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Simbolos y abreviaturas

Aw Actividad de agua o actividad acuosa

C. fimbriata Ceratocystis fimbriata

g/L Gramos por litro

mg/L Miligramos por litro

M.E. Medio de cultivo estandar

M+L Medio de cultivo estandar mas leucina

M+T Medio de cultivo estdndar més tiamina

TTP Tiamina pirofosfato (forma enzimatica de la bitamina B,)
PDA Agar dextrosa y papa

pm Micrometros (1*10-m)

LI



Introduccién

Las sustancias fragantes son compuestos organicos con un aroma penetrante y
generalmente agradable. Estos compuestos se emplean en la industria alimentaria y
farmacéutica con el fin de conferir o reforzar un aroma y/o sabor.

La mayor parte de los compuestos del aroma se obtenienen por sintesis quimica o por
extraccién en plantas. Los problemas con los procesos quimicos de sintesis son la
purificacién, la formacién de mezclas racémicas y que algunos consumidores son cada
vez mads reacios al uso de sustancias quimicas sintéticas afiadidas a sus alimentos,
cosméticos y medicamentos.

Los microorganismos juegan un papel muy importante en la produccién de compuestos
arométicos en una gran variedad de productos alimenticios, el hombre ha sacado
provecho de ellos durante siglos para mejorar la calidad de sus alimentos.

La mayor parte de los microorganismos productores de aromas son hongos, y de éstos,
el género Ceratocystis, es un buen ejemplo. Ceratocystis fimbriata se caracteriza por su
capacidad para sintetizar aromas frutales. La modificaciéon de los pardmetros de cultivo
puede mejorar la produccién de volatiles. ! Los parametro modificados en el presente
trabajo fueron la composicién del medio y la disponibilidad de agua en el medio.

Debido a que Ceratocystis fimbriata es un hongo que carece de tiamina y ésta es necesaria
para la formacién del peritecio 23 se complement6 al medio estandar con 0.15 milimoles
de tiamina/L.

La ruta metabélica para la formacién de alcohol ispamilico tiene como precursor a la
leucina. Se estudié el efecto de la adicion de leucina al medio no solo para la produccién
del alcohol isoamilico sino para determinar su influencia en los demas volatiles.

El agua juega un papel central en los componentes celulares, actiia como disolvente,
determina la estructura de las proteinas, 4cidos nucleicos y membranas. 26 La actividad
del agua (Aw) es un parametro que mide la disponibilidad de agua de un determinado
medio y su transferencia a través de membranas semipermeables. Su valor oscila entre 0
y1.29y32

Al adicionar un agente tensionante al medio de cultivo, etilenglicol por ejemplo, es

posible hacer estudios con diferentes valores de Aw. 3

En diversos estudios con hongos y levaduras se ha demostrado el efecto positivo de la
Aw en la produccién de metabolitos, por ejemplo Trichoderma viride aumenta su
produccién de aroma a queso en un 300% cuando disminuye la Aw del medio externo.

e
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Introduccion

Sporidiobolus salmonicolor aumenta en un 80% la produccién de compuestos arométicos
de bajo peso molecular. 34

Con base a lo anterior se plante6 la formulacién de un medio de cultivo 6ptimo. Se
evaluaron diferentes medios; medio estandar, medio més leucina y medio més tiamina.

Se evalu6 la influencia de la Aw en cada medio y se determiné que existe una
interaccién compleja entre la actividad acuosa y el medio de cultivo.

La Aw=0.99 favoreci6 la produccién de volatiles en el medio mas tiamina y la adicion de
un nutriente extra al medio de cultivo estAndar incrementa la producccién de
compuestos del aroma.
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AROMAS

El término, aroma incluye a las sustancias quimicas que huelen y saben. El aroma es
ante todo una percepcién lo que hace dificil su descripcién, ya que cada individuo
reacciona de forma individual.

La sensacién del aroma se desencadena por mezclas muy complejas de moléculas
pequeirias, volatiles, de diversa naturaleza quimica que estin presentes en
concentraciones muy bajas y se detectan por células receptoras del epitelio olfatorio de
la cavidad nasal. Los mensajeros quimicos no voldtiles del sentido del sabor
interaccionan con los receptores de la lengua e imparten cuatro impresiones bésicas:
dulce, amargo, salado y acido. Los principios pungente, frio y caliente, también se
perciben dentro de la cavidad oral, pero se transmiten al cerebro por neuronas no
especificas.!

Los compuestos del aroma son sustancias de gran impacto en las industrias alimentaria
y de fragancias. La creciente demanda de aromas y fragancias naturales a intensificado
la investigacion para producirlas en procesos biotecnolégicos. 2

Las sustancias fragantes son compuestos orgdnicos con un aroma penetrante y
generalmente agradable. Estos compuestos se emplean en perfumes, productos
perfumados y en saborizantes de alimentos y bebidas. 3

La imitacién y formulacién de aromas ha sido desde siempre de sumo interés para cl
hombre que ha adicionado aromatizantes naturales y/o sintéticos a los alimentos con
el fin de conferir, reforzar o acentuar su aroma y sabor.

La obtencién de aromatizantes naturales se realiza mediante métodos fisicos, quimicos,
microbiolégicos o enzimaticos, a partir de materias primas aromatizantes naturales. Se
entiende por materias primas aromatizantes los productos de origen animal o vegetal
normalmente utilizados en la alimentacion humana, que contengan sustancias
odoriferas y/o sdpidas, ya sea en su estado natural o después de un tratamiento
adecuado (tal como destilacién, coccion, fermentacién, enriquecimiento, enzimatico,
etc.). 4

Los aromas frutales son el campo mas importante en cuanto a la imitacién del olor y
sabor. Antiguamente la obtencién de aromas frutales era pobre y estaba limitado a la
obtencién de aceites esenciales, que ademas de requerir un iempo prolongado para su
obtencion estaba sujeto a factores ambientales. 5
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Tradicionalmente, el crecimiento microbiano ha afiadido aromas descables a una gran
cantidad de alimentos y bebidas: los productos lacteos y bebidas alcohoélicas son
ejemplos importantes. Diversos compuestos aromatizantes o intensificadores del sabor,
extraidos de células microbianas, se utilizan con profusién en la actualidad en la
industria alimentaria.b

BIOTECNOLOGIA

El Convenio sobre la Diversidad Biol6gica (CDB) define la biotecnologia como: "Toda
aplicacion tecnoldgica que utilice sistemas bioldgicos y organismos vivos o sus derivados para Ila
creacion o modificacion de productos o procesos para usos especificos".”

En términos generales biotecnologia es el uso de organismos vivos o de compuecstos
obtenidos de organismos vivos para obtener productos de valor comercial.#8 Como tal, la
biotecnologia ha sido utilizada por el hombre desde los comienzos de la historia en
procesos como la produccién de cerveza, vino, queso y yogurt que implican el uso de
bacterias o levaduras con el fin de convertir un producto natural como leche o jugo de
uvas, en un producto de fermentacion mas apetecible, el yogurt o el vino?
Tradicionalmente la biotecnologia tiene muchas aplicaciones. Un ejemplo sencillo cs el
compostaje, el cual aumenta la fertilidad del suelo permitiendo que microorganismos
del suelo descompongan residuos organicos.10

La biotecnologia se aplica actualmente en sectores tan diversos como la salud
animal y humana, agroalimentacién, suministros industriales, producci6én de
energia y proteccion del medio ambiente. Los principales productos en el mercado
son antibi6ticos y péptidos de interés terapéutico, aditivos alimentarios (aromas,
saborizante, colorantes, aminoacidos esenciales, etc.). 11

Dentro de los suministros industriales, el desarrollo de las técnicas de
fermentacién, la utilizacién y disefio de nuevos biorreactores, conjuntamente con
las técnicas de ingenieria genética, han permitido la obtencién de productos de gran
interés econémico para la industria alimentaria, quimica y farmacéutica, cuya
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preparacién por sintesis quimica es mas costosa y menos limpia desde el punto de vista
medioambiental.12

La biotecnologia permite resolver los viejos problemas de los alimentos fermentados a
través de la modificacién genética de los microorganismos que intervienen en la
fermentacion, por ejemplo; introduciendo genes que mejoren el aroma (como los de
Aspergillus y Trichoderma con enzimas que liberan terpenos que confieren el sabor
afrutado); los derivados licteos (leche 4cida, quesos, yogurt, mantequilla, kéfir, etc.) y
muchos otros alimentos fermentados (salami, salchichas Frankfurt, cerdo curado,
aceitunas verdes, el chucrut, los encurtidos, etc.) se producen gracias a las bacterias
lacticas. Estos microorganismos, a la vez que producen el alimento, contribuyen a
incrementar el aroma, la textura y el valor nutritivo del mismo e incluso en muchas
ocasiones conservan su calidad o pueden mejorar la salud del consumidor. Todas estas
caracteristicas son objeto de mejora por parte de la Biotecnologia. 89y 13

La agricultura se enfrenta a tres problemas: alimentacién y desarrollo; alimentacion y
poblacién; alimentacién y territorio. El equilibrio alimentario es precario, a pesar de que
la agricultura ha experimentado, a lo largo de su historia, cambios muy profundos que
han permitido su éxito, acelerando el ritmo para adaptarse al paso de las exigencias. En
este terreno, las razones de los desequilibrios radican principalmente en cuestiones
geopoliticas, las cuales residen generalmente en las relaciones conflictivas entre paises
productores y consumidores. Después del periodo de la agricultura "extensiva",
caracterizado por el predominio de la quimica y la mecanizacion, se abre el periodo de
la biotecnologia. La mejora de las caracteristicas organolépticas y nutricionales de los
alimentos mediante procesos definidos ha sido sin duda el mayor aporte de la
biotecnologia moderna. & 14

Las levaduras y los hongos filamentosos juegan un papel importante en diversos
procesos industriales. En la industria alimentaria (se emplean en la produccién de pan,
bebidas alcoh6licas y quesos), en la industria quimica (emplea los hongos filamentosos
debido a su habilidad para sintetizar scidos organicos, vitaminas, hormonas, etc.), en la
industria farmacéutica (en produccién de antibi6ticos como la penicilina producida por
Penicillium clirysogenum y Penicillium notatum). 15
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Ceratocystis fimbriata

N ombre c1ent1fxco | Ceratocyshs fimbriata Ellis & Halsted JZ

_ Divisién “Eumycota o l;
Subdivision | Ascomicotina I
Clase , Pirenomicetos - I

1 Orden | Microascales ) |
3 Familia || Ofiostomataceas N
T Geénero || Ceratocystis il
" Especie |[ fimbriata f;
| Clave  |[CBS 374-83 (Ellis & Halsted) _ N

" Cuadro 1. Taxonomia y nomenclatura, ver apéndlce TIL

Recordando que los aromas frutales son el campo madas importante en cuanto a la
imitacién del olor y sabor Ceratocystis fimbriata toma gran interés por ser un hongo
filamentoso con capacidad de sintetizar aromas frutales dentro de un medio de cultivo

adecuado (ver

cuadros 2 y 3).16

Cuadro 2. Aromas obtemdos con C.
fimbriata con diferentes fuentes de
carbono.

Fuente de o

carbono ; Aroma " Fuente de -
Dextrosa | Platane | nitrégeno Aroma
'Galactosa i Citricos ] [Urea ']LPlamno |
Ii:V.Glicrerol o Pera enlatada, Leucina T Platano
' ' nuéz maduro
.Etanol J[Naran,a | [Glicina = |lPiia |
'Almidén de Melény platano ME&]TnZ ""‘], Manzana |
Lmarz —_—— Cuadro 3. Aromas obtemdos con C,

fimbriata con diferentes fuentes de
nitrégeno.
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De acuerdo con el medio de cultivo empleado para ésta tesis Ceratocystis fimbriata
sintetiza compuestos del aroma a platano, cuadro 4.

Grupo funcional Compuesto del aroma

_Alcoholes [

R— OH i Isoamilico
| Isopropanol

I
;

[Isobutanol |
l' Esteres l; [ Acetato de etilo i
" Acetato de butilo |
I Acetato de isoamilo |
R— C—OR | Propionato de etilo |
| Butirato de etilo B
[ Cetonas |
Y ~=-PIopanora
| . Diacetilo
R— C—R '
l Aldehidos | Cuadro 4. Principales compuestos
o ' ; del aroma a platano producidos
\ | Acetaldehido ] por C. fimbriata
R— C—H

En los apéndices I y II se describen umbrales de olor y caracteristicas de los volatiles
més significativos que componen este aroma.
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METABOLISMO

La caracteristrica principal de los organismos vivos es su capacidad para organizar
moléculas y reacciones quimicas en estructuras especificas y en secuencias sistematicas.
La expresion final de esta organizacion es la capacidad que tiene un organismo vivo de
hacer réplicas de si mismo.

El término metabolismo se utiliza para aludir a todos los procesos quimicos que tienen
lugar dentro de una célula. Podemos considerar a una célula como una entidad que
cambia continuamente al iempo que realiza sus procesos vitales. Todas las moléculas
biolégicas se sintetizan a partir de los mismos compuestos, ocurriendo la sintesis y la
degradacién a través de secuencias de cambios quimicos de alcance limitado y
siguiendo reglas precisas.?

En los cultivos de laboratorio los carbohidratos se utilizan frecuentemente como fuente
de energfa para los microorganismos. 18

GLUcOLISIS

La glucélisis es el principio de las rutas metabélicas tanto respiratorias como
fermentativas. A partir de la lisis de los hidratos de carbono se obtiene la llave
intermedia que es el piruvato y el balance energético es un beneficio neto de dos
moléculas de ATP por molécula de glucosa (figura 1). 19y 20

ATP
t

v
g  Rlucosa 6-fosfato g  fructosa 6-fosfato

« ATP
¥
fructosa 1,6-bisfosfato

|
l " dihidroxiacetona fosfato

2X  ATP ¢ * ’
I v
fosfoenolpiruvato 2x gliceraldehido 3-fosfato
4 ‘.
i ax TR =% 2 NAD

! v o
2-fosfoglicerato ¢ 3-fosfoglicerato ... 1,3-bisfosfoglicerato

) TESIS CON
2 Aty FALLA DE ORIGEN

Figura 1. Glucdlisis, un azicar de seis carbonos es transformado en piruvato
con la ganancia neta de dos moléculas de ATP.
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FERMENTACION

El proceso por el cual el piruvato es metabolizado en ausencia de oxigeno se denomina
fermentacioén. En las fermentaciones, la glucélisis es la fuente principal de ATP de la
célula. Las moléculas de piruvato permanecen en el citosol son transformadas en
acetaldehido, CO., etanol, acetona, isopropanol y butanol, las condiciones de reaccién

influyen en los productos finales ver figura 2.18-20

glucolisis

ro s
(otroaziicar) |~ T Tk piruvato

+ CoA
acetil-CoA
+4H
| ——p acetaldehido ...y etanol
+ - CoA
2CO:
A 4
acetoacetil-CoA
- CO; +4H
acetona - w butiril-CoA
g - CoA-SH +4H
{ +2H
{ - CoA
v v
isopropanol butanol

Figura 2. El piruvato es empleado en la sintesis de varios compuestos, se
muestran algunas rutas posibles y los siguientes productos de interés

acetaldehido, etanol, acetona, isopropanol y butanol.

NIDMH0 30 VITRd
NGO SISAL

\
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&

SEL
A partir de nitré6geno orgénico algunos microorganismos pueden sintetizar alcoholes. A
estos alcoholes se les denomina fusel. Su obtencién es a partir de la desaminacién de

aminodécidos, figura 3.

l amino4cidos I,,g.f;f RO SO O ol [ axodcidos l

&

transaminacién

v
r 4cido glutdmico j {

Figura 3. Formacién de alcoholes de fusel.

Leucina y alcohol isoamilico
La leucina como sustrato es empleada por las levaduras como precursor del alcohol
isoamilico. La transaminacién, descarboxilacién y finalmente la deshidrogenacion del
fragmento carbonado de la leucina forma el alcohol isoamilico. La serie de reacciones
que se efectuan se muestran a continuacion en la figura 4. 21y 2

leucina a-cetodcido
H,C COOH COOII H;C H aleohol isoamilico
Y\( Y\a/ ot
CH) o CH, o
tmnsammasa dscarboxllm alcohol deshidrogenasa
+ » CHjy
H
00 CO; CH,

\"/ TECIS CON

FALLA DE ORIGEN

Figura 4. Ruta metabélica de Erlich para la produccién de alcohol iscamilico.

icndo pinivico
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Alcohol amilico

Los aminoacidos son sintetizados intracelularmente o pueden ser adicionados al medio
de cultivo. Si se inicia la reaccién con 2-oxobutirato se puede obtener el alcohol amilico,

figura 5.18

Ry N g gy BN gy

alcoholamlico | g=————®| metilbutaraldchido |q—— |  2oxo-3-metivalerato |

4

l-isoleucina l

Figura 5. Sintesis de alcohol amdlico.

Alcohol isobutilico

La obtencién de éste alcohol puede llevarse a cabo por accién de la acetolactato
sintetasa durante la sintesis de la valina, figura 6.18

acetil-CoA

,v _...._H_,“.__.,_____.bl 4cido acetolactico I___._._____V ”,,l acido 2,3-dihidroxi-isovalérico J
acetato sintetasa i
|
r Alcohol isobutilico ]i":::‘:.,L isobutaraldehfdo I“"'“’“ [N [ 4cido 2-oxoisovalérico ]
7Y B

¥
I valina

. Figura 6. Mecanismo de sintesis de alcohol isobutilico.

TESIM 20
FALLA DE ORJ. BN
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Diacetilo
El diacetilo puede considerarse como un subproducto durante la sintesis de la valina,
Sigura 7.8

e

)

I 4cido acetoldctico l"‘_“—“b[ 4cido 2,3-dihidroxi-isovalérico l

4 ¥
] acetilmetilcarbinol l L 4cido 2-oxoisovalérico ]
A

A
diacetilo I valina

Figura 7. Ruta biosintética para el diacetilo.

Esteres

La formacion de ésteres a partir de la acetil-CoA es mediante reacciones de alcohoélisis
catalizadas por la alcohol acetiltransferasa. Segan las observaciones de Nordstrom las
reacciones que involucran la formacién de CoA y acetil-CoA al ser inhibidas favorecen
la formacién de dcidos y no de sus respectivos ésteres figura 8. 18

c ] - [emw] o [rowa] - (o] -+ [

alcohol acetiltransferasa

| rRcoscoa | + | roOH | > R-CO-OR
Figura 8. Reaccién de alcoh6lisis a partir de la cual se forman los ésteres{. . R “: 3.

| ¥aLLA DE ORIGEN

15
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Tiamina
Las vitaminas son compuestos orgdnicos que funcionan como coenzimas o como uno de
sus constituyentes. Son eficientes en cantidades pequeiias y no son empleadas para la
manufactura de partes estructurales de la célula. Todos los organismos requieren
vitaminas, pero la capacidad de sintetizarlos no siempre existe.

Algunos hongos al proporcionarles azicares, nitr6geno y minerales son capaces de
sintetizar las vitaminas que requieren. Otro tipo de hongos sufren deficiencia parcial de
vitaminas y crecen limitadamente sin ellas, pero si se agregan al medio el crecimiento se
acelera notablemente. El altimo grupo de hongos sufren deficiencia total de vitaminas y
necesitan de una fuente ex6gena. 2

Ceratocystis fimbriata tiene deficiencia completa de tiamina y requiere de ésta para el
desarrollo del peritecio. By 24

La tiamina pirofosfato (TTP) es la forma coenzimdtica de la vitamina B; (tiamina). La
estructura de la vitamina B est4 formada por un grupo pirimidinico y otro tiazélico. La
TTP es importante en la rotura de enlaces adyacentes a un grupo carbonilo (por ejemplo,
la descarboxilacién de a-cetoacidos) y en reordenamientos quimicos en los que existe
transferencia de un grupo aldehido activado desde un 4tomo de carbono a otro . El
anillo de tiazolio es la parte funcional de la tiamina pirofosfato, figura 9 (A). El protén
C-2 del anillo es relativamente 4dcido y la pérdida de éste protén acidico produce un
carbanién que actiia como nule6filo y que es la especie activa en las reacciones
dependientes de TTP, figura 9 (B). Este carbanién se adiciona facilmente a grupos
carbonilo, lo que facilita en gran manera reacciones como la descarboxilacion catalizada
por la piruvato descarboxilasa cuadro 5.21y 25

(A) anillo de

tiazolio

[ H I

+ 2 ] S ‘ 0 O
RN 0 I

/L\ s H,—CH;—O0—P—0—P —O"
| |

0] 0]

tiamina pirofosfato (TTP)

16
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(B)

NH- c_
+ S
CH;
//E\
HiC N Hs

e

carbanién de TTP

o 0
i i

CH;—CH;—O—P —O—P— O~

| I
o} o}

Figura 9. (A) La tiamina pirofosfato (TTP) es la forma coenzimdtica de la
vitamina B; (tiamina). El carbono en rojo del anillo tiazolio es el carbono
reactivo. (B) El protén C-2 del anillo es relativamente 4cido y la pérdida de éste
protén acidico produce un carbanién que es la especie activa en las reacciones
dependientes de TTP.21y25

Enzima | Ruta ]L Enlace roto “ Enlace formado |
Pi : . N i |
i Piruvato . ‘; Fermen.tacnén rR'—c-5) I Ri_c’ +CO;
 descarboxilasa i alcohélica x Sh
! ! L
: = e e
" Piruvato | Sintesis de acetil- l’ :
deshidrogenasa | CoA Q i
i | R} C ! »0
A S ) | R +C0;
QP . i ;.
a-cetoglutarato | Ciclo del 4cido |l : §-CoA
deshidrogenasa I citrico ] (
: { L L
e e u
’, ! Reacciones de ? oM P M
‘ Transcetolasa ' fijacién de carbono R—C "‘f— R'—C —Cl,“
‘ " en la fotosintesis H- H
Pl . o o on
'|: Acetolacto . Biosintesis de T ,° R —C —C—
A i . . R*—C ~C |
! sintetasa ‘ valina y leucina N c
; i o N
g o o
i

Cuadro 5. Algunas reacciones en las que el TTP es un cofactor esencial.2ly 25
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ACTIVIDAD DE AGUA

La superviviencia de las células depende de su habilidad para interactuar con su medio
ambiente y de su capacidad de respuesta a cambios en el mismo. Los organismos
unicelulares deben adaptarse a los cambios de su entorno para continuar con su
proliferacién. Alteraciones en las condiciones quimicas o fisicas que tengan un efecto
negativo en el crecimiento celular requiere de respuestas riapidas y drasticas para
asegurar la sobrevivencia del microorganismo. A los mecanismos moleculares inducidos
por condiciones adversas se les denomina respuestas al estrés.26

Los mecanismos de respuesta al estrés ajustan el metabolismo y procesos celulares
necesarios para proteger a la célula en contra del efecto negativo de los cambios
ambientales y para reparar cualquier dafio molecular. La célula adquiere resistencia,
tolerancia y mecanismos de prevencién a dafios a demas de producir proteinas a
diferente nivel o actividad diferente a la presente antes de la exposicién a condiciones de
estrés. 17y 26

Los microorganismos que no tienen acceso a la cantidad de agua que necesitan, se les
dificulta la supervivencia y sufren agobio o tensi6n. El agobio o tensién, es la pérdida
del estado fisiol6gico estable de un organismo vivo, es un factor que se produce cuando
hay limitacién o exceso en el valor de alguna variable del medio de cultivo y se traduce
como una menor velocidad de crecimiento, puede ser provocado por cualquier variable
que interrumpe, restringe o acelera peligrosamente el proceso metab6lico normal de un
ser vivo.?7

El agua juega un papel central en los componentes celulares, actia como disolvente,
determina la estructura de las proteinas, 4cidos nucleicos y membranas. En las
reacciones bioquimicas el agua otorga un ambiente adecuado como disolvente y/o
como agente reactivo. Por ultimo, el agua contenida determina el turgor, forma y
tamario de la célula.26y 28

Las reacciones que tienen lugar en el citoplasma transcurren en un medio acuoso y el
citoplasma estd rodeado por una membrana generalmente permeable a las moléculas de
agua, las cuales pueden pasar libremente del citoplasma al medio y del medio al
citoplasma. Este flujo dindmico de moléculas de agua en ambos sentidos normalmente
se halla en estado estacionario de modo que todo organismo vivo s6lo estara estresado
si existe un flujo neto hacia el exterior del citoplasma, que conduce a la plasmélisis, o un
flujo neto hacia el interior de la célula que conduce a la rotura de la membrana. En
bacterias y hongos se impide la rotura por la existencia de una pared celular. 2%.28y30

Para comprender el desplazamiento del agua a través de la membrana se emplea un
parametro denominado actividad de agua, Aw. La Aw indica la disponibilidad de agua de
un determinado medio para las reacciones quimicas, bioguimicas, para los cambios de estado o
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transferencias a través de membranas semipermeables. Su valor oscilaentre 0y 1. La Aw de un
sustrato , expresa cuantitativamente el requerimiento de agua para la actividad
microbiana. 29y32

La Aw se puede calcular de acuerdo a la ley de Raoult asi:

Aw _ nz Donde:
= - n1= ntimero de moles de soluto
ni+nz n>= namero de moles de disolvente

Puede también definirse como la relacion entre la presiéon de vapor de la disolucién (P) y
la presién de vapor del agua pura (Pg). —3» Aw _ P

Py

Los valores calculados a partir de las molaridades difieren a menudo de los obtenidos
experimentalmente y que son los verdaderamente representativos respecto a la
incidencia del pardmetro sobre el crecimiento de los microorganismos. El peso
molecular de una sustancia influye sobre la Aw (dos sustancias a igual concentracién
porcentual, pero con pesos moleculares distintos producen diferentes Aw). 28.29y 30

Un parametro relacionado con la Aw es la presion osmética, la cual se define como la
fuerza por unidad de superficie necesaria para detener el flujo neto de moléculas de
agua desde una zona con elevada actividad de agua a otra en la que esta actividad es
baja. A medida que la Aw disminuye, o a medida que aumenta la presién osmética, es
esencial que la Aw del citoplasma sea atin méas baja o que su presién osmoética sea aan
mads elevada. Esto se consigue mediante la produccién de concentraciones crecientes de
solutos que no deben obstaculizar la funcién del citolaplasma. 28-30

Con una reduccién de la Aw, disminuye el nimero de microorganismos capaces de
crecer activamente (ver cuadro 4), se les dificulta la formacién de esporas y la
produccién de micotoxinas ya que esto exige un Aw més elevada que la que se requiere
para el crecimiento o gemacién dentro de una misma especie. Las esporas tienen mayor
tolerancia a valores bajos de Aw .28 y31

Existen muchos experimentos en algas, bacterias, levaduras y hongos filamentosos en
donde se estudia la influencia de la Aw del medio en la produccién de metabolitos. Es
posible realizar este tipo de estudios empleando depresores de la Aw, como: glicerol y
otros polioles, los cuales no influyen por su naturaleza en la fisiologia de los
microorganismos, 30- 33
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El ambiente natural de hongos y levaduras generalmente son plantas, sus frutos y los
azticares contenidos en los jugos, regularmente la cantidad de agua disponible
depende de factores climaticos. Los hongos y levaduras cuentan con los mecanismos
suficientes para superar cualquier cambio osmético en su medio ambiente. 17

___ Microorganismos | Aw |
| Bacterias | 091 ]
|Levaduras . |[085 |
[ Mohos y hongos —”6—7?]
[ Mohos y hongos xerofﬂizd_s_:” 0.65 |
[Levaduras osmofilicas | 0.60 |

Cuadro 6. Valores de Aw para el
crecimiento de microorganismos.

Es obvio que los organismos unicelulares en particular desarrollen mecanismos de
adaptacién a cambios de osmolaridad.

En estudios con Triclioderma viride al ocasionar una disminucion de la Aw se han logrado
aumentos en la produccién de aroma de hasta un 300%, aunado a un incremento en la
biomasa; este hecho puede deberse a la acumulacién del aroma durante el periodo de
tensi6n y estar relacionado con la osmorregulaciéon del hongo. 33

Estudios en Sporidiobolus salmonicolor demostraron un 80% mas en la produccién de
compuestos aromaticos de bajo peso molecular. Los compuestos de bajo peso molecular
intervienen eficientemente en las propiedades termodinamicas del agua en la célula
acelerando la osmorregulacién. 34

En la bacteria Staphylococcus aureus la disminuciéon de la actividad del agua trae consigo
un fenémeno de plasmoélisis, por ejemplo, pierde un 50% de su agua intracelular cuando
la Aw pasa de 0995 a 0.950. Esto disminuye o paraliza el crecimiento de los
microorganismos, a causa de la inhibicién de las actividades enziméticas. En la figura 10
se resume el mecanismo de adaptacién a un descenso en la Aw. Cuando la Aw pasa de
0.955 a 0.950, se observa un aumento de la concentracion de potasio citoplasmatico, éste
activa la glutamato deshidrogenasa que transforma el cetoglutarato en glutamato, que
se acumula y permite la recuperacion del turgor. Dicho de otra forma, cuando se alcanza
el equilibrio termodinamico, el medio intracelular es siempre un poco mas alto en
presién osmética que el medio externo y ésta diferencia se equilibra por la resistencia de
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la pared celular. De hecho la célula siempre estd presurizada con relaciéon al medio
externo. 30

En resumen, los mecanismos de respuesta al estrés pueden dividirse en dos partes:

1) Respuesta S.0O.S. temprana; es una respuesta pasiva termodinamica celular
caracterizada por el flujo de agua y de solutos a través de la membrana
celular. El flujo de agua esta relacionado con el gradiente de potencial de
agua entre la célula y el medio externo. Se observa un decremento rapido
del volimen celular (es constante y dura segundos) y depende de los
solutos.

2) Respuesta sostenida de adaptacién; llavada a cabo por un sistema de
osmorregulacién celular en el cual se sintetizan solutos y eventualmente se
modifican las propiedades de permeabilidad de la membrana. Este sistema
permite que la célula restaure su volumen interno en el caso de que la
respuesta termodindmica no sea un dafio irreversible. 34

Después de la respuesta sostenida de adaptacion el volumen interno celular puede no
restaurarse completamente. El volumen puede disminuir hasta en un 50% dependiendo
de la presién osmética exterior, figura 10. %

solucion
hiperténica

segundos salida de agua

interrupcién de
crecimiento
liberacién

de solutos adaptacx()n de

las levaduras a
cambios ﬂ acumulacién

interrupcién de externos de de solutos

crecimiento? *

osmolaridad

renovacion de
crecimiento
entrada de agua

solucién
hipoténica

Figura 10. Mecanismos de adaptacion al estrés osmético en levaduras.?
°No hay estudios de respuesta en soluciones hipoténicas.




Planteamiento del problema

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Cdn la finalidad de proponer una forma alterna de produgci‘énh de

‘fd'iﬂspbn_lbxyh_dvac’l ‘de agua en el cultivo. L

fecto de la adicién de leucina

ar y"la‘ posible interaccién con la

22



Objetivos

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Conocer los efectos de la actividad de agua, la leucina y la
‘tiamina en la cinética de produccién de compuestos del aroma por

Ceratocystis fimbriata.

OBJETIVOS PARTICULARES

¢ Determinar la influencia de Aw en la produccién de compuestos

del aroma en un medio de cultivo enriquecido con leucina.

e Determinar la influencia de Aw en la produccién de compuestos

del aroma en un medio de cultivo enriquecido con tiamina.

o Establecer si el efecto de Aw es positivo para la obtenci6én de

compuestos del aroma.




Hipotesis

HIPOTESIS

El efecto de tensnén acuosa sobre Ceratocystis f:mbrmtu en un medlo de

, cultlvo enrlquemdo‘debe ser pOSlthO, aumentando la tasa de crecxmlentof

y la. produccxénrde met tabohtos volétlles que permltan la establlldad y

sobrevxvencxa del;_ ngo:
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MATERIAL
"Material biolégico
| Microorganismo || " "Especificaciones _ |
( Clave CBS 374-83 (Ellis & Halst) proveniente de Baan,
| Cepa de Ceratocystis fimbriata || The Netherlands (Centraalbureau Voor
f Schimmelcultures).
Reactivos
Sustancias | Sustancias__ | Proveedor |
(estandar de referencia Medio de cultivo D |
Merck) — IAgar dextrosa y papa ' ' ] ' BIOXON J
Alcohol amilico | T e ) T
: B l , ] Glucosa | J. T. Baker |
Etutan;) ™ {Fosfato de potasw monobésmcﬂ J. T. BakerJ
Alan(; I ] [Nltrato de calcno | J. T. Baker}
cohol isoamili =
Isoproparl:)(; e ™ {Sulfato de amonio 7. T. Baker |
Isobutanol T i [Sulfato dF magnesio Ji J. T. Baker |

Acetato de etilo
Acetato de butilo
_Acetato de isoamilo J
Propionato de etllo ' ]

Butirato de etilo
-lLropanona -
Acetaldehido
Diacetilo B —I

[ Urea

[Nitrato férrico

Jf J. 'i' BakerJ
~|.J. T. Baker |

[Sulfato de zinc __ ___|.J. T. Baker|
[ Sulfato de magnesm - 7. T“ﬁakerJ
[ Leucina ] Merck J
| Tiamina J Merck J
" Colorantes ]
{ Azul de algodén lactofenol |
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Equipo

Refrlgerador General Electric

Estufa

| Descripcién | Modelo |
' Balanza analltlca Bosch N ”é 2000 |

Conductromc ) l[pi—lio I

|Shaker orbit _|[Lab-Line Inc |
| Agitador y parrilla de calentamiento J[Nuovall |
Cromatégréfo.de gases masas Hewlett Packard ] |['5890_ |
Autoclave AESA ~ |i300 §

Microscopio Nykon | 104 l

Centrifuga Beckman | 17-6 |

Campana de flujo Iammar Veco - I: - |

' Bomba de vacio Koblenz._ - N |
|

|

Material de vidrio

- .
| Descnpcxén

| Pipetas Pasteur

Descn@én ' II Capaadad (enmL) J
: Matraces Erlenmeyer 250,500y 1000 |
‘Matraces Kitazato || 250 y 500 |
f'Pxpetasgraduadas ] H 1.0, 2.0, 50y10 I
_Probetas |_25_ |
" Frascos serologicos |' o J
Otros
] Descnpcign _'“_“_OI
'Embudos Biichner “wm“wl

j ESP atulas metalicas

| Barras magnéticas para agitaci6n |

Tubo_plést:cos para centrifuga |

[ Term6metros (wla de -10 a 150°C)

, | Porta y cubre ob]etos

|
I
|
' Cémara Neubauer |
J
|

{ Frascos goteros

[ Descmpcxén ]'i
[ Papel Whatman No 2 I
(Gasa _ i
[Algodén |
[Mangueras |
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METODOS

Mantenjmiento de la cepa

Las cepas se conservaron en agar PDA inclinado (Agar dextrosa y papa Bioxon),
cubierto con aceite mineral estéril.

Preparacién del inéculo

Se emplearon esporas frescas cultivadas en matraces erlenmeyer de 250 mL con 75 mL
de PDA, se inocularon empleando un cubo de agar de aproximadamente 2 mm de lado,
la temperatura de incubaci6n fue de 30 °C durante 120 horas.

Cosecha de esporas

La obtencién de esporas se realizé colocando un matraz con crecimiento de esporas en
la parrilla de agitacion, se adicion6 70 mL de agua, 3 gotas de tween, 30 perlas de vidrio
y un agitador magnético (todo el material empleado para dicho fin estaba estéril). Se
agité durante 3 minutos y al terminar se vacié el contenido al siguiente matraz con
crecimiento de esporas. Esto se realiz6 sucesivamente hasta terminar con todos los
matraces.

Conteo de esporas

Se tomo6 0.5 mL de esporas (de el altimo de los matraces de la cosecha de esporas) y se
transfirieron a 4.5 mL de agua (dilucién 1:10). La suspensién se agit6é en el vortex
durante un minuto. Con una pipeta Pasteur se tomé suspensiébn y se coloco
cuidadosamente una gota en la cimara de Neubauer. La cuenta de esporas se realiz6
contando 13 cuadros. El nimero de esporas recuperadas fue dado por la siguiente
relacion:
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=(T) (25 x104) (D)(V)_) Donde:
13 N = ntmero de esporas recuperadas
T = nimero de esporas contadas
D = factor de dilucion
V = volumen de la solucién de esporas

2

Preparacién del medio de cultivo liguido

El medio estdndar!é es el que se us6 como base (medio de control) para éste trabajo, la
composicién del medio liquido estindar (M.E.) se ve en el cuadro 1.

{ ( Medio de cultivo estandar (M E. ) ) ' J
P Sustancia - J Canhdadj' UmdadesJ
;'”é’lixéé's} T T s000 | gsu |
| Fosfato de potasxo monobésmoJ 1.00 J g/L ]
(Nltrato de calcxo h 1.00 _Ir g/L |
[Sulfato de amonio ” 450 i "g /L J
jrSulfato de magnesio AWWILM_M@??E‘ i ” g /L J‘
| Urea [ 190 | g/L |

Cuadro 1. Composmlén del M E

Complementado con 2 mL/L de la siguiente solucién de oligoelementos, cuadro 2.

-

[ Oligoelementos |,
[ Sustancia ”Cantldad”Urudades I
[ Nitrato férrico I 723 I mg/L li
| Sulfato de zinc _H 439 H mg/ L l]

f“Sulfatorde magnesio || 203j[ mg7 L J]

Cuadro 2. Composicién de oligoelementos en
el M.E.
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El medio de cultivo se prepar6 bajo las especificaciones que se observan en los cuadros

3y4.
.« || Especificaciones de
: Sustancia Disoluci6n esterilizacion
| en agua (Calor hiimedo) 4
| ~ Macrosales . 121 °C, 15 libras de
! (fosfato de potasio monobdsico, nitrato 400 mL presién / 15 minutos
i de calcio y sulfato de magnesio)
Oligoelementos 1000 mL 121 °C, 15 libras de

presién / 15 minutos

Cuadro 3. Procedimiento de esterilizacion parte I.

Por separado (cada substancia en diferente matraz):

i

Disolucion || Especificaciones de
Sustancia e‘; apua esterilizacién

& (Calor humedo)
?Gi“COSZ ot i | 116 °C, 10 libras de |
(Neagg 0e5 ;Ig) ucosa, se regul6 a 6 con 390 mL presién / 20 minutos
'Urea 100 mL ||116 °C, 10 libras de
: presién / 20 minutos
Sulfato de amonio ' 100 mL 1121 °C, 15 libras de

: presién / 15 minutos
|

Cuadro 4. Procedimiento de esteMcién parte I1.

Al final se dejaron enfriar y se mezclaron todos los componentes del medio.

Medios de cultivo enriquecidos

Al M.E. preparado se le adicioné leucina o tiamina y se agit6 hasta disolver. Se adicioné

20 milimoles de leucina/L de medio 6 0.15 milimoles de tiamina/L de medio.
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Medios con valo

ntes a un

Todas estas fermentaciones, se llevaron a cabo en microcosmos, empleando frascos
serologicos de 100 mL a los cuales se les adicionaron 20 mL de medio de cultivo y
agente tensionante (etilenglicol) como se indica en la tabla y grifico 1.

Grificol. Actividad acuosa contra agente
tensionante (etilenglicol)

" Etilenglicol ||

(mL/Z%mL) Aw l e

000 |l 100 | AR

© 050 ]! 0.99 ] * . .

. 100 || 098 | : Bl
150 [ 097 | " T
200 | 096 | - *
Tabla 1. Volumen de *

agente tensionante y o o os v s
fxrentes valores de Etilenglicol 1m1,/20mL de medio

TEGIS CON
FALLA DE ORIGEN

Tamario del in6éculo
El tamafio del in6culo fue de 1 x 107 esporas por cada 100 mL de medio de cultivo.
Fermentacién

Una vez inoculados los frascos se cubrieron con 6 capas de gasa con los hilos
entrecruzados, se incubaron durante 120 horas a 30 °C y 250 r.p.m.

Determinacién de bjomasa

El caldo de fermentacion se centrifug6é durante 15 minutos a 4000 r.p.m. Se decanté y el
botén se resuspendi6é en solucién isotOnica (en caso de ser necesario se almacené en
congelador a -10 °C). La solucién isoténica con el material biol6gico se filtr6 al vacio en

30



Material y métodos

papel Whatman No. 2, puesto a peso constante, se secS en estufa a 70 °C hasta que se
mantuvo el peso constante y se determiné el peso seco.

Medicién del pH

El pH se midié empleando un electrodo de vidrio y un potenciémetro Cornig.

Actividad acuosa (Aw)

Se determiné al principio y al final de la fermentacién en el equipo Decagon Aqua Lab
modelo cx-2 el cual usa la temperatura de rocio para medir la Aw. Esta técnica es un
método de medicién primaria de humedad relativa el cual emplea el punto de rocio;
cuando se mide la muestra, un espejo de acero inoxidable dentro de la cimara se enfria
repetidamente y se calienta mientras que se forma rocio y es eliminado. El ventilador del
instrumento circula aire dentro de la camara sensora acelerando este proceso de
equilibrio.

Anadlisis del espacio de cabeza

El andlisis de espacio de cabeza consiste en tomar una muestra de los compuestos
volétiles que se acumulan en la parte superior del frasco serol6gico del cultivo con una
jeringa de cromatografia para gases de 2 mL. Se emple6 un cromatégrafo de gases,
equipado con un detector de ionizacién de flama y una columna capilar de Carbowax.
La temperatura del inyector y del detector que se us6 fue de 225 °C. La temperatura del
horno, con un programa de calentamiento con una temperatura inicial de 35 °C durante
3 minutos, una rampa de temperatura de 5 °C cada minuto hasta llegar a 190 °C. El gas
acarreador fue helio. La relacién del split 1:40 y el volumen de inyeccién de 2 mL.

Para cuantificar los componentes del espacio de cabeza se elaboraron curvas estandar
inyectando de 0-40 pL de los compuestos de interés en una ampolleta de 500 mL, se
equilibré la temperatura de la ampolleta durante 15 minutos a 30 °C. El volumen de la
inyeccién fue de 2 mL del espacio de cabeza. Se elaboraron las curvas estandar
graficando area contra concentracién en microlitros por litro, ver apéndice IV.

Tincién con azul de algodoén lactofenol

En un portaobjetos se colocé una asada del cultivo liquido y se adicion6 una gota de la
solucién colorante, se coloc6é un cubreobjetos. La preparacion se sell6 con laca para uiias.
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Resultados

Recordemos que Ceratocystis fimbriata es un hongo filamentoso capaz de producir
compuestos del aroma dependiendo del sustrato que se le proporcione, y en este caso se
estudié la interaccién entre el medio de cultivo complementado con leucina o tiamina y

con cinco valores diferentes de Aw.

Se detrminé biomasa, pH y produccién de volatiles. Todos los resultados obtenidos se

trataron estadisticamente haciendo un analisis de varianza con P< 0.05.

Biomasa* y pH

En la determinacién de biomasa y de pH en medio estindar (M.E.) con Aw=1.00 se

observé que al aumentar la biomasa disminuye el pH, ver tabla y grdfico 1.

Tabla 1. Valores de
biomasa de

C.fimbriata y del pH
del M.E. con Aw =

1.00
ey [ |
Tempo|; Blamasa]]r H ’;
o) | @ 7
0 | o075 |58
24 | 0965 | 589 GRAFICO 1. Valores de biomasa de C. fimbriata y
48 l 1.040 | 5'%"‘ del pH del ML.E. con Aw = 1.00
72 | 1060 | 450| : ’
% | 1401 | 28],
120 | 145 |[i283] 4
- —— e e w [
g ©
g 8
& 3
b=
0s ; 2 5
: 1
[} . o
4] 20 40 60 80 100 120
tiempo (hrs)
—e—| Riomasa —a—) pH

* Los valores de biomasa en este trabajo siempre se reportan en peso seco.
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Resultados

Efecto de la Aw sobre ]la biomasa*

Se determin6 el efecto de la Aw en la produccion de biomasa en M.E. a intervalos de 24
horas durante 5 dfas. La produccién méxima se observé en Aw=1 y la minima en
Aw=0.96, ver tabla y grdfico 2.

Tabla 2. Produccién de biomasa (g) de
Ceratocystis fimbriata en M.E. con cinco valores
diferentes de Aw.

vTiemp Valores de Aw ‘ I
(rs) | 1 | 099 | 098 | 097 | 096 |
0 | 0745 | 0.745 || 0.745 | 0.745 |§'"0’f74’5‘"'|§
24 | 0965 | 0.960 || 1.035 || 0.965 || 0.945 |
48 | 1.040 || 1.055 || 1.025 |[ 0.970 |[ 1.045 |
72 | 1.030 | 1.150 ]{ 1.005 || 1.030 |[ 0.970 |
96 | 1.780 | 1.250 |[ 1.205 || 1.285 || 0.855 |
120 | 1590 |; 1450 |; 1475 | 1240 | 0.950 |

Griéfico 2. Produccién de biomasa (g) de Ceratocystis
fimbriata en MLE. con cinco valores diferentes de Aw.

L
s e
08 .
g
086 .
"
04 ‘ LE’:
02 E:’ ,3:3':
° [} 24 48 72 06 120 t% EE
o 82
tiempo (horas) 7 %
(o]
—0—Aw 1 —8—Aw 0.99 —+—Aw 0.98 —e—Aw 0.97 —X—Aw 0.96 | I3
-y

* Los valores de biomasa en este trabajo siempre se reportan en peso seco.
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Resultados

Efecto de la Aw sobre la biomasa*

Se determiné la produccién de biomasa en medio mas leucina (M+L) con diferentes
valores de Aw en intervalos de 24 horas durante 120 horas. En la tabla y grdfico 3 puede
observarse el efecto negativo de la disminucién de Aw sobre la produccién de biomasa.

Tabla 3. Produccién de biomasa (g) de C.
fimbriata en M+L con cinco valores diferentes

de Aw.
(hrS) ] 099 | 098 | 097 || 096 |

.__0_|| 0.840 || 0.840 || 0.840 |[ 0.840 |[ 0.840 |
24 ][ 0915 ][ 0.850 ][ 1.095 || 0.925 |[ 0.920 |
|1 0.975 || 0895 |/ 1.020 |[ 1.075 ][ 0.960 |
__ 72 |/ 1,045 || 0.990 || 0.985 | 0.890 |[ 0.890 |
=""96 | 1.500 ]! 1.060 || 1.075 | 1.070 ]| 0.903 |;
__120 i 1.700 ][ 1.435 ][ 1.390 | 1.145 || 0.978 |

Gréfico 3. Produccién de biomasa (g) de C.fimbriata
en M+L con cinco valores diferentes de Aw.
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* Los valores de biomasa en este trabajo siempre se reportan en peso seco.
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Resultados

' Efecto de la Aw s ol

Se determiné la produccién de biomasa en medio mas tiamina (M+T) a diferentes Aw
en intervalos de 24 horas durante 5 dias y se observé que el aumento de la presi6n
osmotica produce un efecto negativo en la produccién de biomasa, ver tabla y grifico 4.

Tabla 4. Produccion de biomasa (g) de
Ceratocystis fimbriata en M+T con cinco valores
diferentes de Aw.

Tiempo. Valores de Aw A ‘:
(hrs) | 099 | 098 | 097 | 096 |
0 | 0840 | 0.840 | 0.840 | 0.840 | 0.840 |
24 | 0860 | 0.840 | 0.860 | 0.900 | 0.905 |
48 | 7.490 | 3.480 | 1.135 | 1.180 | 1.000 |
72 | 7.820 | 5.880 | 2.165 | 1.295 | 1.002 |;
96 | 7.920 | 6.080 | 4.100 || 1.200 || 1.025 ||
120 | 7.990 || 6.515 || 4.400 |[ 1700 ][ 1.205 },

Grifico 4. Produccion de biomasa (g) de Ceratocystis
fimbriata en M+T con cinco valores diferentes de Aw.

biomasa (gramos)

tiempo (horas)

—O—AwW 1 —8—Aw 0.99 —s—Aw 0.98 —e—Aw 0.97 —X—Aw 0.96

* Los valores de biomasa en este trabajo siempre se reportan en peso seco.




Resultados

Awy pH

Se estudi6 la variacién de pH en todos los valores de Aw y con los tres medios de

cultivo.

Medio estandar

Se observa en la tabla y grdfico 5 que para los valores de Aw=0.97 y 0.96 el cambio de

pH no es significativo.

Tabla 5. Cambio de pH en M.E. con
cada uno de los valores de Aw

Tiempo|____ Valoresde Aw |

L () | 1 | 0.99] 0.98] 0.97]0.96]
0 |5.84|584|584|584]5.84]

24 |5.89|5.95]|5.85|5.97|6.01]

_ 48 | 5.93]292]5.93]5.94] 6.00]
.72 |.4.50]'5.55]:5.89]/5.97|[6.07]
96 |12.86]/5.06]i5.82][5.96][6.00]
120 |'2.83[2.94|'3.43](5.27](5.91]

pH

Gréfico 5. Cambio de pH en ML.E. para cada
uno de los valores de Aw.
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Resultados

Medio con leucina
La adicién de leucina al medio interfiere directamente en la produccién de biomasa, ¢l
pH practicamente no cambia en los valores de Aw menores a 0.98. Probablemente sea
efecto de la interaccién del medio con el cambio de presi6n osmatica, ver tabla y grdfico
6.

Tabla 6. Cambio de pH en M+L en
cada uno de los valores de Aw

Tiempo Valores de Aw ll
(hrs) | 1 |'0.99] 0.98]0.97] 0.96]
0 [593]5.93]5.93]5.93]5.93]
.24 |'599|l5.91|'5.97]/5.99]/6.10]
48 |(5.96|5.91]{5.94][6.00][6.04]
.72 ]14.99]/5.74]'5.92][5.98][6.01]
96 |4.45|{4.34]/5.80|5.97][6.02 ' .
20 [as{an] 515 e0slloon] Griee s Sameie de pH en MeL para cace
7

6 PREEIC—— —— ") 4 X X X
"
4 ]
i
3
2
1
|
o [ - . —
[ 24 a8 72 96 120
tiempo (horas)
—o—Aw 1 —a—Aw 0.99 —+—Aw 0.98
—e—AW0.97 —X— Aw 0.96
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Resultados

Medio con tiamina

Es obvio que la adicion de tiamina al medio cambia el metabolismo del hongo. A pesar
de que la produccién de biomasa aumenté no se observé la disminucién del pH como
en el caso del M.E., ver tabla y grdfico 7

Tabla 7. Cambio de pH en M+T en
cada uno de los valores de Aw

[ [

:Tiempo Valores de Aw J
_(®rs) | 1 | o0.99]l0.98] 0.97][0.96]
.0 ] 5.90]i5.90]/5.90][5.90][5.90|
__24 [5.93]{5.95|'5.99]6.08][6.02]
48 | 5.59|(5.38|'5.96 ] 6.07][6.16]
72 |5.91]i5.44| 5.50)! 5.55](6.13]
96 | 6.03](6.23]15.92|{5.59][6.15] _ ]
120 Jes0fe7|5es][5et[5om| noTie L CARRe S8 K, o M parm cada
x =ég

7

6 ‘x____g==_§ a
® -y
5
41
I
Q.
3.
2
1!
o
[ 2 48 72 9 120
tiempo (horas)
—o0—Aw 1 —a-—Aw 0.99 —— Aw 0.98
—eo— AWO0.97 —X—Aw 0.96
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Resultados

Produccién de volitiles

Se determiné la producciéon de volatiles empleando el analisis de espacio de cabeza
tomando una muestra de la parte superior del frasco serolégico de cultivo cada 24 horas
durante 120 horas.

Medios de cultivo y actividad acuosa

A continuacién se presentan los graficos con la concentracion acumulada por
compuesto de aroma (milimol/L) para cada valor de Aw y para cada medio.

Acetaldehido

La produccién de acetaldehido en M+T fue elevada en todos los valores de Aw. La
produccion en el MLE. y en el M+L no fue mayor de 0.02 milimol/L como se observa en
el grifico 8. Estadisticamente se determin6é que la produccién del compuesto se ve
directamente afectada por el medio de cultivo pero no por el estrés acuoso.

Grafico 8. Producciéon acumulada de acetaldehido en tres
medios de cultivo con diferentes valores de Aw
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Resultados

Acetona

En M.E. y Aw=0.98 se obtuvo la mayor produccién de acetona. El tratamiento
estadistico resalta la influencia de la Aw sobre la produccién del volatil y en este caso el
medio de cultivo no es determinante para la produccién de la acetona, grdfico 9.

Griéfico 9. Produccién acumulada de acetona en tres
medios de cultivo con diferentes valores de Aw

@M. E.
BM+L
BM+T

mifimoliL.

SIS CON

Th
FALLA DE ORIGEN

Diacetilo

El valor méximo de diacetilo fue de 0.0198 milimol/L y se produjo en M+T con
Aw=0.99. Estadisticamente se determiné que la produccién del volatil esta
estrechamente relacionado con el estrés acuoso y que se ve favorecida en el M+T. Se
observ6 la menor produccién del compuesto en el M+L, ver grdfico 10.

Etanol

Al observar el grdfico 11 destaca notablemente que la produccién médxima de etanol es en el
M+T. El volitil se produjo nueve veces mis que en el M.E. y en este caso el medio de cultivo
influye al maximo en la sintesis del compuesto.
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Resultados

Gréfico 10. Producciéon acumulada de diacetilo en tres
medios de cultivo con diferentes valores de Aw

BM. E.
é BM+ L
2 aM+T
S M+T
ML
M. E.

Gréfico 11. Produccién acumulada de etanol en tres
medios de cultivo con diferentes valores de Aw
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Resultados

Alcohol amilico

De acuerdo con el anélisis estadfistico la produccion del compuesto fue determinada por
el estrés acuoso. El grdfico 12 muestra como al aumentar la presién osmoética disminuye
la produccién del alcohol. En el M+T siempre se produjo el volatil.

Grifico 12. Produccién acumulada de alcohol amilico en
tres medios de cultivo con diferentes valores de Aw

milimolL
o
8

Alcohol isoamilico

En este caso tanto el medio de cultivo como la actividad acuosa influyen en la
produccién del volatil. La concentracion maxima de alcohol isoamfilico se obtuvo en el
M+L con Aw=1. Graficamente se observa que al disminuir la disponibilidad de agua
también disminuye la produccién del compuesto, ver grdfico 13.

Butanol

Estadisticamente la produccién de butanol depende tanto del medio de cultivo como de
la tensién acuosa. En el grdfico 14 puede observarse que se produjo mas alcohol en el
M.E con Aw=1 y que la produccién en M+T se presento6 en todos los valores de Aw.
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Resultados

Grafico 13. Producciéon acumulada de alcohol isoamilico
en tres medios de cultivo con diferentes valores de Aw
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Grafico 14. Produccién acumulada de butanol en tres
medios de cultivo con diferentes valores de Aw
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Resultados

Isobutanol

La producciéon de este volatil no depende del medio de cultivo ni de la actividad acuosa.
La produccién méxima es practicamente la misma en M.E. Aw=0.98 y M+L Aw=0.99,
ver grifico 15.

Grifico 15. Produccién acumulada de isobutanol en tres
medios de cultivo con diferentes valores de Aw

oM. E.
OM+L
EBM+T

milimolL

Isopropanol

La concentracion mas elevada del alcohol se observé en M.E. con Aw=0.97. El estrés
acuoso induce mayor produccién del compuesto, ver grdfico 16.

Acetato de etilo

El medio de cultivo es sumamente importante para la produccién de este compuesto. La
maxima produccién se observé en el M+T. La tensién acuosa produce un efecto
negativo en la sintesis del acetato de etilo, ver grdfico 17.
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Resultados

Grifico 16. Produccién acumulada de isopropanol en tres
medios de cultivo con diferentes valores de Aw
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Grafico 17. Producciéon acumulada de acetato de etilo en
tres medios de cultivo con diferentes valores de Aw
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Resultados

Acetato de isobutilo

La concentraciéon méxima de acetato de isobutilo se obtuvo en M+T con Aw=0.99 y
fue de 0.02906 milimol/L. La produccién del volatil se ve favorecida por el medio y por
la Aw, ver grdfico 18.

Grifico 18. Produccién acumulada de acetato de isobutilo
en tres medios de cultivo con diferentes valores de Aw

aMm. E.
OM+L
aM+T

mifimol/L
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Acetato de isoamilo

El M+T es el medio 6ptimo para incrementar la produccion de acetato de isoamilo. La
influencia de la Aw es negativa en todos los casos, ver grdfico 19.

Butirato de etilo

La mayor produccion del compuesto se observé en el M+T. El aumento de la presi6on
osmética disminuye la sintesis del volatil, ver grdfico 20.
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Resultados

Graéfico 19. Produccién acumulada de acetato de isoamilo
en tres medios de cultivo con diferentes valores de Aw
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Resultados

Propionato de etilo

La influencia del medio de cultivo y de la actividad acuosa en la produccién del
compuesto se observa en el grdfico 21. La produccién méxima del volatil fue de 0.0616
milimol/L y se obtuvo en el M+T con Aw=0.99.

Griéfico 21. Produccion acumulada de propionato de etilo
en tres medios de cultivo con diferentes valores de Aw
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Resultados

Observacion microscopica

b)

Figura 1. Cosecha de esporas de (C.

fimbriata, fotografia tomada en microscopio
o6ptico a 40X. Tincién con azul de algodén.

Figura 2. Cosecha de esporas de C.
fimbriata, fotografia tomada en microscopio
6ptico a 100X. Tincién con azul de algod6n.

Figura 3. Micelio septado de C. fimbriata.
Las septas tienen 18 pm de longitud y 8 pm
de ancho. Fotografia tomada en
microscopio 6ptico a 100X. Tincién con
azul de algodon.

Figura 4. Esporas de C. fimbriata. Tienen 11
pm de longitud y 6 pm de ancho. Fotografia
tomada en microscopio Optico a 100X.
Tincién con azul de algodén.. . . .. .
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Resultados

Influencia de la Aw en el tamaiio celular de C, fimbriata

Micelio en MLE con diferentes valores de Aw

Figura 5. Micelio de C. fimbriata en MLE. con diferentes Aw. Se observa en orden
progresivo el aumento en el didmetro. Fotografias tomadas en microscopio
o6ptico a 100X. Tincién con azul de algodoén.

Tabla 3. Diametro
del micelio en
diferentes valores

deAw.
Aw Diametro
d o (pm)
A) | 0.96 2-3
B) | 0.97 34
C), 0.98 4-5
—
D) | 0.99 5-6
E) | 1.00 6-8

pm

Grafico 22. Aumento progresivo en ¢l didmetro del

micelio de C._fimbriata.
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Resultad

S

Micelio en M+L con diferentes valores de Aw

A)

B)
Figura 6. Micelio de C. fimbriata en M+L con valores crecientes de Aw. El
volumen del micelio aumenta al disminuir la presién osmotica. Fotografias
tomadas en microscopio Optico a 100X. Tinci6én con azul de algodon.

Tabla 4. Diametro del

micelio en
diferentes valores de
Aw.
Aw Didmetro
(pm)
A)| 0.96 2
B) | 0.97 4-5
Q)| 0.98 5-6
D)| 0.99 6-7
E) | 1.00 7-8

pm

D)

E)

Gréfico 23. Aumento progresivo en el diametro
del micelio de C. fimbriata.
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Resultados

Micelio en M+T con diferentes valores de Aw

Q) D)
Figura 7. Micelio de C. fimbriata en M.T. con diferentes valores de Aw. Al
disminuir la presién osmotica aumenta progresivamente el diametro del micelio.
Fotografias tomadas en microscopio 6ptico a 100X. Tincién con azul de algodén

Griéfico 24. Aumento progresivo en el diametro

del micelio de C. fimbriata.
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Resualtados

Influencia de la Aw en el tamano celular de C. fimbriata

Esporas en M.E con diferentes valores de Aw

E)

Figura 8. Esporas de C. fimbriata en MLE. con diferentes Aw. Se observa en orden
progresivo el incremento en el tamaiio celular. Fotografias tomadas en
microscopio 6ptico a 100X. Tincién con azul de algodén.

Grafico 25. Con el aumento de la Aw ias
esporas tienden a ser mas grandes.
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Resultados

Influencia de la Aw ep el tamaiio celular de C, fimmbriata

Esporas en M+L con diferentes valores de Aw |

D) E)

A) B)

Figura 9. Esporas de C. fimbriata en M+L con valores de Aw en aumento. El
tamafio celular se incrementa progresivamente junto con el aumento de la Aw.
Fotografias tomadas en microscopio o6ptico a 100X. Tincion con azul de

algodoén.
Grafico 26. Con el aumento de la Aw las esporas
ticnden a ser mas grandes.
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Resultados

Influencia de la Aw en el tamafio celular de C, fimbriata

Esporas en M+T con diferentes valores de Aw

A) B) )

Figura 10. Esporas de C. fimbriata en M.E. con diferentes Aw. Se observa en
orden progresivo el incremento en el tamafio celular. Fotografias tomadas en
microscopio 6ptico a 100X. Tincién con azul de algodén.

Grafico 27. Con el aumento de la Aw las esporas
tienden a ser mas grandes.
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Analisis de resultados

Biomasay pH

La disminucién del pH en el medio estdndar durante la produccién de biomasa indica
agotamiento del sustrato y presencia de los productos formados por el hongo (acidos
carboxilicos).? En la tabla y grifico de biomasa y pH a las 72 horas de iniciada la
cinética se observa un descenso significativo en el pH lo cual sefiala el inicio de la fase
exponencial de crecimiento.

Efecto de la Aw sobre la biomasa

La influencia de la Aw en la producciéon de biomasa es significativa en valores menores
de 0.99 no importando la adicién de un nutriente extra como la leucina o tiamina al
medio de cultivo estdndar. A valores menores de Aw menor biomasa (tablas y grdficos
deresultados 2, 3y 4).

La necesidad celular de sobrevivir a cambios drasticos de Aw impone el metabolismo
orientado hacia la resistencia y tolerancia al medio externo antes que la reproduccién del
hongo. Probablemente la respuesta al estrés en Aw=0.99 esti orientada a la sintesis de
solutos con el fin de restaurar la presién osmética, la forma y el volumen celular.26y 31

Por ejemplo, Saccharomyces cerevisine® y Trichoderma viride®® efectian la sintesis de
compuestos de bajo peso molecular ya que intervienen eficientemente en la
osmorregulacion.

Awy pH

Si comparamos las tablas y los grificos de resultados 5, 6 y 7 resalta el hecho de que el
pH es independiente de la Aw que se maneje y si depende del nutriente extra.

Para el M.E. y M+L es claro que el pH es inversamente proporcional a la biomasa. El
comportamiento del pH en el M+L puede explicarse a la desaminacién de la leucina y
formacién de amoniaco. En el caso de M+T, la tamina favorece la esterificaciéon de
acidos carboxilicos y prdcticamente no cambia el pH, ver tablas.y grificos de resultados
56,7 %




Anadlisis de resultados

Produccién de volatiles

La produccién de cada compuesto del aroma se vi6é determinada por las condiciones de
cultivo. No siempre el efecto de la tensién acuosa sobre la cinética de producc16n de
volatiles de C. fimbriata fue positivo.

La adici6én de tiamina al medio increment6 en la mayoria de los casos la produccxén de
los volétiles a su vez la tiamina favorece el crecimiento de peritecio en el hongo y al
existir mas biomasa la sintesis de compuestos del aroma aumenta. :

Durante la fermentacién se producen compuestos como; acetaldehido, acetona, etanol,

isopropanol y butanol. Las condiciones de fermentacién mfluyen en la concentraaéni :

final de los productos.

A continuacién se presentan las condlcxones de mayor prod ucc16n para cada volatll

Acetaldehido

El medio de cultivo es determmante N este cas (grdfwo de resultados 8) ya /que para ,

cualquier valor de Aw la prod

mayor que en Aw=1. 00.

Acetona

muy pr6x1ma ver grdfico de resultados 9.
Diacetilo

en el grifico de resultados 10 existe gran interaccion entre el medlo de culuvo y la: Awif '

ya que al aumentar la presién osmética se produjo mas compuesto en los casos de M.E'y
M+T.

Etanol

En M+T se obtuvo la mayor produccién de etanol y se produjo mas que en el M.E
inclusive en Aw=0.96. La adicién de tiamina determin6é la produccién del volatil y la
interaccién con la Aw fue favorable s6lo en el caso de M+T y Aw=0.99 como se observa
en el grdfico de resultados 11.
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Analisis de resultados

Alcohol amilico

En este caso la presion osmo6tica fue un factor limitante en la producc16 del compuesto
En todos los medios de cultivo al disminuir la Aw también:se produ]o menos
compuesto. La produccién de alcohol amilico en el ME. y- M+T ,yvpréchcamente la
misma, ver grifico de resultados 12. g :

Alcohol isoamilico

La maxima produccién del voltil se obtuvo en el M+L. La Aw tuvo un efecto negativo
en la sintesis del compuesto, ver el grdfico de resultados 13.

Butanol

La Aw interactiia negativamente con el medio de cultivo. El medio de cultivo determina
la produccién de butanol y la influencia de la leucina y la tiamina en este caso es
negativa . En el grdfico de resultados 14 se observa que en M.E con Aw=1.00 hubo la
mayor produccién del compuesto.

Isobutanol

El efecto del medio de cultivo y de la Aw no es significativo en la produccién de éste
volatil ya que el rendimiento fue semejante. La mayor produccién se obtuvo en M.E. y
M+L con 0.98 y 0.99 de a Aw respectivamente. Cabe sefialar que al observar el grifico
de resultados 15 se resalta el hecho de que en el M+T la produccién fue constante a
pesar del cambio de Aw.

Isopropanol

El aumento de la presién osmética en algunos casos influy6 en la mayor produccion de
isopropanol. Si observamos el grdfico de resultados 16 la produccién méaxima es en los
valores de Aw menores de 0.99. En el caso de Aw=0.96 la produccién es minima en
cualquier medio porque hay gran presi6én osmética. Es facil observar que la interaccién
del M+L con Aw=0.98 aumenté la produccion del volatil.

Acetato de etilo

El medio de cultivo es determinante en la produccién de acetato de etilo, la adicién de
tiamina al medio favoreci6 su produccion inclusive en Aw=0.96. La disminucién de los
valores de Aw tuvo un efecto negativo en la sintesis del compuesto, ver el grdfico de
resultados 17.
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Anadlisis de resultados

Acetato de isobutilo

Se observa en el grifico de resultados 18 que una vez mas que ‘en’el M+T con' Aw=0.99
e¢s en donde hubo una mayor produccién de volatil. La interaccién del medio con la
tension acuosa fue positiva en este caso para las condlcones antes mencxonadas

Acetato de isoamilo

El efecto del aumento de la presion osmotica fue negahvc en cualquxer medlo para Ia
sintesis de este compuesto. La maxima producccién se obtuvo en el M+T con Aw-] 00
ver el grifico de resultados 19. .

Butirato de etilo

La produccién de butirato de etilo se afecta con la disminucién’de la Aw. En el M+T.

siempre se sintetiz6 el compuesto a pesar del aumento de la presién osmética, ver el
grdfico deresultados 20. :

Propionato de etilo

En el M+T con Aw=0.99 se obtuvo la maxima produccién del volatil, no sélo en este
caso la interaccién del medio y de la presién osmética fue positivo, en el caso de
Aw=0.98 se incrementa la sintesis en el M.E. y en el M+T con respecto a los demads
valores de Aw, ver el gridfico de resultados 21.

En general el mejor medio la mayor produccién de los compuestos del aroma se observé
en el M+T con Aw=0.99. Ceratocystis fimbriata es un hongo filamentoso que carece de
tiamina. La tiamina favorece el crecimiento de peritecio y al haber mayor biomasa sc
incrementa la sintesis de volatiles. 26 y31
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Conclusiones

4) L

5).

6)

valores menores de 0.99 no lmportandb la’adicién de ur

En el caso del medio estdndar y del medio mas leucina la produccién de biomasa
de Ceratocystis flinbrinta esta relacnonada dlreglamenle con el aambuo do pII veon
la produccién de melabolllos - ‘

En general la |nﬂuenua de Ia Aw e la producu 7
xlla "omo la

nutriente e:

leucina o tiamina al medlo de. culhvo esténdar. ;_:"f"

Se observ() mteracuén entre a Aw y el medlo de cult

produccion de
cada LO”]pUGSlO del: aroma os delermmada por ambosf c ;. ’

La adluén de leuuna al medlo favoreci6 la prod uulén ‘de alcohol isoamilico (ver
pigina 43) pero la Aw ' uvo Jun efecto negatlvo sobrc la: Pproduccion del
compuesto.~ : v :

El M+L no es recomendado para la prqd uccnén de volatiles en -general. El
rendimiento fue bajo en préchcamente tod:‘s los casos y no se justifica el gaslo del
nutrlente e\<tra para la produccxén lndustrlal de un solo compuesto.

En general la adicién de tiamina tuvo un efeclo posmvo en la produ(uon do

volatiles, pero ademds en algunos casos’ se. observo que la Aw. lavorcua e
incrementaba la produccién del compuesto. - : :

acthdad acuosa de 0.99
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Sugerencias

Se sugiere aumentar el tiempo de estudio de la cinética de crecimiento hasta la fase
estacionaria del medio mas tiamina ya que las 120 horas no fueron suficientes por que
cuando se lleg6 al limite atin existia crecimiento exponencial.

Los medios empleados en esta tesis fueron sintéticos y su costo puede incrementarse
demasiado si se pensara en un proceso industrial, se sugiere revisar los estudios hasta
ahora efectuados en C. fimbriata con medios de cultivo naturales (ejemplos; harinas de
maiz, arr6z y amaranto).

Por dltimo, considerar el planteamiento de separar los volatiles producidos durante la
fermentacién. Existen estudios en donde se demuestra que al aumentar la concentracion
de los productos del metabolismo celular en el medio de cultivo pueden tener un efecto
toxico e inducir la muerte de la célula.
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Informacion de aromas: Compuestos del aroma producidos por C. fimbriata, usos y umbrales de olor.

: Compuesto Aroma Usos fcugm:dcam * Referencia d:l,:l:)rmala %Referencias ;
_Aldehidos - T
T — v — T T
v : i En altas diluciones reminiscente Manzana, durazno, ' ’ Buttery et al

A ‘ : ‘ S (A 2] ;  Buttery
octaldehido : al café 0 vino plétano, pifia : Sppm 198211;5_;‘5”"1" 1Sppb | 1988
e — o e E l
T T Cmleger e | oo oo | Arctander, || 0 §
 Acetato de etilo Frutal : P;i‘;’;vop":’;g:'i;’:’“:}:’t‘:lg 20«;p::oo 1982 Fenaroli, | 25 ppb |/ Me Donald |
' » meion, ! 1975 | etal 1992 |
T ‘Muy difusivo, etéreo, plétano, | 1 150-16000m | Arctander. || | !
: Acetato de recuerda al ron (olor a Plétano- plﬁa-ﬁ'ambl‘x&sa- 808 .9% ggz 19?;cifaennﬁ;li
| isobutilo fermentado), diluido es dulcey | perafresa, mantequilla, |, en chicle 1975 :
: frutal tutifruti | !

o Muy difusivo, etéreo, frutal, | ' R T T
. Acetato de butil pungente, reminiscentede | Plétano, pifia, pera, durazno, || 30-35ppm | Arctander, 88 ‘Bergeretal, |
Acetatode buttlo ) 1z clases de fruta madura | fresa, chabacano, mantequilla || 200 ppm en 1982 g U T 7 B ¢

y pasada. Olor a pera, platano, chicle Fenaroli, 1975 |; ¢njugo
fresa :

o Plétano, pera, fresa, frambuesa, | 200 ppmen | || T
! Acetato de Olor  fruta fresca, pera, pifla, manzana, caramelo, cola, [ dulces Arctander, || 2 ppm en

. . pldtano, manzana, bergamota, . :

isoamilo coco, cereza, uva, mantequilla, | 3000 ppm en 1982 cerveza

platano maduro . , .
durazno, ron, vainilla chicle

P T " Ron, manzana, plétano, pera, | Arctander, | |

Propionato de etilo Etéreo, frutal pifta, ciruela, mantequitla | 10- 100 ppm 1982

tutifruti

: Eﬁ;ifz;to dectilo i’iﬁa dulce Fresa, olivo y aceites 20 - 1400 Fenaroli's, |
: vegetales ppm 1975

-10[0 ap sa[eiquin £ sewoly -~ [ dIpuddy
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Informacion de aromas: Compuestos del aroma producidos por C. fimbriata, usos y umbrales de olor.

83

P ———————

Compuesto Aroma Usos + Concentracidn | Referencxa Umbral Referencias
, Empleada del aroma. :
‘Alecholes =~ T - ] T |
T " Bebidas aicohdlicas y no — Y r :
,Amilxco Alcohdlico alcohdicas, frutal 7-340 ppm ‘: 5 ppm I[ Maga, 1976 2
U  Bebidas aicohélicasyno | ’EFenaroIi 975 - |}
Butanol J Alcohéhco seco alcohdlicas, 12-34 ppm 3ppm | !
Etanol T Alcohdlico |  Manzana, plitano,pera | 1-34 ppm "| Fenaroli, 1975]( 5.7 ppm ]. Maga, 1976 |
Tsoamilico |7 “Quemante | Frutales, bebidas alcohdlices Y || 7 _ 300 vom | i ,
i ; no alcohélicas 7-300 ppm : 10 ppm
ﬁsopropmol i Aloohdlico o | Manzana, ooﬂac e |1 10-75 ppm l:,_._, *lir__“_wﬂ/_laga, 1976 |
‘ | o N = aoom | ;
‘ Isobutanol | Diluido suave, dulce, pltano Cola, frutal, {l(;r:’rmantequxlla, 30-35ppm | AT c;t;gger, l (155 en |
: ; .5 cerveza) |
o e —- =
PO N " Pera, manzana, uva, pifia, e | e | |
2-propanona Dulce fresa, frambuesa, café 5- 10 ppm Fenaroh 1975 !
il it .| Bebidas alcohdlicas, Doy L T
Dlacenlo ; Olor penetrante a mantequilla j mamequllla | 2-45ppm j 1 ppm |

-10]0 9p sajeIquin A sewory - | dipuady




Apéndice 11 -Caracteristicas de volatiles-

e
Acetaldehido; etanal

— . ’ - -
lormula empirica: C,H;0 Estructura quimica: HzC— C__
-~

Caracteristicas [isicas/quimicas apariencia_| Liguido flamable, volatil e incoloro

Peso molecular 44.05 e
Punto de fusion 120.0 °C (123.3 °C) e
Punro de ebullicion 20.8 °C

Punto de inflamacion 30.0 °C

Densidad especifica 0.8009

Indice de refraccion 1.3392 (18 °C)

Solubilidad Es soluble en agua, alcohol etilico y éter

Caracreristicas organolépticas Olor caracteristico penetrante e irritante

= Hojas de: roble y tabaco

> Aromas frutales de: pera, manzana, frambuesa, fresa, pifia
= En el agua de destilacion de: lirio, comino

= Aceites esenciales de: Litsea cubeba, Magnolia grandiflora,
Artemisia brevifolia, romero, balsamo, menta, narciso, naranja
agria, alcanfor, angélica, hinojo, mostaza, etc.

Se encuentra naturalmente en:

*Bebidas no alcohdlicas 3.9 |'Productos ahumados 12.0
Usos reportados (en ppm) *Helados 25.0 |'Budines y gelatinas 6.8
*Dulces 22.0 |‘Goma de mascar 20-270
Acetato de etilo; éter acético 5
‘ HaC
Formula empirica:  C4HzO2 . Estructura quimica: C=0=CHz =C H3
, o?
‘ Caracteristicas fisicas/quimicas apariencia . Liquido, fumante e incoloro } ) ) i
“Ensayo T 1 99-100% 5
Peso molecular o . 88.10
Punto de fusion - ~834 °C
Punto de ebullicion . 75-76 °C (77.11 °C)
Punro de inflamacion - 3.0°C
Densidad especifica . 0.9000-0.9040 (0.9065-0.9070) a 15 °C
Indice de refraccion i 1.3723 (1.3470) a 20 °C \
Insayo de acidez . “Nomasde0.01% ;
. En practicamente todos los disolventes organicos; es soluble en
Solubilidad alcohol etilico, éter y en agua (1:10)
Caracteristicas organolépticas . Olor caracteristico semejante al éter, sabor dulce y quemante ‘
) "> Seha reportado su presencia en algunos aromas frutales y en
Se encuentra naturalmente en destilados.
’ » Seha identificado en los pétalos de Magnolia fuscara H
: *Bebidas no alcoholicas  67.0 *Productos ahumados  170.0 ¥
L Usos reportados (en ppm)  *Bebidas alcohdlicas 50-65 - *Budines y gelatinas 200.0 Z
: . *Helados 99.0 . *Goma de mascar 1400.0
 *Dulces Jro.o - :

o PP R T S i i e
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Apéndice Il -Caracteristicas de volatiles-

——

Acetato de isoamilo; 3-metilbutil acetato

Formula empirica:  C7H 1402

HsC P (@]
sstructura quimica: P C H -CHx-CH »-0O-C-CH3
HaC

Caracteristicas fisicas/quimicas apariencia

Liquido incoloro

lnsayo

95% minimo

Peso molecular

130.18

Punto de fusion

-78.5 °C

Punto de ebullicion

142.5 °C; 30°C a2 mm de Hg

Densidad especifica

0.868-0.878 a 25 °C

Indice de refraccion

1.4000-1.4040 a 20 °C; 1.4017 a 18 °C

lcnsavo de acidez

No mas de 1

Solubilidad

Soluble en alcohol etilico al 60% en 1.3 6 mas; praticamente
insoluble en agua; soluble en éter y en la mayoria de los
disolventes organicos

Caracteristicas organolépticas

Olor a frutas, penetrante, con sabor agridulce y semejante a
pera, impuro el olor es fuerte, penetrante e irritante

Se encuentra naturalmente en:

= Se ha identificado en la porcion de volatiles de platano y
en la semilla de cacao

*Bebidas no alcoholicas 28.0 | *Productos ahumados 120.0
Usos reportados (en ppm) *Helados 56.0 | *Budines y gelatinas  100.0
*Dulces 190.0 | *Goma de mascar 2700.0

B Ace_tato de isobutilb

Formula empirica : CeH1202

. Caracteristicas ﬁsicd.v/qgi(';niéa.é ‘apariencia

_{En.sayo )

i Peso molecular
:Plllll() de ebulhcton

- Punto de l)gﬂamacton
Densidad especifica
“Indice de refraccion
Solubilidad

.Caracteristicas organolépticas

.Se encuentra naturalmente en
Usos reportados (en ppm)

PR

Lstructura quimica:

HaC_ -~ ,0
CH-CHzO-C__
HaC” CHs

. Liquido incoloro
.95 % minimo
1 116.16
: 116 5 °C
o 30.0 °C (19°C)
0. 87]0 0.8785a 15°C
© 1.3890-1.3910 a 20 °C
: Solub]e en practicamente todos los disolventes organicos
. Olor frutal (grosella-pera) y floral (jacinto-rosa);, sabor
. semejante al del éter y ligeramente agrio
. » Endoconidiophora coerulescens, frambuesa, pera, pifia

;f“‘Bebldas no alcohdlicas 1.0 . *Budines y gelatinas 170.0
i *Helados 16.0 *Goma de mascar 860.0:
“*Dulces 36.0 *Glaciados

3.5

*Productos ahumados  35.0

T W LNV Y S e o
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FALLA DE ORV! N
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Apéndice IT -Caracteristicas de volatiles-

—
Acetona; 2-propanona, dimetil cetona; B-cetopropano, éter piroacético
HzC_
Iormula empirica : C3Hs0O Estructura quimica: _C=0
HzC
Caracteristicas fisicas/quimicas apariencia | Liquido altamente flamable, volatil e incoloro

Peso molecular 58.08
Punto de fusion -95.35 °C
/’un/u de ebullicion 57.0 °C
Punto de inflamacion -20.0°C

Densidad especifica

0.7880a25°C y0.8186a0-°C

[ndice de refraccion

1.3588 (20 °C)

Solubilidad

Es soluble en agua (a cualquier proporcion), aicohol etilico,
éter, benceno y cloroformo

Caracteristicas organolépticas

Olor caracteristico e irritante, sabor dulce

Se encuentra naturalmente en

= Pera, manzana, uva, pifia, frambuesa, fresa, grosella,
cacao, patata, tomate, cebolla,

= Aceites de: naranja agria , cilantro y lavanda

= Se ha identificado en el aroma del café

Usos reportados (en ppm)

*Bebidas no alcohdlicas 5.0 | *Productos ahumados 8.0
*Helados 5.0! *Budines y gelatinas 5.0
*Dulces 8.0

v Alcoholamlhco, 1-pentanol; alcohol pentilico

Formula empirica : CsH,;,0

Caracteristicas fisicas/quimicas apariencia

‘Peso molecular

:Punto de fusion

“Punto de ebullicion
Punto de ugﬂamac:on

. Densidad especifica

Indice de refraccion

Solubilidad

Caracteristicas organolépticas

= Se encuentra naturalmente en

 Usos reportados (en ppm)

. Estructura quimica:

CHa~CH3z-CH2-CH>-CH>0H

. Liquido incoloro
. 8815
. =73.85 °c (-78 5 °C)
: 138.06 °C (137.8-138°C)

390°C

i 0. 8144 a20 °C
'1.4113a220°C _
- En agua 1:5 a 30 °C; miscible en practicamente todos los
¢ disolventes organicos
| Olor caracteristico, sabor quemante; es mas toxico que el
- alcohol etilico
. > En aceites esenciales de: menta americana y brasilefia; i
orégano espaiiol; algodon, Thymus marshallianus, Artemisia -
. herba-alba, Eucalyptus cornura, Eucalyptus aggregata, :

» Se ha identificado como constituyente del aceite de
naranja agria

*Bebidas no alcoholicas 18.0 ' *Productos ahumados 24.0
. *Helados
: *Dulces

15.0 *Budines y gelatinas 7.7-50
35.0 *Goma de mascar

1507;49?'
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Apéndice 1I -Caracteristicas de volatiles-

———

—_
Alcohol isoamilico; isobutil carbinol; alcohol isopentilico; 3-metil-1-butanol

Hs C\

I'ormula empirica:  CsHi20 Estructura quimica: _CH-CHz-CH2 OH
Hs C

Cuaracteristicas fisicas/quimicas apariencia | Liquido aceitoso transparente

Peso molecular 88.15

Punto de fusion -117.2 °C
Punto de ebullicion 132.0 °C
Densidad especifica 0.812 a20°C

Indice de refraccion

1.4084 a 17.8 °C

Solubilidad

Soluble en agua; es soluble en practicamente todos los
disolventes organicos

Cuaracteristicas organolépticas

Olor caracteristico irritante; sabor repulsivo

Se encuentra naturalmente en

= Como producto de fermentacion de! alcohol amilico

= Se ha identificado como constituyente de muchos aceites
esenciales (menta; geraneo, cidronela, Teucrium

chamaedrys, Artemisia camphorata, Fucalyptus amigdalina,
elc.)

= En aromas de fresa y frambuesa

Usos reportados (en ppm)

*Bebidas no alcohdlicas 17.0 | *Productos ahumados 24.0
*Bebidas alcoholicas 100.0 | *Budines y gelatinas  46.0
*Helados 7.6 ) *Goma de mascar 300.0
*Dulces 52.0

Formula empirica: - C4H 00

‘Caracteristicas fi s:cas/qumncas apariencia
Peso molecular )
Tt emperatura de congelaczon
Punto de ebullicion
‘Punto de inflamacion
-Densidad especifica
Indice de re fracc:én .
‘Solubilidad '

Caracteristicas organolépticas

.Se encuentra naturalmente en

Usos reportados (en ppm)

: Estructura quimica:

._ oholbutlllco, 1-butanot; alcohol n-butilico

CH3-CH2-CH2-CH>0H

" Liquido incoloro

74.12

-90°C

117-118 °C

3536 °C

~© 0.8096-0.8099 a 20 °C
DL 39949 a 20°C

 Enagua 1:11- 1:12 ; soluble en alcohol etilico y éter
: Olor similar al del alcohol amilico; su sabor es seco y

quemante )
> En aceites esenciales de: menta del Brasxl Achillea
ageratum, té

» En el aroma de las manzanas ;
34.0

: *Bebidas no alcohélicas 12.0 " *Dulces
. *Bebidas alcoholicas 1.0 *Productos ahumados  32.0:
Helados = O *Cremas . 40




Apéndice II -Caracteristicas de volatiles-

Butirato de etilo

Iormula empirica : CeHi20;

llo

CH3-CH>-CH2-C-O-CH3-CH3

Estructura quimica:

C'aracteristicas fisicas/quimicas apariencia

Liquido incoloro

lunscyo

Minimo 98 % (97.5%)

Peso molecular 116.16
Punto de ebullicion 121-122 °C
Punio de inflamacion 26 °C

Densidad especifica

0.870-0.877 a 25 °C/ 0.8825-0.8860 a 15 °C

Indice de refraccion

1.3910-1.3940 a 20 °C

Ivaluacion de acidez

No mas de 1

Solubilidad

1:3 en alcohol etilico al 60%; 1:1-1.5 alcohol etilico al 70%

Caracteristicas organolépticas

Olor y sabor a piiia dulce

Se encuentra naturalmente en

= Se ha identificado mediante cromatografia de gases en el
aceite de olivo v en aceites de otros vegetales. Enjugo de fresa

*Bebidas no alcohdlicas 28.0 | ¥Productos ahumados  93.0
Usos reportados (en ppm) *Helados 44.0} *Gelatinas y budines 54.0
*Dulces 98.0| *Goma de mascar 1400.0
- ” ; biaéétild; biacetilo
. - ’ , o0
Formula empirica:  C4HgOs no
Estructura quimica: H3C-C-C-CHa

“Caracteristicas fi szcas/qmmzcas aparwncta
Peso molecular
Punto de fusion
“Punto de ebullicion’ ) ,'

Densidad especifica

Indice de refraccion
Solubilidad

. Liquido amarillo verdoso, volatil
. 86.09
1 =3a-4°C
. 87-88°C
£ 0.9734 a22°C
. 1.3933a18.5°C
! Soluble en casi todos los disolventes organicos; miscible en agua en
i 1:4

H'?“Olor penectrante y muy fuerte semejante al de la mantequnlla

Caracreristicas organolépticas

:Se encuentra naturalmente en

- Usos reportados (en ppm)

. derretida; concentrado tiene olor similar a cloro quinona
 » En aceites de: pifia, angélica, geraneo y lavanda

. » En flores: Polyalthia canangioides var. Angustifolia y

i Fagroea racemosa

* » En plantas: Monodora grandiflora, Magnolia tripetale,
: Ximenia aegyptiaca, Petasites fragrans, narcisos y tulipanes
" » En los aromas naturales de: fresa, frambuesa

> La mantequilla de buena calidad contienc no menos del.2
mg y no mas de 2.5 mg de diacetilo por Kg.

*Bebidas no alcoholicas 2.5 * Mantequilla
*Helados 5.9 *Goma de mascar 35.0:
*Dulces

21.0 *Productos ahumados

11.0 }

44.0

TES lu '." )
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Apéndice 11 —Caracteristicas de volatiles-

Etanol: alcohol etilico,

Formula empirica :  CaHgO

HH

I
Estructura quimica: H-?-—F-OH

HH

Caracteristicas fisicas/quimicas apariencia

Liquido incoloro, transparente, inflamable, volatil

Peso molecular 46.07

Punto de fusion -114.1°C
Punto de ebullicion 78.5 °C
Punito de inflamacion 13 °C
Densidad especifica 0.789 a 20 °C
Indice de refraccion 1.361 20 °C

Solubilidad

Es miscible en agua y en practicamente todos los
disolventes organicos

Caracteristicas organolépticas

Olor agradable, sabor quemante

Se encuentra naturalmente en

= Aromas frutales: manzana, platano

lvstj)vbtuianvol‘;

I'ormula empirica : C4H,00

. Caracteristicas fisicas/quimicas apariencia

: Peso molecular

- Punto de fusion

Punto de ebullicion

- Densidad especifica
Indice de refraccion

- Solubilidad

“Se encuentra naturalmenie (libre o
esterificado) en

Usos reportados (en ppm)

é.l‘c‘dhbl isobutilico; 2-metilpropanol

HaC \

i Estructura quimica: _ CH-CH20H
HaC

iogacc

©0.803a20°C
: 1.396 2 20 °C

! Soluble en agua (forma azeotropos); miscible en

. practicamente todos los disolventes organicos
* Olor desagradable

 » En aceites esenciales de: citronela de Java, té, Eucalyptus

- amygdalina, y algunos otros
» En los aromas de: manzana y grosella
. *Bebidas no alcohélicas 12.0  *Dulces
- *Bebidas alcohdlicas 1.0 . *Productos ahumados
. *Helados 7.0  *Cremas

s o

340
320 |
40

el
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Apéndice Il -Caracteristicas de volatiles-

Isopropanol; alcohol isopropilico; 2-propanol
Estructura quimica: CH3-CH -CHz3
Formula empirica : C3HzO |
OH
Caracteristicas fisicas/quimicas apariencia | Liquido incoloro
Peso molecular 60.09
Purito de _fusion -81.0a83.0°C
Punto de ebullicion 82.3 a82.4°C
Punito de inflamacion 15 °C
Densidad especifica 0.7854 a 20 °C
Indice de refraccion 0.37757 a20°C
Solubilidad Miscible en agua, alcohol, éter y cloroformo
Caracieristicas organolépticas Olor alcohdélico, un poco desagradable; sabor quemante
Se encuentra naturalmente (en forma -
esterificada) en = Aromas: manzana y cofiac
*Bebidas no alcoholicas 25.0
Usos reportados (en ppm) *Dulces 10.0-75.0
*Productos ahumados 75.0
Propionato de etilo
FFormula empirica : CsH ;002 ' il . . i
. Astructura quimica:  CH3-CHp-C-O-CH>-CHj
.Caracteristicas fisicas/quimicas apariencia - Liquido incoloro, volatil :
s lknsayo o - - No menos del 98 % ‘{
. Peso molecular ©102.14 ;
-Punto de fusion o . .99°C o
Punto de inflamacion o i 12 °C (aproximadamente 15°C) :
-Densidad especifica . 10.8945-0.8985a15°C;0.8917a220°C ;
Indice de refraccion . 11.3830-1.3850a20°C , S
. Completamente miscible en alcohol al 95%; soluble en
Solubilidad : practicamente todos los disolventes organicos 1:1-2 en
wiiiww.. .. alcoholal 60% 7
Caracteristicas organolépticas - Olor similar al de pifia 1
" » Enla mayoria de los vinos (de uva blanca o roja) 3
‘Se encuentra naturalmente en ~» Encocoa §
: R R . *Bebidas no alcoholicas 7.7 - *Productos ahumados 110.0 w
< Usos reportados (en ppm) : *Helados 29.0  *Gelatinas y budines  10-15 g

| *Dulces _ 78.0 . *Goma de mascar 100.

p2S
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Apéhd‘ivc'é III

s;éRATOCYSTIS FIMBRIATA

Ceratocystis fimbriata es un hongo filamentoso con capacndad de smleUzar aromas

frutales dentro de un medio de cultivo adecuado. 16

Taxonomia y nomenclatura

Subdivision: Ascomicotina

Subdivision de Dikaryomycota, forman meiosporas endogenamente en ascomas.
Existen cuatro tipos de ascomas: a) apotecial; b) peritecial; c) pseudotecial; d)
cleistotecial.

Ceratocystis es del tipo b), los ascomas son estructuras que producen "sacos"
denominados ascos, figura 1. %7

Figura 1. Ascoma peritecial (Gr. peri = alrededor + theke = caja), en su interior se producen
estructuras denominadas ascos. 38

Orden: Microascales

Las caracteristicas principales de los Microascales son: ascosporas dextrinoides, con poros
germinales y una fase asexual de aneloconidios o aleuroconidios. Las ascosporas son
esporas sexuales y resultan de la fusién del nucleo de dos células que pueden ser
morfolégicamente iguales o distintas. Estas esporas se producen dentro de ascos. Se han
reconocido las familias Microasciceas y Ofiostomatacens. La familia de Ofiostomataceas
incluye el género Ceratocystis. 2

Familia- Ofiostomataceas

Los mlembros de esta familia se reconocen por tener peritecios superficiales o s6lo
parcxalmente hundidos, son de base esférica y cuello muy alargado el cual presenta una

_Ceratocystis- fimbri }itaj AN

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Apéndice II1 ~Ceratocystis fimbriata-

longitud de varias veces el didmetro del peritecio, con un dpice deshilachado, plumoso.
La pared del asco es gelatinizada durante la formacién del peritecio y las esporas son
exudadas por el largo cuello del peritecio englobadas en mucus que forma una gotita en
Ia abertura ostiolar, figura 2. 2

A) B) (8))
\ / SR

Figura 2. A) y B) Peritecios superficiales o parcialmente hundidos con base esférica y
cuello muy alargado. C) Apice deshilachado plumoso. 2

» HISTORIA

Ceratocystis fimbriata Ellis & Halsted fue descrito originalmente como un género causante
de la podredumbre de papas en 1890 (Halsted, 1890). Saccardo (1892) cambio el nombre
a Sphaeronaema fimbriatum (Ell. & Halst.) Sacc. Elliot (1923) lo reclasific6 como
Ceratostomella fimbriata (Ell. & Halst.). Mas tarde el género fue transferido a Ophiostoma
(Melin y Nannfeldt, 1934), Endoconidiophora (Davidson, 1935), y finalmente regres6 a
Ceratocystis (Bakshi, 1950).

En Indonesia se observé un hongo que dafaba los cultivos de café, fue denominado
Rostrella coffea, (Zimmerman, 1900); este nombre se consider6 sin6nimo de Ceratocystis
fimbriata (Pontis, 1951).

Walter et al. (1952) designaron un patégeno cuyo huésped era Platanus spp. como una
forma independiente a C. fimbriata_f. platani Walter tomé como tnico criterio de
clasificacién al hospedero.

En Africa del Sur se observé como patégeno invasor de Acacia mearnsii y actualmente se
le considera una especie diferente, C. albofundis (Wingfield et al., 1996).

TESISTON
FALLA DE OF(7™Y
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Apéndice I -Ceratocystis fimbriata-

Se ém‘:on't'ij"érfé. varioséom, en robles y fue descrita por Davidson (1944), como similar a C.
fimbriata - (Hunt, 1956). No obstante Upadhyay (1981) considera C. wvariospora como
sinénimo de C. fimbriata, probablemente no sean la misma especie (ver tabla 1). '-12

| Nombres cientificos anteriores || Autor taxon6mico |

| Ceratostomella fimbriata ' H (Elhs '&“Hal's'tédl)r Elliott J
: | Endoconidioplhora fimbriata || (Ellis & Halsted) Davidson |
y ' Ophiostoma_fimbriatum I(Elhs & Hélsféd) Nannf. ]
- Sphaeronema_fimbriata ) (Ellis & Halsted) Sacc. ]

Rostrella coffea ], Zimmerman ]

Ceratocystis fimbriata f. Platani If (Eﬁié & Haiéted) Walter ]f

| Tabla 1. Nombres cientificos anteriores de C. fimbriata.

Nombres comunes / Idioma

Inglés Espariol Francés Portugués
Ceratocystis wilt mal de machete de cacao chancre seca da
Ceratocystis canker mal de choroni de cacao colore  du mangueira
Ceratostomella wilt llaga macana de cacao platane gomose
cacao wilt secamiento de los citricos tache da Acacia
Canker stain of plane muerte subita de citrus chancreuse negra
Mango wilt

Mango blight

black rot of sweet potato

black rot of taro

black rot of sunn hemp

canker of coffee

mouldy rot of rubber

> CLASIFICACION DE ACUERDO AL HOSPEDERO

Una gran variedad de plantas son infectadas por C. fimbriata (ver tabla 2). Se han
descubierto muchas variedades aparentes de invasion especializada algunas veces
denominadas "tipos", "formas", o "razas" (Wellman, 1972; Harrington, 2000).




Apéndice IIT -Ceratocystis fimbriata-

Estudios de inoculacién cruzada han demostrado que algunas cepas son especificas para
cada huésped. Por ejemplo, muestras tomadas de mango (Ribeiro, Coral, 1968) y otros
hospederos (Coral et al., 1984) no son capaces de infectar el cacao.

Cepas aisladas de la papa y taro no invaden a otro huésped al realizar inoculacion
cruzada (Mizukami, 1951), y muchas cepas tomadas de otros hospederos no fueron
capaces de infectar a la papa (Kojima and Uritani, 1976).

C. fimbriata aislada de cacao, papa, y Platanus es especifica al huésped (Baker and
Harrington, 2000). La especificidad para huésped parece ser distribuida
geograficamente. 13.14.32,1517

Alocasina sp. (taro glgante), Acac:a meamsu, Acacia decurrens

Carya sp. (nogal amerlcano) Cztrus spp-; Co[ﬁza ‘arabica (café) Crotalarm ]uncea (palmeras)

Erythrina sp.; Eucaljptus sp-

Hevea brasiliense (caucho)

- Ipomoeq batatas (papa)

" Mangifera indica (mango); Manihot esculenta (mandloca)

Pimenta officinalis (pimiento); Platanus spp.); Prunus spp. (albaricoque, almendro,
' melocotén, etc.) ver Figura 3

" Theobroma cacao (cacao) ver Fzgum 4 —_—

Xanthosoma sp. (taro, cocotero)

Tabla 2. Plantas cominmente afectadas por C. fimbriata

Figura 3. Corte transversal de dos

troncos de Platanus infectados por C. fimbriata formadas en un corte de
fimbriata. Lesiones caracteristicas de la Theobroma branch

infeccién

Figura 4. Colonias miceliales de C.
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Apéndice III -Ceratocystis fimbriata-

> DESCRIPCION DE SINTOMAS DE LA INFECCION

El hongo fue reportado como patégeno superficial de la cosecha de cacao, causando
lesiones de coloracién ligeramente café (Malaguti, 1958), que se observaban
especialmente en periodos de lluvia (Siller, 1958).

En arboles (cacao, mango, dlamo, etc.), tipicamente la infeccion ocurre en lesiones
frescas. Esporas y micelio penetran en la lesién e invaden el interior del arbol. El hongo
causa una coloracién negruzca, purpura o café en la madera que a menudo se acomparia
de un exudado gomoso de la llaga. La infeccién se extiende por todo el tronco hasta
llegar a las ramas. En la superficie y a lo largo del tronco pueden observarse llagas
particularmente en &rboles de Populus, Prunus, y Platanus. La invasién puede ser
superada de manera natural. En periodos de sequfa la infeccibn no causa mas estragos
en la madera que una coloracién amarillenta, que puede durar semanas.

En algunos &arboles (Platanus, mango, eucalipto, y otros) la infeccién en los troncos
puede extenderse hasta la raiz entonces, muere el drbol en pocos meses. En plantas
como papa y taro el hongo invade la rafz y causa podredumbre negra en el fruto,5536

> MORFOLOGIA

El micclio es de color hialino a café oscuro o negro, usualmente con abundantes
conidioforos que producen cadenas de conidias hialinas, llamadas también
endoconidias. Las conidias son cilindricas y pueden variar de longitudde11a16 umy
de 4 a5 pm de ancho ( Hunt, 1956).57 Los conidi6foros especializados crecen en forma
ascendente y con pared gruesa, las aleurioconidias ligeramente pigmentadas (algunas
veces llamadas clamidosporas), probablemente sean un estado de supervivencia. Las
aleurioconidias miden de 9 a 16 pum de largo y 6 a 13 pm de ancho, crecen solas o en
cadenas cortas. Se pueden producir los dos tipos de esporas asexuales en el sustrato.

C. fimbriata, produce cuerpos fructiferos denominados peritecios. El peritecio puede ser
de color café obscuro a negro, con cuello largo y un extremo globoso, a través del
delgado cuello se exudan las esporas sexuales (ascosporas). El peritecio tiene un
didmetro de base aproximado a 130-200 um y el cuello llega a medir hasta 800 um de
largo (ver figura 5 y 6). Se extienden de ocho a quince ascosporas desde el apice del
cuello en diferentes niveles del centro del peritecio, en un intervalo aproximado de 50 a
90 um. Las ascosporas son pequeiias, hialinas, con o sin vaina y su forma caracteristica
es la de sombrero, su largo es de 4.5 a 8 um por 2.5 a 5.5 ym de ancho (ver figura 7).
Las ascosporas se acumulan en una matriz pegajosa al final del cuello del peritecio, en
donde se observan semejantes a un clavel o a un espiral.

75



Apéndice III -Ceratocystis fimbriata-

> SIMILITUDES CON OTRAS ESPECIES

C. fimbriata usualmente se identifica por sus caracteristicos cuerpos frutales los cuales
tienen similitudes con frutos de otras especies del género. Algunas veces ha sido
confundido con C. paradoxa, que es patégeno de las plantas monocotiledonas. C,
fimbriata puede distinguirse de C. paradoxa por las ascosporas similares a un sombrero.
En arboles de cacao, C. fimbriata puede confundirse con C. moniliformis. C. monilifornis es
menos patégeno, usualmente s6lo produce ligeros dafios.

En el laboratorio, C. moniliformis crece a mayor velocidad que C. fiimbriata, y al ser
observados en un microscopio compuesto la base del peritecio de C. moniliformis tiene
extensiones semejantes a espinas.

La infeccién del arbol de caucho causada aparentemente por Fusarium solani, algunas
veces puede ser causa de Ceratfocystis. Un examen microscépico de las esporas puede
determinar que hongo causa la infeccién.15

> BIOLOGIA Y ECOLOGIA

Los cuerpos fructiferos (peritecios) se producen en una semana. El hongo quiza se
dispersa por fragmentos de micelio, conidias, aleuroconidia o ascosporas; la
aleuroconidia probablemente se unidad de supervivencia comiin debido a su resistencia
y a su pared gruesa. C. fimbriata es capaz de sobrevivir en fragmentos de madera en
aguas de rios (Grosclaude et al., 1991) y en s6lidos (Accordi, 1989) en periodos de hasta
tres meses durante invierno.58 59

El hongo produce un fuerte olor a fruta, dependiendo del medio de cultivo en el que
crezca. La finalidad de esta adaptacion es que el hongo pueda dispersarse por medio de
los insectos, los cuales al ser atraidos por el olor se posan en las plantas infectadas y
facilmente se impregnan de esporas las cuales son esparcidas.

La temperatura de crecimiento de (. fimbriata oscila entre 18-28 °C y produce
ascosporas durante una semana. En la naturaleza el hongo resiste condiciones adversas
en forma de micelio o de aleuroconidia, C. fimbrinta infecta plantas bajo estrés,
particularmente por drogas (Spence, 1958) lluvia excesiva (Malaguti, 1952). La infeccion
en la papa se genera por deficiencia de boro en el s6lido (Hu et al., 1999).60.61y 62

» DISTRIBUCION GEOGRAFICA

Los lugares en donde ha sido recolectado el hongo incluyen Sudéfrica (en Acacia),
Estados Unidos (lowa en Carya cordiformis, Missouri en Platanus occidentalis, Dakota del
sur en Populus tremuloides, y Wisconsin en Carya spp.), en Brasil (Rio de Janeiro), las
muestras fueron recolectadas de Mangifera y Annona.
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Apéndice IIT -Ceratocystis fimbriata-

Muchos de los articulos reportados antiguamente con respecto a C. fimbriata son
erréneos. En primer lugar se habia reportado como saproéfito de Heven en Uganda
{(Snowden, 1925), dos reportes posteriors sugieren que el hongo era patégeno para Heveq
en la Repuablica Democratica del Congo (Ringoet, 1923).

C. fimbriata es nativo de norte y sur América y de Asia. Los hospederos son de regiones
diferentes, y en lugares en donde abunda el hongo no todos los hospederos son
afectados. Por ejemplo, la infecciébn en el mango solo se presenta en Brasil. En
comunidades en donde se produce mango, C. fimbriata causa dafios en otras plantas. A
pesar de que el hongo capaz de infectar al cacao es comiin en América solo se observa la
invasion a café en América central, en el Caribe y algunos lugares del sudeste de Asia,
ver tabla 3.

Tabla 3. Distribucién geogréfica de C. fimbriata (continGa).

| Pais / Regién f Huésped 'l Referencias

1 ASIA

| cCHINA | lpomoea  [sy, 1956

| Fujian _ |fpomoen | Huetal 1999

‘: |Kaushik and Toky, 1992; Ramakrishnan and
| | Ppee Fet |Radhakrishna, 1963

;lKarnamka rPunica l Somasekhara, 1999

| INDONESIA | Hevea [Wright, 1925

| Leefmans, 1934; South and Sharples, 1925;
| Java Hevea, Coﬁ“ea Zimmermann, 1900

:l Kalimantan rHeveq o I Tayler and Stephens, 1929

( Sumatra [ Hevea I Tayler and Stephens, 1929

l JAPON ' Ipomoea, Colocasia Elfgggyama, 1938; Okamoto, 1940; Shimizu,
J Kyushu l Ficus, Ipomoea ’l Kajitani and Kudo, 1993 -
}[ MALASIA | Hevea | Beeley, 1929; South and Sharples, 1925
MYANMAR | ! ;

|(BURMA) |Hevea || Tumerand Myint 1950

| TAIWAN [Crotalaria || Lee and Kuo, 1997 '
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Tabla 3. Dlstribucxén geogr&flca de C. fimbriata (conhnﬁa) i

ey

Pais / Region ’I Huésped ” Referencias |
| AFRICA
, CONGO [ Eucalyptus )‘ Roux et al., 2000

| COTE D'IVOIRE | Crotalaria

|| Davet, 1962

:[ AFRICA - SUR rAcacm

)| Rouxetal, 2000

| AMERICA NORTE y CENTRAL

| cANADA | [

[British Columbia | Populus L Lowe, 1969

;l Manitoba I Populus I Zalasky, 1965

[ Quebec :[ Populus A ' Anonymous, 1965; Vu)anowc et al., 1999

| Saskatchewan | Populus | Zalasky, 1965

: - : ; 49-
| COSTA RICA Theobroma, Coffen | oo and Segall, 1956; Martin, 1549;
| CUBA Spathodea, |Isla and Ravelo 1989; Triana and Didz

Xanthosoma, Citrus ~ 1|1989; Rodriguez and Alfonso 1978

l}fgﬁell\}llcéﬁN A Theobroma Schieber, 1969

| GUATEMALA Theobroma, Coffea, Sc.hleber and Sosa, 1960; Szkolnik, 1951;

Hevea ... JiTejada, 1983

| HAITE \lpomoen | Barker,1926

l JAMAICA flAPit‘neyA_tﬁ o 7 ;l Leather, 1966 7

MEXICO ; Hevea, Erythrina Martin, 1947 BPI specunens 596218 595433
TRINIDAD Y| | omoea. Theobroma “Baker, 1936; Baker, and Dale, 1951; Briant,
|ToBAGo | TP P 192 lton, 1959; Leach, 1946
| ESTADOS \
|UNIDOS lo
H Alaska ' l Populus I Hmds and Laurent 1978 7
” Arkansas [Plamnus o _ fl McCracken and Burkhardt 1977 i
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'I'abla 3. Distribucién geogréﬁca de C. ﬁmbriata (continGa).

Pais / Regxén

Huésped

Referencias

AMERICA NORTE y CENTRAL

: California

Syngonium, Plntanus,

Davis, 1953; DeVay et al 1968 Perry and

Prunus ~ ||McCain, 1988; Teviotdale and Harper 1991
[Colorado l P_Op_f{l}{{ - I_I-Ex_r_nds, 1972
rDelaware [PI_(IE{'I_}MIE_SW - l Moqls 1940 Walter, 1946 )
Florida géﬁf:s’:;“"’ Al"“’s”’i Alfieri et al., 1994
| Hawaii [S Jnganlun;, E?olocasm rUchx.cia‘;;c'i Aragakx, 1979 T
:[ Kentucky ]Platanus o mwlrMook 1940

‘i Louisiana

l Platanus, Ipomoea

]rGregne and Lowe, 1992 -

| Marytand [Piatanus ———~ |[Dodge, 1980

gl ESTADOS l l

|UNIDOS | I R

‘ Massachusetts :I—IpO{)ff?ea o !l BPI specimen 595868 _

l Minnesota l Popl(ly_s I Wgod and French, 1962

l Mississippi [Platmzus ' Walter, 1946

[ New Jersey ' Platanus I qu_ge, 1940; Walter, 1946
l New York fPlat}rgr?y;‘_mm N 'l Walter, 1946

l North Carolina

| Platanus, Ipomoea

v,] Walter, 1946

| Pennsylvania

il Dodge, 1940 ]ackson and Sleeth, 1935;

l Platanus {|Walter, 1946
r Rhode Island flpon}zqgf_z; . ) ] BPI ‘specimen 595867
:| Tennessee fPl_qfq_rLz‘tf; - ;r Mook 1940; Walter, 1946 S
;] Texas ‘ é[Plntanus B - ” Greene and Lowe, 1992 o
| virginia | Platanus || Walter, 1946 _
l West Virginia l Platanus » ,l Walter, 1946
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Apéndice II1 -Ceratocystis fimbriata-

Tabla 3. Dlstnbumén geograhca de C. fimbriata (contmua)

Pais / Reg16n l Huésped ]i’ Referencias
] AMERICA DEL SUR
| BRASIL | 7 |
I Bahia [ Thggf)_rg_rﬂ{z,_ HeP_eu I| Bezerra, 1997 Perexra and Santos, 1986
[Minas Gerais [ Crotalaria ,I Chardon et al., 1940; Muller, 1937
‘Albuquerque et al, 1972; Deslandes,
Pard ‘H“’v""' Gmelina “_1_9_@4 Muchovejet al, 1978
l Pernambuco ] Crotalaria, Mrmglﬁzrn II Bahsta 1947 1960
rRondonia _;[Tiwobronza “ Bastqggqgi Evans, 1978 o
' Cassia. Fi H. Arruda, 1940; Oliveira, 1966; Ribeiro:
Sdo Paulo | Majls”;era icus, Hevellet al, 1987; Silveira et al. 1985;
|8V ||valariniand Tokeshi, 1980 |
: g | Arbelaez, 1957; Borja et al., 1995;
coLomBia | Zheobroma Coffets|Garces, 1944; Mourichon, 1994; Pontis,
; 1951
Chalmers, 1969; Desrosiers, 1957;
ECUADC‘)R' - gl"'»T»heobroma Desrosmrsm au_d Dlaz, 1?56, Ro;'ber,n 1918
rGUYANA_ - [ Theobroma “ Bisessar, 1965 -
Krug and Quartey-Papaﬁo, 1964 Rada,
! PERU : Theobror_na, Ip ?"Vwefw 1939; Soberanis et al, 1999
;[ SURINAME |Coffea W{ ATCC culture 14503 7
j i | . : .
VENEZUELA | Coffea, Theobroma | Malaguti, 1952a, 1952b; Pontis, 1951;
| b . __||Reyes, 1988
| EUROPA
)‘ AZORES j[lpomoen :l Bensaude, 1927 o
! ‘ [Ferrari and Pechenot, 1979, 1974,
‘ FRANCIA Platanus 1976; Grosclaude et al., 1991;
; o vVigouroux, 1986
| ITALIA | Platanus | Pancohesi, 1981
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i Tabla 3. Distribucién geogpffﬁcg dg C .ﬁ, mbnata . ‘

| Pois/Region |  Hutoped | Referoncias |
“ EUROPA |
| POLONIA Populus ‘ lcggzmmen and deKam, 1976; Przybyl, 1980,
l SUIZA ‘m“‘,“_""f? o i,| Anonymous, 1988

( OCEAN{A

| AUSTRALIA L .

', New South Wales {I Syngonium <l Walker et al., 1988

,'l Queensland 'l Syngonium l Walker et al., 1988

?lVictoria :I Syngonium l Walker et al., 1988

FIJI | Xanthosoma ngxégnan, 1972; Graham, 1965; Walker et al.,
| NUEVA ZELANDA [tpomoea [ Slade, 1960

; T

| PAPUA NUEVA GUINEA || 1Po"%¢% |l \pan, 1053

, (Hevea e

Figura 5. Micelio y peritecio negro y naranja (a), se observa la masa de ascosporas en
el dpice (b), cultivo en papa.
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Apéndice 111 —Ceratocystis fimbriata-

Figura 6. Peritecio, tiene un
didmetro de base aproximado
a 130-200 pm y el cuello llega
a medir hasta 800 um de largo

Figura 7. Ascosporas, forma
caracteristica semejante a un
sombrero, su largo es de 4.5 a 8
pm por 2.5 a 5.5 um de ancho

» IMPACTO ECONOMICO

C. fimbriata ocasionalmente es el causante de los mayores desastres en América latina,
causando graves dafios en la produccién de café y cacao. En las plantaciones de cacao, el
hongo ha destruido aproximadamente el 50 % de los arboles en algunas localidades
(Idrobo, 1958). Actualmente tiene gran relevancia en Brasil, en mango la infeccién ocurre
esporaddicamente ver figuras 8-12. Los platanares en E.U, Italia, Francia y Suiza han sido
afectados recientemente, y el 10 % de los platanares de Inglaterra y Suecia han muerto
desde principios de los 80’s (Matasci and Gessler, 1997). Las pérdidas por Ceratocystis
wilt en el distrito de Bijapur en la India se calculan en $69,770 do6lares estadounidenses
(Somasekhara, 1999). La produccién de papa por E.U. disminuy6 por causa del
hongo.63:64.65
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> CONTROL

La propagacién del hongo puede ser controlada por medio de la sanitizacién por
ejemplo, desinfectando machetes y herramientas de poda. La resistencia del huésped se
ha aprovechado en casos como el mango (Ribeiro et al., 1995; Rossetto et al., 1997), cacao
(Desrosiers, 1956; Delgado y Echandi, 1965; Gardella et al., 1982; Ocampo et al., 1982;
Simmonds, 1994), papa (Martin, 1954), y Crotalaria (Ribeiro et al., 1977). 33-
41

El empleo de fungicidas también es una buena opcién. No existen métodos de control
naturales.

Arboles de cacao infectados por C. fimbriata

Figura 8. Hojas secas del arbol de cacao

Figura 9. El hongo infecta el
tronco e invade hasta la raiz
produciendo la muerte del arbol
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Arboles de mango infectados por Ceratocystis fimbriala:

Figura 10. En Brasil la
infeccion se ha convertido
en una epidemia.

Figura 11. Los  arboles
infectados o muertos son un
foco de propagacion del hongo.

Figura 12. Darfio
tipico, de la
infecion.
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Apéndice IV -Informacién cromatografica-

La cromatografia es una técnica fisico-quimica de separacion, en la que los componentes
a separar se distribuyen entre dos fases: una estacionaria, de gran desarrollo superficial,
y otra mo6vil, que pasa a través o a lo largo de la fase estacionaria. Cuando se introduce
en el sistema una mezcla de sustancias, se genera una serie de equilibrios de
distribucién entre las dos fases, generalmente de distinta magnitud para cada
componente de la mezcla, por lo que cada uno de ellos se desplazara con diferente
velocidad a lo largo del sistema. 75y 76

CROMATOGRAFIA DE GASES

Es la técnica mas utilizada en la separacién de compuestos orgénicos e inorgidnicos
térmicamente estables y volatiles. La cromatografia gas-liquido (CGL) lleva a cabo la
separacion por medio del reparto de los componentes de la mezcla, entre una fase
gaseosa que fluye y una fase liquida estacionaria depositada sobre un soporte sélido.

La cromatografia gas-s6lido (CGS) utiliza un adsorbente s6lido como fase estacionaria,
de modo que la retencién selectiva de los componentes de la mezcla se debe a
fenémenos de adsorcion superficial regidos por las teorias del equilibrio gas-s6lido.

Por lo que concierne a la instrumentacion, el esquema de un cromatégrafo de liquidos
puede observarse en la figura 1 y se conforma de los siguientes elementos:

o Fuente de gas portador (G): Es una fuente de gas comprimido (normalmente
nitrégeno o helio) que proporciona la fase mévil. A la salida se acopla un sistema para la
regulacién (V) y medida (M) del gas.

o Inyector (I): Es un dispositivo que permite la introduccién de la muestra en la
corriente del gas portador. Existe cierta variedad de disefio segiin el tipo de muestra que
se pretenda analizar. El m4s comun es el inyector de liquidos, que puede utilizarse para
s6lidos en disolucién, liquidos y gases. Se trata de una caAmara situada a la entrada de la
columna cromatogréfica (C) y calentada independientemente de ésta, que va provista de
una membrana de goma (septum) a través de la cual se introduce la muestra con la
ayuda de una jeringa hipodérmica especial. Las cantidades de muestra inyectadas
oscilan entre 0,1 y 2 ml en el trabajo analitico ordinario.

o Columna cromatografica (C): Es el elemento que define de un cromat6grafo, donde
tiene lugar el proceso fisico de separacién. Consiste en un tubo de vidrio o metal (acero
inoxidable, aluminio...) de longitud que oscila normalmente entre 1 y 20 m y cuyo
didmetro interior varia entre 0,1 y 25 mm. Hay una gran variedad de columnas
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cromatograficas debido a la diversidad de posibilidades existentes en cuanto a la
eleccién de dimensiones del tubo, fases estacionarias, disposicion de dichas fases, etc.
Los dos tipos de columnas basicas de uso més general son las empacadas o de relleno y
las capilares. El éxito de un anilisis depende basicamente de la seleccion adecuada de la
columna.

a Horno (H): Es el habiticulo, en cuyo interior se sitaa la columna. Debe disponer de
una buena regulacion de la temperatura.

o Detector (D): Es un dispositivo que permite medir de modo continuo una propiedad
fisica del gas portador, que se modifica ampliamente con la presencia de muy pequefias
concentraciones de la sustancia problema. En otros casos se mide directamente la
propiedad del componente. El detector se sitiia a la salida de la columna. Aunque se ha
disefiado una amplia gama de detectores, los mas utilizados son los de conductividad
térmica y los de ionizacién.

a Registrador (R): Dispositivo que integra la sefial que recibe del detector y la presenta

en una pantalla o en papel. La interfase y el sistema de cémputo facilitan la obtencién de
datos. 75y 76

|
Mo (R)
(M) (H) [ Rogisto |
e | DTN 1 (D)
T muu) ] —
e TR _'\L'\i.'u] - sm@
I Interface I in;g;:.c;‘én
(G) Computadora

Figura 1. Cromatégrafo de gases. 75y 7
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CUANTIFICACION DE LOS COMPONENTES DEL EXTRACTO ETEREO POR EL
METODO DEL ESTANDAR INTERNO.

Este es un método de cuantificacién en el que la cantidad inyectada no es critica. Un
peso o un volumen de un estdindar se mezcla con una cantidad conocida de la muestra
problema, y se cromatografia. Todo aumenta o disminuye proporcionalmente con el
volumen que se inyecta. Si se permanece en el rango de concentracién en donde la
respuesta es lineal, los factores de respuesta relativos (drea compuesto problema/ area
estandar interno) permanecen constantes.

Las grandes ventajas de este método se deben al hecho de que tanto el estindar como la
muestra desconocida 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 cantdades relativas no cambian. Si dos operadores inyectan
diferentes cantidades de la misma muestra, las 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 ventaja de este método de cuantificaciébn es, entre otras, que no se necesitan
inyecciones repetitivas, sino que se conserve la relaciéon de areas. La dificultad de este
método estd en buscar un estdndar interno adecuado que no interfiera con los
componentes de la muestra. Los requisitos que debe cumplir un estidndar interno son:
Que no se encuentre en la muestra problema.

Debe ser posible obtenerlo en alta pureza.

Debe ser estable bajo condiciones cromatograficas.

Debe ser inerte a todos los componentes de la muestra y de la columna.

vV V Y Vv VY

Debe ser cromatogriéficamente limpio, dando un pico bien formado y separado de

todos los picos de la muestra.

\4

Debe ser soluble en la muestra.

A\ Y

Debe tener un tiempo de retencién comparable a los de los componentes de Ia

muestra.

87



Apéndice IV -lnfor‘li\fa"icil(x)yn 'é;o;li1at6gféf ica-

Una vez obtenido el cromatograma, se calcularon los factores de area y de VOlumcn de
la siguiente manera: s

area del estAndar
factor de area ceene(1)

area del est. interno

vol. del estindar
factor de volumen veene(2)

vol. del est. interno

Estos factores, se emplean para hacer una grifica en la que el factor de volumen se
coloca en el eje X y en el eje Y el factor de &rea, la pendiente de ésta recta, es el factor de

respuesta. Se calcul6 la regresion lineal, la pendiente (m), la ordenada al origen (b) y el

coeficiente de correlacion (R).

La ecuaci6én de la recta es : Y=mx+b ceee(3)

Donde:
Y = factor de area
m = pendiente
x = factor de volumen
b = ordenada al origen

Si despejamos x de 3 tenemos que :

Y-b :
X = S e ee(4)
m
vol. prob.
Se sabe que: factor de volumen = =X vern(B)

vol. est. interno

Como la cantidad adicionada de 2-octanol (1.2 mcl/ml) fué siempre constante tenemos
que:
vol. prob.
X = I ()]

1.2
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Entonces la ecuacién 7 queda :

para encontrar la concentraci

Y-b

vol prob. = (1.2) ..(7)

m

6n del problema sustituir en la ecuacion 7 los valores de la

m, la b y el factor de area de cada uno de los compuestos a cuantificar.
En el tabla 1 se indican los valores obtenidos para el coeficiente de regresion lineal (R),
la R2 de los estiandares encontrados en las muestras disueltos en éter.

Tabla 1. Curvas estdndar en éter, valores de la regresién lineal y rangos de

aplicacién de las curvas.

‘Diacetilo

; r : Rango de -
Compuesto b ; A ' R ¢ R2 aplicaciénAJ
: ! : pl/L

Acetaldehido i 0.09930! 0.26845|' 0.99453| 0.9890] 1-20 |
Butanol | 0.00955| 1.04224) 0.99681| 0.9936]  0.006-0.5 |
Acetato de butilo | 0.00665|| 1.10630| 0.98901| 0.9781|  0.006-0.2 |
Acetato de etilo | -0-31147)| 0.51377|| 0.98808] 0.9763) 05-20 |
Acetato de isoamilo || -0.46781( 0.78472|| 0.99416]; 0.9883)| 0.5-20 |
‘Etanol i -1078695][ 0.58555| 0.99250|! 0.9850|  50-600 |
Alcohol amilico || -0.51459|| 0.80939' 0.99194| 0.9839|  001-20 |
Alcohol isoamilico | 000881]! 099118|| O.987b44,§ o'.é742|: 0.006 - 100 |
Isobutanol || -0.00631|0 067441] 0.99692]: 0.9938| 05-20 |
Isopropanol || 0.00340|| 0.67236]| 0.99715| 0.9943  0.004-05 |
Butirato deetilo |1 0.01301|| 0.74448|| 0.99239|/ 0.9848|!  0.006-05 |
Propionatode etilo || 0.00987|! 0.71025|' 0.99087| 0.9818|  0.006-0.05 |
:2-propanona “ 001756J 057730[ 099978| 0.'9'9'95“ 0.5 - 22 J
| -0.21998| 028273] o99373|l 3-24 |

d.?é?f”m o
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En el tabla 2, se dan los valores encontrados para las curvas estandar realizadas para el
analisis de espacio de cabeza.

Tabla 2. Curvas estdndar en espacio de cabeza, valores de la regresién lineal y
rangos de aplicacién de las curvas.

. i ‘ Ran o de
Compuesto Jf b J lf R ,, R2 ' aplicacig(’m WI/L
Alcohol amilico | 815.346| 68242, 29J£' 09998 0.9978/. 0.1-3.0 |
Alcohol isoamilico | -7518.02] 41124.38] 0.9904| 0.9808] 0.02-2 |
Butanol | -9772.00| 68378.47| 0.9937| 0.9874] 02-4.5 |
Etanol | 4528.42| 53753.84| 0.9975| 0.9950| 0.15-6 |
Isobutanol | 1122.00] 62005.00] 0.9943| 0.9886] 0.02-2 |
Isopropanol | -5909.00| 5636.69]. 0.9968| 0.9936| 0.1-3.0 [
Acetato deetilo | -9817.64| 55477.49|. 0.9977| 0.9954] 0.2-6 |
Acetato debutilo | 370.57| 51729.65| 0.9932| 0.9864| 0.02-2 |
Acetato de isacamilo | 10607.00| 40758.70| 0.9904| 0.9808] 0.02-2 |
Butirato deetilo | 370.57| 51729.66] 0.9899| 0.9781] 0.03-3.0 |
Propionato de etilo | -5581.00| 54808.26| 0.9974| 0.9948| 0.2-4.5 |
Acetaldehido | 176.21| 32499.86| 09900 0.9801| 0.01-01 |
2-propanona |. -8526.00| 25683.91]] 0.9889|I 0.9752| 0.01-01 |
Diacetilo | -258.63]; 45236.58] 0.9919]. 0.9894] 0.01-01 |

TIEMPO DE RETENCION

Dentro de la columna cromatogréfica, el tiempo de retencién es uno de los valores més
importantes. El tiempo de retencién involucra el periodo siguiente a la inyeccién que es
necesario para que un compuesto pase a través de una columna.

El tiempo de retencién se determina a partir del tiempo en que se inyect6 la muestra
hasta el tiempo en que se presenta la méxima desviacion del pico de la sustancia que se
estd analizando.

Este valor es siempre constante para un conjunto de condiciones definidas (temperatura
y longitud de la columna, gas acarreador, velocidad de flujo, etc.), por lo cual es posible
identificar a un compuesto por una comparacién directa de este dato con valores de
compuestos conocidos determinadas bajo las mismas condiciones. 75y 76
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En el tabla 3 se presentan los tiempos de retencién obtenidos experimentalmente para

los compuestos estudiados en este trabajo bajo las siguientes condiciones:

e Cromatégrafo de gases, equipado con un detector de ionizacién de flama y una
columna capilar de Carbowax.

e Temperatura del inyector y del detector de 225 °C.

e Para el horno se emple6 un programa de calentamiento con temperatura inicial de
35°C durante 3 minutos y una rampa de temperatura de 5°C cada minuto.

e Temperatura final del horno de 190°C.

e Gas acarreador helio.

e Relacién del split 1:40

e Volumen de inyeccién de 2 mL

Compuesto iTlemp((I)ls:izz tr:gt;encnén

R P i e l1
T ” TS I‘
{Butanol_ — __“ a0 ]
{Etanol L 37 |
'Isoamillco o ” 1080 ]
| Iso propanol T ——J r T 350 I
!Isobutanol T 730 |
ot e J
[Acetato de etilo ||~ 290 |
[Acetato de butilo || 670 |
EVXEetato de isoamiloJ[«“ 830 |
‘Proglonato de etllo ][ 741000 I
‘Butirato de ehlo ]5 575 ]
Cetonas ) ) I
[2- propanor\a JL 410 B |
IDlacétllo B ” 450 ]
’Aldehxdos - T ~|
Acetaldehido R 170 |

Cuadro 3. ' Tlempos de retencién de compuestos
del aroma producidos por C, fimbriata .
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