Cetonas

2-3- Poderoso, difusivo, pungente, Bebidas al cohdlicas, 3-30 ppm Arctander, 1982 1ppm

Butanodiona aroma de mantequilla mantequilla 40-50 en prod.

(diecetilo) Horneados

6-9 en imitacion
mantequilla
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