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Aw 

C. fimbriata 

g/L 

mg/L 

M.E. 

M+L 

M+T 

TTP 

PDA 

µm 

Actividad de agua o actividad acuosa 

Ceratocystis fimbriata 

Gramos por litro 

Miligramos por litro 

Medio de cultivo estándar 

Medio de cultivo estándar más leucina 

Medio de cultivo estándar más tiamina 

Símbolos y abreviaturas 

Tiamina pirofosfato (forma enzimática de la bitamina B1) 

Agar dextrosa y papa 

M icrometros (1*10-9m) 
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Introducción 

Las sustancias fragantes son compuestos orgánicos 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 síntesis química o por 
extracción en plantas. Los problemas con los procesos químicos de síntesis son la 
purificación, la formación de mezclas racémicas y que algunos consumidores son cada 
vez más reacios al uso de sustancias químicas sintéticas añadidas a sus alimentos, 
cosméticos y medicamentos. 

Los microorganismos juegan un papel muy importante en la producción de compuestos 
aromáticos 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 Ceratocl[stis, es un buen ejemplo. Ceratoci¡stis fimbriata se caracteriza por su 
capacidad para sintetizar aromas frutales. La modificación de los parámetros de cultivo 
puede mejorar la producción de volátiles. 1 Los parámetro modificados en el presente 
trabajo fueron la composición del medio y la disponibilidad de agua en el medio. 

Debido a que Ceratoc11stis fimbria/a es un hongo que carece de tiamina y ésta es necesaria 
para la formación del peritecio 23 se complementó al medio estándar con 0.15 milimoles 
de tiamina/L. 

La ruta metabólica para la formación de alcohol isoamilico tiene corno precursor a la 
leucina. Se estudió el efecto de la adición de leucina al medio no solo para la producción 
del alcohol isoamílico sino para determinar su influencia en los demás volátiles. 

El agua juega un papel central en los componentes celulares, actúa como disolvente, 
determina la estructura de las proteínas, ácidos nucleicos y membranas. 26 La actividad 
del agua (Aw) es un parámetro que mide la disponibilidad de agua de un determinado 
medio y su transferencia a través de membranas semipermeables. Su valor oscila entre O 
y 1. 29y32 

Al adicionar un agente tensionante al medio de cultivo, etilenglicol por ejemplo, es 
posible hacer estudios con diferentes valores de Aw. 33 

En diversos estudios con hongos y levaduras se ha demostrado el efecto positivo de la 
Aw en la producción de metabolitos, por ejemplo Tric/zoderma viride aumenta su 
producción de aroma a queso en un 300% cuando disminuye la Aw del medio externo. 
33 ----, 
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lntroducció11 

Sporidiobolus snl111011icolor aumenta en un 80% la producción de compuestos aromáticos 
de bajo peso molecular. 34 

Con base a lo anterior se planteó la formulación de un medio de cultivo óptimo. Se 
evaluaron diferentes medios; medio estándar, medio más leucina y medio más tiamina. 

Se evaluó la influencia de la Aw en cada medio y se determinó que existe una 
interacción compleja entre la actividad acuosa y el medio de cultivo. 

La Aw=0.99 favoreció la producción de volátiles en el medio más tiamina y la adición de 
un nutriente extra al medio de cultivo estándar incrementa la produccción de 
compuestos del aroma. 
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Fundamentación Teórica 

AROMAS 

El término, aroma incluye a las sustancias químicas que huelen y saben. El aroma es 
ante todo una percepción lo que hace difícil su descripción, ya que cada individuo 
reacciona de forma individual. 

La sensación del aroma se desencadena por mezclas muy complejas de moléculas 
pequeñas, volátiles, de diversa naturaleza química que están presentes en 
concentraciones muy bajas y se detectan por células receptoras del epitelio olfatorio de 
la cavidad nasal. Los mensajeros químicos no volátiles del sentido del sabor 
interaccionan con los receptores de la lengua e imparten cuatro impresiones básicas: 
dulce, amargo, salado y ácido. Los principios pungente, frío y caliente, también se 
perciben dentro de la cavidad oral, pero se transmiten al cerebro por neuronas no 
específicas.1 

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 investigación para producirlas en procesos biotecnológicos. 2 

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

La imitación y formulación de aromas ha sido desde siempre de sumo interés para el 
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 obtención de aromatizantes naturales se realiza mediante métodos físicos, químicos, 
microbiológicos o enzimáticos, a partir de materias primas aromatizantes naturales. Se 
entiende por materias primas aromatizantes los productos de origen animal o vegetal 
normalmente utilizados en la alimentación humana, que contengan sustancias 
odoríferas y/o sápidas, ya sea en su estado natural o después de un tratamiento 
adecuado (tal corno destilación, cocción, fermentación, enriquecimiento, enzimático, 
etc.). 4 

Los aromas frutales son el campo más importante en cuanto a la imitación del olor y 
sabor. Antiguamente la obtención de aromas frutales era pobre y estaba limitado a la 
obtención de aceites esenciales, que además de requerir un tiempo prolongado para su 
obtención estaba sujeto a factores ambientales. s 
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Fundamentación Teórica 

Tradicionalmente, el crecimiento microbiano ha añadido aromas deseables a una gran 
cantidad de alimentos y bebidas: los productos lácteos y bebidas alcohólicas son 
ejemplos importantes. Diversos compuestos aromatizantes o intensificadores del sabor, 
extraídos de células microbianas, se utilizan con profusión en la actualidad en la 
industria alimentaria.6 

BIOTECNOLOGÍA 

El Convenio sobre la Diversidad Biológica (CDB) define la biotecnología como: "Toda 
aplicación tecnológica que utilice sistemas biológicos y organismos z1ivos o sus derivados pnm In 
creación o modificación de productos o procesos para usos específicos" .7 

En términos generales biotecnología es el uso de organismos vivos o de compuestos 
obtenidos de organismos vivos para obtener productos de valor comerciaJ.B Como tal, la 
biotecnología ha sido utilizada por el hombre desde los comienzos de la historia en 
procesos como la producción 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 fermentación más apetecible, el yogurt o el vino.9 
Tradicionalmente la biotecnología tiene muchas aplicaciones. Un ejemplo sencillo es el 
compostaje, el cual aumenta la fertilidad del suelo permitiendo que microorganismos 
del suelo descompongan residuos orgánicos.to 

La biotecnología se aplica actualmente en sectores tan diversos como la salud 
animal y humana, agroalimentación, suministros industriales, producción de 
energía y protección del medio ambiente. Los principales productos en el mercado 
son antibióticos y péptidos de interés terapéutico, aditivos alimentarios (aromas, 
saborizante, colorantes, aminoácidos esenciales, etc.). 11 

Dentro de los suministros industriales, el desarrollo de las técnicas de 
fermentación, la utilización y diseño de nuevos biorreactores, conjuntamente con 
las técnicas de ingeniería genética, han permitido la obtención de productos de gran 
interés económico para la industria alimentaria, química y farmacéutica, cuya 
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Fundamentación Teórica 

preparación por síntesis química es más costosa y menos limpia desde el punto de vista 
medioambiental.12 

La biotecnología permite resolver los viejos problemas de los alimentos fermentados a 
través de la modificación genética de los microorganismos que intervienen en la 
fermentación, por ejemplo; introduciendo genes que mejoren el aroma (como los de 
Aspergillus y Trichodenna con enzimas que liberan terpenos que confieren el sabor 
afrutado); los derivados lácteos (leche ácida, 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 
lácticas. 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 
características son objeto de mejora por parte de la Biotecnología. 8,9y13 

La agricultura se enfrenta a tres problemas: alimentación y desarrollo; alimentación y 
población; alimentación 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 
geopolíticas, las cuales residen generalmente en las relaciones conflictivas entre países 
productores y consumidores. Después del período de la agricultura "extensiva", 
caracterizado por el predominio de la química y la mecanización, se abre el período de 
la biotecnología. La mejora de las características organolépticas y nutricionales de los 
alimentos mediante procesos definidos ha sido sin duda el mayor aporte de la 
biotecnología moderna. s, 14 

Las levaduras y los hongos filamentosos juegan un papel importante en diversos 
procesos industriales. En la industria alimentaria (se emplean en la producción de pan, 
bebidas alcohólicas y quesos), en la industria química (emplea los hongos filamentosos 
debido a su habilidad para sintetizar ácidos orgánicos, vitaminas, hormonas, etc.), en la 
industria farmacéutica (en producción de antibióticos como la penicilina producida por 
Penicillium chrysogenum y Penicillium notatum). 15 

_,. ·~· .,..,..,--__,,---.,-============---------

.,_. '• ~;·.i..'. 
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Fundamentación Teórica 

Ceratocystis fimbd.fJt~ 

Nombre cier{tifico- lfceratócystis fimbri~ta Ellis & Halsteci-11 
-· bi~isÍÓn --- 11 E~myco~ - -- - · -- -- ---- -- - - ·1¡ 

Subdivisión --¡:A~o~ÍcoÍ:in~- · - -1! 
ciase 11 Pi~eno~icetos ·· -· · 1: 

Orden li Microaseaies- -- · · 1: 
Familia 11 Oflostr;m~tace~s . ---1: 
Género ----U-Ceratoet1siis - - - ----- - -- li 

¡-····· Especie --¡ CimiFriata - -- -- -- - · 1¡ 

Clave ffcBsj74-83-(:Ems-&ttaisie<l) - !' 
Cuadro 1. Taxonomía y nomenclatura, ver apéndice 111. 

Recordando que los aromas frutales son el campo más importante en cuanto a la 
imitación del olor y sabor Ceratoet1stis 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 

: Dextrosa -1 ~: P-l,...,á-tan:-.=c,-====1"'' 
:~' G-a-la_c_t_o_s_a ___ _,I r Cítricos-- =i 
i Glicerol · 11 Pera enlatada, 

·-'-------~- 1 nuéz : Etanol 1::-=IN=-... -=~r=an=ja=====:! 
i-,-AI_m_i_d_Ó_n_d_e __ .-. __ __._·¡:,-Melón y piátano 

: maíz _ 

Cuadro 2. Aromas obtenidos con C. 
(imbriata con diferentes fuentes de 
carbono. 

/ - F~ente de !: .. , Aroma 
1 nitrógeno 
._@I_r_e_~--_,,.__ __ _,_Wrfatano 

r ·r::::r~ 
~I G=li=. crn=·=a===::=··--:=:Ji>iiia 

_íM_e_ti_·o_n_in_a_·---_-_--_··--~¡:1 ~·lanzan~· 

1 

1 

__..! 
1 

1 

Cuadro 3. A~omas obtenidos con C. 
(imbriata con diferentes fuentes de 
nitrógeno. 
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Fundamentación Teórica 

De acuerdo con el medio de cultivo empleado para ésta tesis CeratoC11stis fimbriata 
sintetiza compuestos del aroma a plátano, cuadro 4. 

Grupo funcional 

Alcoholes 

R-OH 

Ésteres. . r 
o 
11 

R- C-OR 

Cetonas ... /' 

o 
11 

R- C-R 

Aldehídos 

o 
11 

R- C-H 

Compuesto del aroma 

¡Amílico-· ·-·-·11 

I! 
r· ··-- ·-···-· 
: Butano) 
i Etanol 1: 
¡ isCiímu1ico 1: 

ilso)irüJ>aiio1 ·¡: 
1 !_so~litaliü!. ··11 
r Ácetat-o.deetilo .... - - 11 

' Acetato de bu tilo -- · - -11 
' Ace!ái_o de_-fso_~ilo. __ l/ 

i Propion_at?_~e et~o --· !\ 
; Butirato de etilo ~ 

• 2-proJ?_anona 
. Diacetilo 

li 
11 

j! Acetaldehído l/ 

Cuadro 4. Principales compuestos 
del aroma a plátano producidos 
por C. fimbriata. 

En los apéndices 1 y 11 se describen umbrales de olor y características de los volátiles 
más significativos que componen este aroma. 
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Fundamentación Teórica 

METABOLISMO 

La característrica principal de los organismos vivos es su capacidad para organizar 
moléculas y reacciones químicas en estruchtras específicas y en secuencias sistemáticas. 
La expresión final de esta organización 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 químicos que tienen 
lugar dentro de una célula. Podemos considerar a una célula como una entidad que 
cambia continuamente al tiempo que realiza sus procesos vitales. Todas las moléculas 
biológicas se sintetizan a partir de los mismos compuestos, ocurriendo la síntesis y la 
degradación a través de secuencias de cambios químicos de alcance limitado y 
siguiendo reglas precisas.17 

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

GLUCÓLISIS 

La glucólisis es el principio de las rutas metabólicas 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 A TP por molécula de glucosa (figura 1). 19 Y 20 

2X 

ATP 
1 

.-----, .;, 
glucosa ¡;.. glucosa 6-fosfato 

plruvalo 

t 
ATP <ll·· .. ·¡ 

fosfoenolpiruvato 

+ 
1 

1 

2-fosfogl.icerato .. - 3-fosfoglicerato 

11>- fructosa 6-fosfa to 

..¡ 
·r 

fructosa 1,6-bisfosfato 

1 

ATP 

J __ --~ dilúdroxiacetona fosfato 

i i 
2X gllceraldehfdo 3-fosfato 

2 

1 

2X -----·ti--1 

~l 
y 
ATP 

... 
1,3-bisfosfoglicerato 

·lii- 2 NAO 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Figura 1. Glucólisis, un azúcar de seis carbonos es transformado en piruvato 
con la ganancia neta de dos moléculas de A TP. 

l 1 



Fundamentación Teórica 

FERMENTACIÓN 

El proceso por el cual el piruvato es metabolizado en ausencia de oxígeno se denomina 
fermentación. En las fermentaciones, la glucólisis es la fuente principal de A TP de la 
célula. Las moléculas de piruvato permanecen en el citosol son transformadas en 
acetaldehído, C02' etanol, acetona, isopropanol y butano!, las condiciones de reacción 
influyen en los productos finales ver figura 2. 18-20 

glucosa 
(otro azúcar) 

aceül-C.oA 

l +4H 
--~ acctaldclúdo ·--·----11>- etanol 

+ • CoA 

2COz 

acetoacetil-C.oA 

acetona 411¡---·-C_0z ___ l____:~ ¡. OOfuil-O>A 

+2H 

V 
isopropanol 

• CoA-SH 

1 

+4H 

• CoA 

~ 
butano! 

Figura 2. El piruvato es empleado en la síntesis de varios compuestos, se 
muestran algunas rutas posibles y los siguientes productos de interés 
acetaldehído, etanol, acetona, isopropanol y butano!. 
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Fundamentación Teórica 

~ 
A partir de nitrógeno orgánico algunos microorganismos pueden sintetizar alcoholes. A 
estos alcoholes se les denomina fusel. Su obtención es a partir de la desaminación de 
aminoácidos, figura 3. 

deuminaclón con oxoglutarato 

tranumin.iclón 

ácido glutámico 

reducción 

alcohol fu.sel 

Figura 3. Formación de alcoholes de fusel. 

Leucina y alcohol isoamílico 

La leucina como sustrato es empleada por las levaduras como precursor del alcohol 
isoamílico. La transaminación, descarboxilación y finalmente la deshidrogenación del 
fragmento carbonado de la leucina forma el alcohol isoamílico. La serie de reacciones 
que se efectuan se muestran a continuación en la figura 4. 21y22 

lcucina a..:eloácido 

11,C~COOlf 

Ju, Lu, 
H,CYYCOOll 

+ 
H,CYCOOH 

o 
ácido pirúvico 

transaminasa 

CH, o 
descarboxilasa 

+ 

H,C~OOH 

~H, 

H,CYYH 

o 

alcohol isoamilico 

• + 
alcohol deshidrogenasa 

• 

(11,0H 

)-c11, 
CH, 

co, CH, 

'R'CtTS r10111 l c._;... ..... 1~ 

FALLA DE ORIGEN 
Figura 4. Ruta metabólica de Erlich para la producción de alcohol isoamílico. 
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Fundamentación Teórica 

Alcohol amílico 

Los aminoácidos son sintetizados intracelularmente o pueden ser adicionados al medio 
de cultivo. Si se inicia la reacción con 2-oxobutirato se puede obtener el alcohol amílico, 
figura 5. 18 

2-oxobutirato l---·---..1 .... __ 2_-ac_e_1o_w_·_droxl __ bu_ttra_1o _ __,~-----~.___2,3-dihi __ ._._droxl __ ·-3-_me_ti_Iv_a_1era_1o _ __, 

alcohol amlllco 1 .... 1-----'-... -ll metilbutaraldclúdo ~·-----:_ __ 2_-oxo-3-__ met11 __ va1_er_a_1o _ __, 

1-isoleudna 

Figura 5. Síntesis de alcohol amílico. 

Alcohol isobutílico 

La obtención de éste alcohol puede llevarse a cabo por acción de la acetolactato 
sintetasa durante la síntesis de la valina, figura 6. 18 

piruvato 
acetil-CoA 

.... ·-· ·----·--·----11'>1 ácido acetoláctico l---·-.. --·--11>1 ácido 2,3-dihidroxi-isovalérico ~] 
aceta to sintetasa 

1 

1 
·~ 

.__ __ AI_co_h_o_I i_so_b_u_tll_ic_o __ _.1~---=-==-~'-'=l.___iso_bu_taraJ __ de_lú_d_o _ _,l-4-·-- -___ --1 ácido 2-oxoisovaléricn . ] 

cb 
. Fig11ra 6. Mecanismo de síntesis de alcohol isobutílico. 

1,ii' q1··,·1 0( . í 
:...JV ... ·•""4-• 

FALLA DE OlliGEN 
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Fundamentación Teórica 

Di acetilo 

El diacetilo puede considerarse como un subproducto durante la síntesis de la valina, 
figura 7. 1s 

ácido 2-oxoisocaproico + acetaldclúdo 

acetihnelilcarbinol áddo2-oxoisovalérico 

diacetilo valina 

Figura 7. Ruta biosintética para el diacetilo. 

Ésteres 

La formación de ésteres a partir de la acetil-CoA es mediante reacciones de alcohólisis 
catalizadas por la alcohol acetiltransferasa. Según las observaciones de Nordstrom las 
reacciones que involucran la formación de CoA y acetil-CoA al ser inhibidas favorecen 
la formación de ácidos y no de sus respectivos ésteres figura 8. 18 

R..CO.COOH + NAO 1 + + 1 NADHi 1 + 

R-CO-SCoA + 1 R-OH 
alcohol acetlltraiuferau 

R.CO-OR 

Figura 8. Reacción de alcohólisis a partir de la cual se forman los ésteres} 

iAi.LA DE ORIGEN 
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Fundamentación Teórica 

Ti amina 

Las vitaminas son compuestos orgánicos que funcionan como coenzimas o como uno de 
sus constituyentes. Son eficientes en cantidades pequeñas 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 azúcares, nitrógeno 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 último grupo de hongos sufren deficiencia total de vitaminas y 
necesitan de una fuente exógena. 23, 

Ceratoci¡stis (imbriata tiene deficiencia completa de tiamina y requiere de ésta para el 
desarrollo del peritecio.23y 24 

La tiamina pirofosfato (ITP) es la forma coenzimática de la vitamina 81 (tiamina). La 
estructura de la vitamina 81 está formada por un grupo pirimidínico y otro tiazólico. La 
TTP es importante en la rotura de enlaces adyacentes a un grupo carbonilo (por ejemplo, 
la descarboxilación de a-cetoácidos) y en reordenamientos químicos en los que existe 
transferencia de un grupo aldehído activado desde un átomo de carbono a otro . El 
anillo de tiazolio es la parte funcional de la tiamina pirofosfato, figura 9 (A). El protón 
C-2 del anillo es relativamente ácido y la pérdida de éste protón acídico produce un 
carbanión que actúa como nuleófilo y que es la especie activa en las reacciones 
dependientes de TTP, figura 9 (B). Este carbanión se adiciona fácilmente a grupos 
carbonilo, lo que facilita en gran manera reacciones como la descarboxilación catalizada 
por la piruvato descarboxilasa cuadro s.21 Y 25 

(A) anillo de 
ti117.0Jio 

o 
1 

CH2-CH2-0-P -O -P -o. 
1 1 
o o 

tiamina pirofosfato (fTP) 
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(B) 

o o 
1 1 

CH2-CH2-0-P -O-P- O. 

1 1 o o 

carbanión de ITP 

Figura 9. {A) La tiamina pirofosfato (ITP) es la forma coenzimática de la 
vitamina B1 (tiamina). El carbono en rojo del anillo tiazolio es el carbono 
reactivo. (B) El protón C-2 del anillo es relativamente ácido y la pérdida de éste 
protón acídico produce un carbanión que es la especie activa en las reacciones 
dependientes de TTP. 21 y25 

I: 
·- -----· ----· - ¡¡-- -· -- -

li 
- - . 

Enzima Ruta Enlace roto Enlace formado 
. -----· -· ---- -·· --¡ 

?~ r , Piruvato : Fermentación ,.o 

1 

R1-C- R1-C +co, 1 

; descarboxilasa : alcohólica 'o· 'H 
' 1 , . ---··- - . ---

1 
- -··· - ·-- -- ··-- --··- ... ··- -··-- ¡· . --· --------- ··-

Piruvato i Síntesis de acetil- i 
¡ 

deshidrogenasa :coA ?© 1 

1 1 ,.o 
' R'-C~ 1 

... -- --···· . - - -- i 
1 

R'-C +co, 
¡Ciclo 

1 'o· 's-eoA cx-cetoglutarato del ácido ! 1 

' 
deshidrogenasa )cítrico 

1 ! 

1 
i 

1 1 i 
···--·-- - -·- ·- ,- ------· ·-- ---- ¡- ·-- - -- ,- -

.... -··-
1 

' ! Reacciones de o OH o OH ,• 10 R'-~-1-0 · Transcetolasa : fijación de carbono 

1 

R-C-~- R 

1 
: en la fotosíntesis H H 

-· . -. 1- - - . -- ----· -.. ¡·-- ·-·- .. ··- - ... ---
o OH 

' Acetolacto . Biosíntesis de 
o .,.o • 1 1 

R6-~-C R -C-C-

sin te tasa ¡ valina y leucina 1 
'o· c 

! o,, 'o· 
! 
1 

Cuadro 5. Algunas reacciones en las que el TTP es un cofactor esenciaJ.21y25 

1=--__:========='-_c.c..======· _. --·--"''~~-

1 
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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 
proliferación. Alteraciones en las condiciones químicas o físicas que tengan un efecto 
negativo en el crecimiento celular requiere de respuestas rápidas y drásticas 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 daño molecular. La célula adquiere resistencia, 
tolerancia y mecanismos de prevención a daños a demás de producir proteínas a 
diferente nivel o actividad diferente a la presente antes de la exposición a condiciones de 
estrés. 17y26 

Los microorganismos que no tienen acceso a la cantidad de agua que necesitan, se les 
dificulta la supervivencia y sufren agobio o tensión. El agobio o tensión, es la pérdida 
del estado fisiológico estable de un organismo vivo, es un factor que se produce cuando 
hay limitación 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 metabólico normal de un 
ser vivo.27 

El agua juega un papel central en los componentes celulares, actúa como disolvente, 
determina la estructura de las proteínas, ácidos nucleicos y membranas. En las 
reacciones bioquímicas el agua otorga un ambiente adecuado como disolvente y/ o 
como agente reactivo. Por último, el agua contenida determina el turgor, forma y 
tamaño de la célula.26 Y 28 

Las reacciones que tienen lugar en el citoplasma transcurren en un medio acuoso y el 
citoplasma está 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 dinámico de moléculas de agua en ambos sentidos normalmente 
se halla en estado estacionario de modo que todo organismo vivo sólo estará estresado 
si existe un flujo neto hacia el exterior del citoplasma, que conduce a la plasmólisis, 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. 26,28y30 

Para comprender el desplazamiento del agua a través de la membrana se emplea un 
parámetro denominado actividad de agua, Aw. La Aw indica In disponibilidad de agua de 
un determinado medio para las reacciones químicas, bioquímicas, pnrn los cambios de estado o 
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transferencias a través de membranas semipemzeables. Su valor oscila entre O y 1. La Aw de un 
sustrato , expresa cuantitativamente el requerimiento de agua para la actividad 
microbiana. 29 Y 32 

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

Aw n2 Donde: 
ni= número de moles de soluto 
n2= número de moles de disolvente 

Puede también definirse como la relación entre la presión de vapor de la disolución {P) y 
la presión de vapor del agua pura (Po). --> Aw R 

Po 

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 parámetro sobre el crecimiento de los microorganismos. El peso 
molecular de una sustancia influye sobre la Aw (dos sustancias a igual concentración 
porcentual, pero con pesos moleculares distintos producen diferentes Aw). 2B,29 Y 30 

Un parámetro relacionado con la Aw es la presión osmótica, la cual se define como la 
fuerza por unidad de superficie necesaria para detener el flujo neto de moléculas de 
agua desde uP.a 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 presión osmótica, es 
esencial que la Aw del citoplasma sea aún más baja o que su presión osmótica sea aún 
más elevada. Esto se consigue mediante la producción de concentraciones crecientes de 
solutos que no deben obstaculizar la función del citolaplasma. 28-30 

Con una reducción de la Aw, disminuye el número de microorganismos capaces de 
crecer activamente (ver cuadro 4), se les dificulta la formación de esporas y la 
producción de micotoxinas ya que esto exige un Aw más elevada que la que se requiere 
para el crecimiento o gemación 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 producción 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 fisiología de los 
microorganismos. 30 - 33 
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El ambiente natural de hongos y levaduras generalmente son plantas, sus frutos y los 
azúcares contenidos en los jugos, regularmente la cantidad de agua disponible 
depende de factores climáticos. Los hongos y levaduras cuentan con los mecanismos 
suficientes para superar cualquier cambio osmótico en su medio ambiente. 17 

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

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

En estudios con Tric/1oder111a viride al ocasionar una disminución de la Aw se han logrado 
aumentos en la producción de aroma de hasta un 300%, aunado a un incremento en la 
biomasa; este hecho puede deberse a la acumulación del aroma durante el periodo de 
tensión y estar relacionado con la osmorregulación del hongo. 33 

Estudios en Sporidiobolus salmonicolor demostraron un 80% más en la producción de 
compuestos aromáticos de bajo peso molecular. Los compuestos de bajo peso molecular 
intervienen eficientemente en las propiedades termodinámicas del agua en la célula 
acelerando la osmorregulación. 34 

En la bacteria Staplz11lococcus aureus la disminución de la actividad del agua trae consigo 
un fenómeno de plasmólisis, por ejemplo, pierde un 50% de su agua intracelular cuando 
la Aw pasa de 0.995 a 0.950. Esto disminuye o paraliza el crecimiento de los 
microorganismos, a causa de la inhibición de las actividades enzimáticas. En la figura 10 
se resume el mecanismo de adaptación a un descenso en la Aw. Cuando la Aw pasa de 
0.955 a 0.950, se observa un aumento de la concentración de potasio citoplasmático, éste 
activa la glutamato deshidrogenasa que transforma el cetoglutarato en glutamato, que 
se acumula y permite la recuperación del turgor. Dicho de otra forma, cuando se alcanza 
el equilibrio termodinámico, el medio intracelular es siempre un poco más alto en 
presión osmótica 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 está presurizada con relación al medio 
externo.30 

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

1) Respuesta S.O.S. temprana; es una respuesta pasiva termodinámica celular 
caracterizada por el flujo de agua y de solutos a través de la membrana 
celular. El flujo de agua está relacionado con el gradiente de potencial de 
agua entre la célula y el medio externo. Se observa un decremento rápido 
del volúmen celular (es constante y dura segundos) y depende de los 
sol u tos. 

2) Respuesta sostenida de adaptación; llavada a cabo por un sistema de 
osmorregulación 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 termodinámica no sea un daño irreversible. 34 

Después de la respuesta sostenida de adaptación el volumen interno celular puede no 
restaurarse completamente. El volumen puede disminuir hasta en un 50% dependiendo 
de la presión osmótica exterior, figura 10. 26 

solución ~ 
hipertónica ~ ~ 

segundos 

libe"'"º" A * u adaptación de 
de solutos 

1J 
las levad~ras a ~ 

cambms 
interrupción de externos de 

crecimiento?• 
osmolaridad 

~~dadeagua ~ o 
~ 

salida de agua 

interrupción de 
crecimiento 

acumulación 
de solutos 

renovación de 
crecimiento 

solución 
hipotónica 

Figura 10. Mecanismos de adaptación al estrés osmótico en levaduras.26 
9No hay estudios de respuesta en soluciones hipotónicas. 
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P1anteamiento de] problema 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Con Ja finalidad de proponer una forma aJterna de producción de 

compuestos del aroma y quizá la sustitución de procesos de síntesis 

química o de extracción, se han realizado estudios de opti~i.Z.acióii de 

co~di.cion:~.~••:~~·~fi· ::·~.~v;~.; .. ·.t;t.:~e.~~.~~.~1;~.~i:~·;·•.a.~~:j~~,~:~}¡··F~:G'..F·.~~·~!:~'.i[·~i;:¡:'.~.~??.º 
fila melli:()~ó ~oh' ·ca pacidaade/prod ucir;?aroiriasjfriifales. que "puederúser 

· <l·e .. • •• i¿.t_e<~·Jt~~·¿e1Ui~·.~·~~~F~tiP~~:~~·~~~~·~~~~~f,~.t9'i~~:fi8'~····~·¡i·lll~~·~ci~·.-·2·;: .. ···.··.···· ···· 

::,:~:~f:f ;t~Jt;¡f ;!~~';~'~i~i~{ii1~&itii~~ljf:~:'::.:~~e ~:~:',::e~ :~éc::~: 
"•! ,.· -.:J/ . - ' 

disponibilÍditd •cte ~gua.'en eÚcÚÚi~(). 
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Objetivos 

OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

Conocer los efectos de la actividad de agua, la leucina y la 

tiamina en la cinética de producción de compuestos del aroma por 

Ceratoc11stis fimbriata. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

• Determinar la influencia de Aw en la producción de compuestos 

del aroma en un medio de cultivo enriquecido con leucina. 

• Determinar la influencia de Aw en la producción de compuestos 

del aroma en un medio de cultivo enriquecido con tiamina. 

• Establecer si el efecto de Aw es positivo para la obtención de 

compuestos del aroma. 
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Hipótesis 

HIPÓTESIS 

El efecto de tensión acuosa sobre Ceratoc11stis fimbriata en un medio de 

cultivo enriq~eciclo debe. ser positivo, aumentando la tasa de crecimiento 
' . . 

y la producción' cie· metabolitos volátiles que permitan la esÍ:~bilidad y 

sobreviven~,¡~ del h~ngo; -· 
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Material biológico 

¡·· .. .. Microorganismo 

r~:p~ de Cer~to~t:ti~ fim~~~~a 
! 

Reactivos 

. ----·-
Sustancias 

(estándar de referencia 
Merck) 

Alcohol anu1ico 

Butano! 

Etanol 

Alcohol isoamílico 

Isopropanol ··1 
Isobutanol ·-·] 
Acetato de etilo -] 
Acetato de butilo 
Acetato de isoanúlo 

. ·--·· 1 

Propionato de etilo 

Butirato de etilo ·-- 1 

2-propanona -----, 
Acetaldehido 

Diacetilo 

Material y métodos 

MATERIAL 

-- u· -· . ... n ----- H Especificaciones-· u - •• T 
·-- Clave CBS 374-83 (Ellis & H~lst) p~o~e~Íente·d~-B~an,j' 

The Netherlands (Centraalbureau Voor 
Schimmelcultures). 

[- Sustancias lf P~<J~e~dor i 
[ Medio de cultivo . 1 

[AgM dexi:ro~él y papa __ . . ..... . 1 BÍOXON 1 

~é;)~a --- ...... -· . - .... ·¡J. T. Bélker 1 

f Fosfato·d~ .potasio mo~obásié() ¡:J. r:·aélker i 
¡- Ñib-élto ·<l~ calcio 1 J. i. Baker 1 

1 S~lfato de-ani:ocio- · ·· 1 J. T~"ífaker 1 

[s~lfato d¡; magnesio ·-- i · J. T :·s;ker 1 

[U rea··--- . . .... l 'J. 'f: Bélker 1 

i"Nitrélto iérriéo ¡,J. f. sélker 1 

["s~ifélto.<leiinc · · ¡,J. 'f. aélker 1 

[Sulf.;:i() de -~~gDesio. . --·· i' J. 'f: Bélker i 
~ina - L Merck . 1 

[Tiamina · I Merck 1 

---· 
Colorantes l -... -...... -..... ------__J 

Azul de algodón lactofenol 1 
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Egui11Q 

___ o_escr_i_._p_-é_ió_n ____ _.,,. _________ --_ .. H_----_--_-M_----~"""d-__ é1_0 _ _,1' 
_B_a_I_an_z_a_a_n_a_ií_ti_·~-~_B_~_s_c_h_···_--_--_---_--·_-_-___ ---_--_---_-··_· -_-,l .... r _S-_2_o_o_o_-_· · _ ___,! 
: Cond~étronic . ------·- --· - -i!pH 20 ¡. 

! Cromatógrafo de gases masas Hewlett Packard .I[ 589()"- I' 
Autoclave AESA.. .... - ..... . -- - . . . 11300 1 

_.M_i_cr_o_s_c_o~p_io_N~y_k_o_n ____________ __,¡:104 J 
Centrífuga Beckman 1: TJ-6 1 

-C-an_1_p_a_n~a~d-e_fl_u-jo-la-m-in_a_r_V_e_c_o _______ ~p - J 

_B_o_m_b_a_d_e_v_a_c1_'o_K_o_b_le_n_z __________ ~lj . r 
Refrigerador General É};¿t;,¡¿· ---- -- . . .. --1[ -· 1 

_E_s_tu_,f"'-a ------=-------------------------------_______ __."]["_ .. I' 

Material de vidrio 

DescripcióJ:l li. Qipaada<l(m~) · 11 

. Matraces Erlenmeyer · 1¡ ·· ·250;-soo y 1000 · ·--¡J 

. Matraces Kitaz.ato . w ·250 y 500 11 

: p¡petas gra<lu~<l~ - ·- I! · i.o, 2.0, s.o y 1(JI 
Probetas ¡; . 25. - -- -·- . --- 1! 

Frascos serológicos I!. 100 ·11 
...... ! 

De~ripciÓn - 1\ 

• Embudos- sÜéhner - ---- --- - ·¡¡ 
i :E¿J?áh:tlas -~etáiica~- .. - . - . -- - ---¡¡ 
: -B<lrras" ~~gflétic~s p~a-<lgi~ció~-f 
' Tub~¿~lás.~~-~~j)~ra centrífuga -~ 

l Descripción 1 
j"Pip~tas P~st~~;-- 1 

[ Termóm~-(~ de-lOa l50"C) 1 

i Cá~ara Ne~b<luer j 
¡ Po~ta y éubre objetos J 
¡ Fr<l~os goteros 1 

¡ m "rie~éripciÓn .. ··· 1¡ 

[P<lpel Wh<l-~aJ:l N C>. 21! 
[c<ls<l - -IJ 
[Algo~Üm -·-¡¡ 
[Manguer<l5··· __ --- ¡j 
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Material y métodos 

MÉTODOS 

,Mantenimiento de la cepa 

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

.Premgación del inóculo 

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 incubación fue de 30 ºC durante 120 horas. 

Cosecha de espor,as 

La obtención de esporas se realizó colocando un matraz con crecimiento de esporas en 
la parrilla de agitación, se adicionó 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 
agitó durante 3 minutos y al terminar se vació el contenido al siguiente matraz con 
crecimiento de esporas. Esto se realizó sucesivamente hasta terminar con todos los 
matraces. 

c<:::onteo de esporas 

Se tomó 0.5 mL de esporas (de el último de los matraces de la.cosecha de esporas) y se 
transfirieron a 4.5 mL de agua (dilución 1:10). La suspensión se agitó en el vortex 
durante un minuto. Con una pipeta Pasteur se tomó suspensión y se colocó 
cuidadosamente una gota en la cámara de Neubauer. La cuenta de esporas se realizó 
contando 13 cuadros. El número de esporas recuperadas fue dado por la siguiente 
relación: 
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N = ( T) ( 25 x 104) (D)(V) ~ Donde: 
N = número de esporas recuperadas 
T =número de esporas contadas 

13 

O = factor de dilución 
V = volumen de la solución de esporas 

Preparación del medio de cultivo líquido 

El medio estándarl6 es el que se usó como base (medio de control) para éste trabajo, la 
composición del medio líquido estándar (M.E.) se ve en el cuadro 1. 

r - Medio de.~iti~~)esbíndar (M.E.) T 
su;~~~i; -- - ------ --ir· e:~nti-<la<lli i.111.i<lades 11 

rc1u~o~a - li h 50.00 1 g / L I' 
i Fosfato de potasio monobásico li 1.00 1 g / L / 

¡·Nib-ato de ~alcio - - li 1.00 I! g / L l. 
fs{iífat0 de amo~() - 11 ;i:so 11 g / L I! 
fs~lfato---de m~gflesio- -- -¡¡ 0.75 ·1r · -g/ L I! 
lurea --¡r- 1.90- -----¡¡ g/ L I; 

Cuadro 1. Composición del M.E. 

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

¡-- . -oiigoeie~entÓ~ 11 

r------- -Sustancia /[ Canticiaci][ u;r;ic:l a tl es 1! 

¡-i'Jitrato férrico - -- -¡¡ - 723 ---ff -~i/ L - ·¡J 
1 S~lfato de iiI~c -- li -- 439 1 [---~-g-J L li 
¡~~~~ª!~-~=-m~~~~}[_~-~~~--__J[ : ~-~- (_L- -_ :1J 

Cuadro 2. Composición de oligoelementos en 
elM.E. 
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Material y métodos 

El medio de cultivo se preparó bajo las especificaciones que se observan en los cuadros 
3y4. 

, .. . . . ··-. 
! 
' ! Sustanc ¡ 
1 í .. -··----···- -------·-·- - ·····-- - - ·--

Macrosales 
¡ (fosfato de potasio mo 
: de calcio y sulfato de ma esio 

121 ºC, 15 libras 
presión/ 15 minutos 

de 
nobásico, nitrato 1 400 mL ·1 

"="-==---=--:~-==-.,..,-,...,.,-=:-:.,--~ . ··-····-········-··. ·¡1 ······------···--·--· r··---····----- .. 
Oligoelementos 1 1000 L 1 121 ºC, 15 libras 

1 m j presión/ 15 minutos 
--.-. -. -... -. --=----------.,... __ ..... ______ ------··-·--·--····--··-···· ····-···-·· .... 

de 

Cuadro 3. Procedimien to de esterilización parte l. 

Por separado (cadas ubstancia en diferente matraz): 

Sustanc 

-· ·····-·- ------·-··-· 
: Glucosa 
: (el pH de la glucosa, se 
• NaOH o.5 M) 

·--· - - ----- - --- -··- ..• 

; Urea 

-·-- ... ·-·-

Sulfato de amonio 

... . --- --·-- ·-

Cuadro 4. Procedimiento de esterilización parte 11. 

Al final se dejaron enfri ar y se mezclaron todos los component~s del medio. 

M~ed:tos de.cl!ltivo e nriquecidos 

Al M.E. preparado se 1 e adicionó leucina o tiamina y se agitó hasta disolver. Se adicionó 
/L de medio ó 0.15 milimoles de tiamina/L de medio. 20 milimoles de leucina 

-------
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Material y métodos 

Medios con valores de A.w diferentes a uno 

Todas estas fermentaciones, se llevaron a cabo en microcosmos, empleando frascos 
serológicos 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 gráfico 1. 

: ~:L~~~~~flf . -~~ . · ¡¡ 
' · · o.oo · · ·¡¡- i:oó Ji 

O.so · --lf- -0.99- ·¡r 
1.00 ·-w- o.98. 1 

-- isó -----w--· o:97- --, 
2.00 •· _-[_~'.?~ J¡ 

Tabla 1. Volumen de 
agente tensionante y 
diferentes valores de 
AW. 

Tamaño del inóc;µl2 

0.99 

.... 

.... 

Gráfico1. Actividad acuosa contra agente 
tensionante (etilenglicol) 

··- .•. 
··-

··::iic: 

.... '-------·----~-----------·· ·~··. ... 1.S 

Etilengllcol lml/20mL de medio 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

El tamaño del inóculo fue de 1 x 107 esporas por cada 100 mL de medio de cultivo. 

Fermentación 

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

Pet_~,rminación de biomasa 

El caldo de fermentación se centrifugó durante 15 minutos a 4000 r.p.m. Se decantó y el 
botón se resuspendió en solución isotónica (en caso de ser necesario se almacenó en 
congelador a -10 ºC). La solución isotónica con el material biológico se filtró al vacío en 

__ -_._-_--_·:::-:::-.:::-_-_-_. ____ -_-- =··=-=··--'-"-'--~---'~~~~~~-~---------
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Material y métodos 

papel What:Inan No. 2, puesto a peso constante, se secó en estufa a 70 ºC hasta que se 
mantuvo el peso constante y se determinó el peso seco. 

])1edición del pH 

El pH se midió empleando un electrodo de vidrio y un potenciómetro Cornig. 

AcJi,vjdad acuosa (Aw) 

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

Análisis del espacio de cabezJ! 

El análisis de espacio de cabeza consiste en tomar una muestra de los compuestos 
volátiles que se acumulan en la parte superior del frasco serológico del cultivo con una 
jeringa de cromatografía para gases de 2 mL. Se empleó un cromatógrafo de gases, 
equipado con un detector de ionización de flama y una columna capilar de Carbowax. 
La temperatura del inyector y del detector que se usó fue de 225 ºC. La temperatura del 
horno, con un programa de calentamiento con una temperatura inicial de 35 ºC durante 
3 minutos, una rampa de temperatura de 5 ºC cada minuto hasta llegar a 190 ºC. El gas 
acarreador fue helio. La relación del split 1:40 y el volumen de inyección de 2 mL. 
Para cuantificar los componentes del espacio de cabeza se elaboraron curvas estándar 
inyectando de 0-40 µL de los compuestos de interés en una ampolleta de 500 mL, se 
equilibró la temperatura de la ampolleta durante 15 minutos a 30 ºC. El volumen de la 
inyección fue de 2 mL del espacio de cabeza. Se elaboraron las curvas estándar 
graficando área contra concentración en microlitros por litro, ver apéndice IV. 

Tinción con azul de algodón lactofenol 

En un portaobjetos se colocó una asada del cultivo líquido y se adicionó una gota de la 
solución colorante, se colocó un cubreobjetos. La preparación se selló con laca para uñas. 

---··---~-·-·--·· 
~~~--~~~~~~~~ 
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Resultados 

Recordemos que Ceratoet1stis fimbriata es un hongo filamentoso capaz de producir 
compuestos del aroma dependiendo del sustrato que se le proporcione, y en este caso se 
estudió Ja interacción entre el medio de cultivo complementado con leucina o tiamina y 
con cinco valores diferentes de Aw. 

Se detrminó biomasa, pH y producción de volátiles. Todos los resultados obtenidos se 
trataron estadísticamente haciendo un análisis de varianza con P< 0.05. 

Biomasa• y pH 

En la determinación de biomasa y de pH en medio estándar (M.E.) con Aw=l.00 se 
observó que al aumentar Ja biomasa disminuye el pH, ver tabla y gráfico 1. 

Tabla 1. Valores de 
biomasa de 
C.fimbriata y del pH 
del M.E. con Aw = 
1.00 

~·B~,,~~11 
o 1 o.745 1: 5.&t¡! 

24 1 o.965 ]' 5.89¡! 

48 1 1.oro 1 5.93 r 
72 1 1.0CiO 1: 4.50 1 ¡ 

96 1 1.40i lt 286 li 
m ¡: 1.456 -¡iiffil! 

GRÁFICO 1. Valores de biomasa de C. fimbriata y 
del pH del M.E. con Aw = 1.00 

l·:c= ~-:: 
0.5 . 

o ¡ 
o 20 

-+-1 Riomassi 

60 60 

tiempo (hrs) 

-1pH 

100 
o 

120 

:I: 
Q. 

Q) .., 
fil .., 
"' ~ e: 
:J 

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

Efecto de la Aw sows: h1 biomasa• 

Se determinó el efecto de la Aw en la producción de biomasa en M.E. a intervalos de 24 
horas durante 5 días. La producción máxima se observó en Aw=l y la mínima en 
Aw=0.96, ver tabla y gráfico 2. 

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

Tiempc ______ V_a_Io.,..r...,·~..,..~-d_e-..,,.A_w-,--___ -·..,.,· .,..,...,.~T 
(hrs) 1 1: 0.99 1: o:98 1 0.97 ¡: Ó.96 1: 

--º~,-0-.7-4-5~, 0.745 ji 0.745 1~ o~745 n· ()_745·¡¡ 
_2_4_,/ o.965 T o.960 11 1.035 ¡¡·o.965 l-o.945T 

_4_8 ~" i.ó4o-lf 1.055-li i:025-W 0:970 111.045-1 

_7_2_,/,- ú)3o ·ir j.i5o]f -i.oó.5 U- 1.030 --¡r o.970 1 

96 1 1.7so-r 1.250 -ir- 1.205 -¡: 1.285 -¡¡- o.855 11 

-1-20_,I 1.s9ó /: 1.450 1: i.475 \ 1.240 f ó.9so li 

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

.. 72 116 120 

tiempo (horas) 

~Aw 1 -•-Aw 0.99 -•-Aw 0.98 -•-Aw 0.97 -'11.-Aw 0.96 

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

Efecto de la Aw sobrG Ja bjomasa• 

Se determinó la producción de biomasa en medio más leucina (M+L) con diferentes 
valores de Awen intervalos de 24 horas durante 120 horas. En la tabla y gráfico 3 puede 
observarse el efecto negativo de la disminución de Aw sobre la producción de biomasa. 

Tabla 3. Producción de biomasa (g) de C. 
(imbriata en M+L con cinco valores diferentes 
deAw. 

Valores de Aw j'. Tiempc . 
(hrs) --1-.. --,-¡ -0-.9-9-,-.~,¡'""'°· ··=0 . ....,.98 __ ...,.,._.,: 0.97 lf o.96 li 

' o 11 o.84o 11 o.840. lf 0.840 ·1[0.840-·1c o.840·-11 
:· ·24 W«>.915 n·á:sso JI 1.095 1r o.925 11 o.920 1j 
· 48 ·¡¡--o.975 11.o89FJI 1.020 ·¡r 1.WSJI o.96o 11 

72· F ··i.045 w C>.99«:>-·1r··o.9s5··wo~89o-·I!· o.890· 1¡ 
96 F -ü~oo ·1: 1.060 y i:o75 li·i.-c>7o ·¡¡·0:903--li 

· 120 !f ij·oo ·11· 1.43s .. w-1:3-90 ·1r1~145--¡¡··a:978T 
.• .... .... .... --······· ·········· -· ··-- --·---··--·· ·--·-····· 1 

Gráfico 3. Producción de biomasa (g) de C.(imbriata 
en M+L con cinco valores diferentes de Aw. 

-¡¡;­
º 
~ s 
:& 
"' E 
.2 
.a 

1.8 

1.6 

1.4 

12 

0.8 

0.6 

0.4 

02 

o 
o 24 48 72 96 120 

tiempo (horas) 

-<>-Aw 1 -•-Aw0.99 -·-Aw0.98 -•-Aw0.97 -llC-AW0.96 

• Los valores de biomasa en este trabajo siempre se reportan en peso seco. 
~~~~~~~--'-~~~~~~~~~~~~~~-
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Resultados 

Efecto de la Aw sobre la J.?j9J!li\§A* 

Se determinó la producción de biomasa en medio más tiamina (M+T) a diferentes Aw 
en intervalos de 24 horas durante 5 días y se observó que el aumento de la presión 
osmótica produce un efecto negativo en la producción de biomasa, ver tabla y gráfico 4. 

' 

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

Tiempc 
(hrs) 1 1 

o 1 0.840 1 

24 J 0.860 1 

48 1 7.490 1 

72 1 7.820 1 
96 1 7.920 1 

¡; - --·-··-

li 120 7.990 

Valores de Aw 1 

0.99 

0.840 

0.840 

3.480 

5.880 

6.080 
-··--· 

6.515 

f-o.981 0.97 Jf-o.96 ·1: 

1 

1 

1 

1 

1 

l 

0.840 1 0.840 ¡ · o.s4o ¡: 
0.860 1 0.900 , -o~9as · ¡: 
1.135 1 1.180 ¡, i:oao·¡, 
2.165 1 1.295 1: i:oo2-1[ 
4.ioo· ¡¡ 1:200 ·11 ü:>2s-·¡1 
4.4oó y- 1.700 11·1.2os-1I 

Gráfico 4. Producción de biomasa (g) de Ceratoc11stis 
(imbriata en M+T con cinco valores diferentes de Aw. 

•· n .. ,,. 

tiempo (horas) 

-<>--Aw 1 -•-Aw 0.99 -·-Aw 0.98 -•-Aw 0.97 -'11.-Aw 0.96 

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

Se estudió la variación de pH en todos los valores de Aw y con los tres medios de 
cultivo. 

Medio estándar 

Se observa en la tabla y gráfico 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 

:Tiem~~ \ . Valores de A-~ . · ¡¡ 
; (hrs) ~-!_Jo.991 o.9s]!o.97·¡¡¿~961 

o 1 5.84 I 5.84 I 5.84 I: 5.841! 5.841 
24 1 5.89 I 5.95 I 5.85 I' 5.97 I'. 6.011, 
48 l 5.93J.2.92J.5.93f5.94li6-:ooi' 
n 1: 4.só 1: 5~5s li5.89115:97li6-:o·71 
96 ¡: 2.861í5.ó6 Ji s.82·11s.961[6.oo1 

120 12.83 Ji 2:94 J! 3.43]1s:27J[s·:·~111 
' .. ·---·---···-~----

Gráfico 5. Cambio de pH en M.E. para cada 
uno de los valores de Aw. 

6 

5 

4 

3 

2 

o ... 
o 24 

~Aw1 

-•-AW0.97 

48 72 96 120 

tiempo (horas) 

-•-Aw 0.99 -.-Aw 0.98 

-'11.-Aw 0.96 

--··--------- .. ·e~· ·=•=========----~-------------
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Resultados 

Medio con Ieucina 

La adición de leucina al medio interfiere directamente en la producción de biomasa, el 
pH prácticamente no cambia en los valores de Aw menores a 0.98. Probablemente sea 
efecto de la interacción del medio con el cambio de presión asmática, ver tabla y gráfico 
6. 

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

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

6 

4 

3 

o 
o 24 

~Aw1 

-•-AW0.97 

48 72 96 120 

tienl>o (horas) 

-•-AW 0.99 -.-Aw 0.98 

-'11.-AW 0.96 
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Resultados 

Medio con tiamina 

Es obvio que la adición de tiamina al medio cambia el metabolismo del hongo. A pesar 
de que la producción de biomasa aumentó no se observó la disminución 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 

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

4< 

1 ! 

o' 
24 48 72 96 120 

lillr(1:>o (horas) 

-o-Aw 1 -•-Aw 0.99 -•-AW 0.98 

-•-AW0.97 -'111.-Aw 0.96 

----=====.:..~~_..:.:.===·=··.::::·=-·e::· :o:·=--=-=·--=·=====~--~---------- .. -- .. -... 
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RL'S u Ita dos 

Producción de volátile.s 

Se determinó la producción de volátiles empleando el análisis de espacio de cabeza 
tomando una muestra de la parte superior del frasco serológico de cultivo cada 24 horas 
durante 120 horas. 

Medios de cultiv2 y actividad acuosa 

A continuación se presentan los gráficos con la concentración acumulada por 
compuesto de aroma (milimol/L) para cada valor de Aw y para cada medio. 

Acetaldehído 

La producción de acetaldehído en M+T fue elevada en todos los valores de Aw. La 
producción en el M.E. y en el M+L no fue mayor de 0.02 milimol/L como se observa en 
el gráfico 8. Estadísticamente se determinó que la producción del compuesto se ve 
directamente afectada por el medio de cultivo pero no por el estrés acuoso. 

Gráfico 8. Producción acumulada de acetaldehído en tres 
medios de cultivo con diferentes valores de Aw 

1ES1S CON "I 
FALLA. DE ORlLTEN -----,__ __ .. 

0M.E. 

C:::JM+L 
aM+T 
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Resultados 

Acetona 

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

Gráfico 9. Producción acumulada de acetona en tres 
medios de cultivo con diferentes valores de Aw 

Diacetilo 

0018 \ 

0016 \ 

0.014 \ 
0.012 

0.01 

0.008 

0.006 

0.004 \ 

0002' 
1 o. 

0.97 

AW 

M+T 

M+L 

C!lM.E. 
EIM+L 
aM+T 

Ci!J / M. E. 

096 

I 1't1S10 ('Q~.-r 
l_FP_ .. .L_L_Í~);_,:·_E_Ó_R_~G_EN_ 

El valor máximo de diacetilo fue de 0.0198 milimol/L y se produjo en M+T con 
Aw=0.99. Estadísticamente se determinó que la producción del volátil está 
estrechamente relacionado con el estrés acuoso y que se ve favorecida en el M+T. Se 
observó la menor producción del compuesto en el M+L, ver gráfico 10. 

Etanol 

Al observar el gráfico 11 destaca notablemente que la producción máxima de etanol es en el 
M+T. El volátil se produjo nueve veces más que en el M.E. y en este caso el medio de cultivo 
influye al máximo en la síntesis del compuesto. 
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Gráfico 10. Producción acumulada de diacetilo en tres 
medios de cultivo con diferentes valores de Aw 

0.021 

o.oia . 
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0.014 
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Gráfico 11. Producción acumulada de etanol en tres 
medios de cultivo con diferentes valores de Aw 
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Resultados 

Alcohol amílico 

De acuerdo con el análisis estadístico la producción del compuesto fue determinada por 
el estrés acuoso. El gráfico 12 muestra como al aumentar la presión osmótica disminuye 
la producción del alcohol. En el M+T siempre se produjo el volátil. 

Gráfico 12. Producción acumulada de alcohol anúlico en 
tres medios de cultivo con diferentes valores de Aw 

00036 
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00025 
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En este caso tanto el medio de cultivo como la actividad acuosa influyen en la 
producción del volátil. La concentración máxima de alcohol isoamilico se obtuvo en el 
M+L con Aw=-1. Gráficamente se observa que al disminuir la disponibilidad de agua 
también disminuye la producción del compuesto, ver gráfico 13. 

Butano! 

Estadísticamente la producción de butano} depende tanto del medio de cultivo como de 
la tensión acuosa. En el gráfico 14 puede observarse que se produjo más alcohol en el 
M.E con Aw=l y que la producción en M+T se presentó en todos los valores de Aw. 

-~-----------
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Gráfico 13. Producción acumulada de alcohol isoamílico 
en tres medios de cultivo con diferentes valores de Aw 
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Gráfico 14. Producción acumulada de butano) en tres 
medios de cultivo con diferentes valores de Aw 

006 
i 
1 
1 

0.05 ji 

i 
0.04 ¡ 

1 003 

0.02 

0.01 

M+T 
o 

AW 096 

Resultados 

0M.E. 
EIM+L 
aM+T 

raM. E. 
EIM+L 
•M+T 

43 



Resultados 

Isobutanol 

La producción de este volátil no depende del medio de cultivo ni de la actividad acuosa. 
La producción máxima es prácticamente la misma en M.E. Aw=0.98 y M+L Aw=0.99, 
ver gráfico 15. 

Gráfico 15. Producción acumulada de isobutanol en tres 
medios de cultivo con diferentes valores de Aw 

0.25 1 

! 
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•M+T 

La concentración más elevada del alcohol se observó en M.E. con Aw=0.97. El estrés 
acuoso induce mayor producción del compuesto, ver gráfico 16. 

Acetato de etilo 

El medio de cultivo es sumamente importante para la producción de este compuesto. La 
máxima producción se observó en el M+T. La tensión acuosa produce un efecto 
negativo en la síntesis del acetato de etilo, ver gráfico 17. 
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Gráfico 16. Producción acumulada de isopropanol en tres 
medios de cultivo con diferentes valores de Aw 
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Gráfico 17. Producción acumulada de acetato de etilo en 
tres medios de cultivo con diferentes valores de Aw 
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Resultados 

Acetato de isobutilo 

La concentración máxima de acetato de isobutilo se obtuvo en M+T con Aw=0.99 y 
fue de 0.02906 milimol/L. La producción del volátil se ve favorecida por el medio y por 
la Aw, ver gráfico 18. 

¡ 

Gráfico 18. Producción acumulada de acetato de isobutilo 
en tres medios de cultivo con diferentes valores de Aw 
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El M+T es el medio óptimo para incrementar la producción de acetato de isoamilo. La 
influencia de la Aw es negativa en todos los casos, ver gráfico 19. 

Butirato de etilo 

La mayor producción del compuesto se observó en el M+T. El aumento de la presión 
osmótica disminuye la smtesis del volátil, ver gráfico 20. 
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Gráfico 19. Producción acumulada de acetato de isoamilo 
en tres medios de cultivo con diferentes valores de Aw 
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Gráfico 20. Producción acumulada de butirato de etilo 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 producción del 
compuesto se observa en el gráfico 21. La producción máxima del volátil fue de 0.0616 
milimol/L y se obtuvo en el M+T con Aw=0.99. 

Gráfico 21. Producción acumulada de propionato de etilo 
en tres medios de cultivo con diferentes valores de Aw 
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Obseryación micrnsc.óRi,Q 

b) 

a) 

b) 

Resultados 

Figura 1. Cosecha de esporas de C. 
{imbriata, fotografía tomada en microscopio 
óptico a 40X. Tinción con azul de algodón. 

Figura 2. Cosecha de esporas de C. 
fimbriata, fotografía tomada en microscopio 
óptico a lOOX. Tinción con azul de algodón. 

Figura 3. Micelio septado de C. fimbriata. 
Las septas tienen 18 µm de longitud y 8 µm 
de ancho. Fotografía tomada en 
microscopio óptico a lOOX. Tinción con 
azul de algodón. 

Figura 4. Esporas de C. fimbriata. Tienen 11 
µm de longitud y 6 µm de ancho. Fotografía 
tomada en microscopio óptico a 100X. 
Tinción con a[uLde.algadón.. _ . -··. -· 

:p~t {' r:: (\ .. ', ..:;r ' 
l.•,.1L) •. U ., ./.:.."' 

FALLA DE OHICEN 

-~--- --------- -
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Resultados 

Influencia de lit AJ.Y eg el t~roaño celular de ~imJ?J:i_IJl,a. 

Micelio en M.E con diferentes valores de Aw 

A) B) C) D) E) 

Figura 5. Micelio de C. timbrinta en M.E. con diferentes Aw. Se observa en orden 
progresivo el aumento en el diámetro. Fotografías tomadas en microscopio 
óptico a lOOX. Tinción con azul de algodón. 

6 

Tabla 3. Diámetro 
del micelio en 7 

diferentes valores 
deAw. 6 

--· -- -------------

rn_J_~_w _¡ Dit:;tro 1 5 

~ 0.961 2-3 
4 

~0.971 3-4 µm 
3 

-~~L~!~ 4-5 
2 

~ 0.991 5-6 

---=~ 1.001 6-8 
o 

Gráfico 22. Aumento progresivo en el diámetro del 
micelio de C. fimbria/a. 
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({es u ltml os 
------------------------ ··---·····----------·- - ··-----------------·-

Micelio en M+L con diferentes valores de Aw 

A) B) C) D) E) 
Figura 6. Micelio de C. fimbriatn en M+L con valores crecientes de Aw. El 
volumen del micelio aumenta al disminuir la presión osmótica. Fotografías 
tomadas en microscopio óptico a lOOX. Tinción con azul de algodón. 

6 

Tabla 4. Diámetro del 
micelio en 7 

diferentes valores de 
Aw. 6 

-· 

_J~ Diámetro 1 

(µm} 
5 

~J 0.961 2 
1 

4 
µm 

~J~~J 4-5 J 3 

-~~-0.981 5-6 
1 

2 

~-0.991 6-7 
1 

1
_:>J 1.ooj_ 7-8 

1 

o 

Gráfico 23. Aumento progresivo en el diámetro 
del micelio de C. {imbriata. 
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Resultados 

Micelio en M+T con diferentes valores de Aw 

A) B) C) D) E) 

Figura 7. Micelio de C. fimbriata en M.T. con diferentes valores de Aw. Al 
disminuir la presión osmótica aumenta progresivamente el diámetro del micelio. 
Fotografías tomadas en microscopio óptico a lOOX. Tinción con azul de algodón 

Tabla 5. Diámetro del 
micelio en 
diferentes valores de 
Aw. ------------ -~·--~-

_J Aw 1 rn~;;rj 
~ 0.961 1-2 1 

-~ 0.971 3-4 1 

-~J_o.~~ 4-5 J 
-°->J_o.991 5-7 1 

1-~L~ s-9 
1 

9 

8 

7 

6 

5 
µm 

4 

3 

2 

o 

Gráfico 24. Aumento progresivo en el diámetro 
del micelio de C. (imbriata. 
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Rl•sultados 

Influencia de-1.,a A}.y;,en,,~tla.anaño celular 4e C. limJui«ta 

Esporas en M.E con diferentes valores de Aw 

B) C) D) E) 
Figura 8. Esporas de C. fimbrintn en M.E. con diferentes Aw. Se observa en orden 
progresivo el incremento en el tamaño celular. Fotografías tomadas en 
microscopio óptico a lOOX. Tinción con azul de algodón. 

Tabla 6. Aumento 
progresivo de Aw y del 
tamaño celular. r .......... ___ .......... ----

1 : A :J ~;!~ '--~it;:ro 1 

1 i i::I j 1 
1 _~?..l __ °.:~~ -~ 4.0 

--~>_Lº!J~ 5.0 1 

, _~>J.°.~.9-~J--~~ 6.0 1 

-~~j_o.9j~ 7.o j 

1 
__ ~J1.o~~ s.5 1 

14 

12 

10 

8 

µm e 

4 

2 

o 

Gráfico 25. Con el aumento de la Aw las 
esporas tienden a ser más grandes. 
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Resultados 

Influencia de la AJY~~.fig celular de C. fiwbriaJ11 

Esporas en M+L con diferentes valores de Aw 

A) B) D) E) 

Figura 9. Esporas de C. fi111bri11ta en M+L con valores de Aw en aumento. El 
tamaño celular se incrementa progresivamente junto con el aumento de la Aw. 
Fotografías tomadas en microscopio óptico a lOOX. Tinción con azul de 
algodón. 

Tabla 7. Aumento 
progresivo de Aw y del 
tamaño celular. 

--··-· ·-------·--

16 

14 

J A w ¡ ~:rg) 1 Diámetro 1 
12 

__ m (µm) ., 

1 A~ O.~j~ 5 1 ': 

1 B)L~~~~ 6 1 µ:n 
-~ o.9s !_!J 6 j 

4 

--~J 0.99 l_!J 7 1 2 

-~>.!_~-~~?J~ 9 1 o 

Gráfico 26. Con el aumento de la Aw las esporas 
tienden a ser más grandes. 
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Resultados 

Influencia de la A:wsn ~maño ~c:lular de C. fimbria ta 

Esporas en M+T con diferentes valores de Aw 

A) B) C) D) E) 
Figura 10. Esporas de C. fimbria ta en M.E. con diferentes A w. Se observa en 
orden progresivo el incremento en el tamaño celular. Fotografías tomadas en 
microscopio óptico a lOOX. Tinción con azul de algodón. 

Tabla 8. Aumento 
progresivo de Aw y del 
tamaño celular. 

Gráfico 27. Con el aumento de la Aw las esporas 
tienden a ser más grandes. 
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Análisis de resultados 

Biomasa y pH 

La disminución del pH en el medio estándar durante la producción de biomasa indica 
agotamiento del sustrato y presencia de los productos formados por el hongo (ácidos 
carboxílicos).36 En la tabla y gráfico de biomasa y pH a las 72 horas de iniciada la 
cinética se observa un descenso significativo en el pH lo cual señala el inicio de la fase 
exponencial de crecimiento. 

~fec~.Q_9_tl~ Aw sobre la biomasa 

La influencia de la Aw en la producción de biomasa es significativa en valores menores 
de 0.99 no importando la adición de un nutriente extra como la leucina o tiamina al 
medio de cultivo estándar. A valores menores de Aw menor biomasa (tablas y gráficos 
de res11ltados 2, 3 y 4). 

La necesidad celular de sobrevivir a cambios drásticos de Aw impone el metabolismo 
orientado hacia la resistencia y tolerancia al medio externo antes que la reproducción del 
hongo. Probablemente la respuesta al estrés en Aw=0.99 está orientada a la síntesis de 
solutos con el fin de restaurar la presión osmótica, la forma y el volumen celular.26y31 

Por ejemplo, Sacclmro11111ces cereliisiae22 y Triclzoderma viride33 efectúan la síntesis de 
compuestos de bajo peso molecular ya que intervienen eficientemente en la 
osmorregulación. 

AwypH 

Si comparamos las tablas y los gráficos de resultados 5, 6 y 7 resalta el hecho de que el 
pH es independiente de la Aw que se maneje y sí 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 desaminación de la leucina y 
formación de amoniaco. En el caso de M+T, la tiamina favorece la esterificación de 
ácídos carboxílicos y prácticamente no cambia el pH, l>er tablas y gráficos de res11ltados 
5, 6, 7. 36 
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Análisis de resultados 

Producción de volátiles 

La producción de cada compuesto del aroma se vió determinada por las condiciones de 
cultivo. No siempre el efecto de la tensión acuosa sobre la cinética de producción de 
volátiles de C. fimbria ta fue positivo. 
La adición de tiamina al medio incrementó en la mayoría de los casos la producción de 
los volátiles a su vez Ja tiamina favorece el crecimiento de peritecio en el hongo y al 
existir más biomasa la síntesis de compuestos del aroma aumenta. 

Durante la fermentación se producen compuestos como; acetaldehido, acetona, etanol,· 
isopropanol y butano!. Las condiciones de fermentación influyen en la concentración 
final de los productos. . 

A continuación se presentan las condiciones de mayor producción para cada volá.~il. .· 

Acetaldehído 

El medio de cultivo es determina.nte'eri e~te d~O(gráfiCo de resultados S)·;·y~que para 
cualquier valor de Aw la pro~ué!'éiÓ~deI.c?mlJ{ié~tó fue inayor en eIM:f:T q11e'.en:e1 M.E. 
Al aumentar la presión osmótica>sólo en el casé{de.Aw=0.99 la síntesis dehv"olátiHue 
mayor que en Aw=l.00. . . · · ••. ,, .; >:'l,;,\'? j;tt:.};~~: ~~,'. . 

Acetona ; .. :: ·' x~ ::J.i!:~;~j~!:~L·;·I:~··i;i,1;· .. : ··.·· ...• 
La producción de acetona depende principalmente de)aAWYrno;'deL~edi~.·Eri'elM.E. 
en Aw=0.98 se obtuvo la mayor producción pero la produc~Í(>rid~JM'+T'c~ri~A\.V,;;,0.~9 es 
muy próxima, ver gráfico de resultados 9. "· ,·~\>" 

Diacetilo 

La mayor producción de diacetilo se obtuvo en el M+T con Aw=0.99. Como se r{¡·u~~l:Í"a 
en el gráfico de resultados 10 existe gran interacción entre el medio de cultivo y fa Aw 
ya que al aumentar la presión osmótica se produjo más compuesto en los casos de· M.E y 
M+T. 

Etanol 

En M+T se obtuvo la mayor producción de etanol y se produjo más que en el M.E 
inclusive en Aw=0.96. La adición de tiamina determinó Ja producción del volátil y Ja 
interacción con la Aw fue favorable sólo en e] caso de M+T y Aw=0.99 como se observa 
en el gráfico de resultados 11. 

-
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Análisis de resultados 
···-~·-···-·-·~·-··------~·-···· ------

Alcohol amílico 

En este caso la presión osmótica fue un factor limitante en la producdón del compuesto. 
En todos los medios de cultivo al disminuir la Aw también ~se·,;~produjo menos 
compuesto. La producción de alcohol amílico en el M.E. y M+T ·es prácticamente la 
misma, ver gráfico de resultados 12. 

Alcohol isoamílico 

La máxima producción del volátil se obtuvo en el M+L. La Aw tuvo un efecto negativo 
en la síntesis del compuesto, ver el gráfico de resultados 13. 

Butano! 

La Aw interactúa negativamente con el medio de cultivo. El medio de cultivo determina 
la producción de butanol y la influencia de la leucina y la tiamina en este caso es 
negativa . En el gráfico de resultados 14 se observa que en M.E con Aw=l.00 hubo la 
mayor producción del compuesto. 

lsobutanol 

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

Isopropanol 

El aumento de la presión osmótica en algunos casos influyó en la mayor producción de 
isopropanol. Si observamos el gráfico de resultados 16 la producción máxima es en los 
valores de Aw menores de 0.99. En el caso de Aw=0.96 la producción es mínima en 
cualquier medio porque hay gran presión osmótica. Es fácil observar que la interacción 
del M+L con Aw=0.98 aumentó la producción del volátil. 

Acetato de etilo 

El medio de cultivo es determinante en la producción de acetato de etilo, la adición de 
tiamina al medio favoreció su producción inclusive en Aw=0.96. La disminución de los 
valores de Aw tuvo un efecto negativo en la síntesis del compuesto, ver el gráfico de 
resultados 17. 

. -=-----------
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Análisis de resultados 

Acetato de isobutilo 

Se observa en el gráfico de resultados 18 que una vez más que ene) M..¡.T con Aw=0.99 
es en donde hubo una mayor producción de volátil. La interacelÓn del medio cc)n la 
tensión acuosa fue positiva en este caso para las condicones antes mencionadas. 

Acetato de isoamilo 

El efecto del aumento de la presión osmótica fue negativo en cualquier medio para la 
sú1tcsis de este compuesto. La máxima produccción se obtuvo en el M+T con Aw=l.00, 
ver el gráfico de resultados 19. 

Butirato de etilo 

La producción de butirato de etilo se afecta con Ja disminución de Ja Aw. En el M+T 
siempre se sintetizó el compuesto a pesar del aumento de la presión osmótica, ver el 
gráfico de resultados 20. 

Propionato de etilo 

En el M+T con Aw=0.99 se obtuvo Ja máxima producción del volátil, no sólo en este 
caso la interacción del medio y de la presión osmótica fue positivo, en el caso de 
Aw=0.98 se incrementa Ja síntesis en el M.E. y en el M+T con respecto a Jos demás 
valores de Aw, ver el gráfico de resultados 21. 

En general el mejor medio la mayor producción de los compuestos del aroma se observó 
en el M+T con Aw=0.99. Cerntocl(sfis (imbriatn es un hongo filamentoso que carece de 
t:iamina. La tiamina favorece el crecimiento de peritecio y al haber mayor biomasa se 
incrementa la síntesis de volátiles. 26 y31 

-
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Cond usiorws 
-----------------------· 

1) En el caso del medio estc'indar y del medio mc'ís leucina la producción de biornc1s,1 
de Cernfoc11stis {i111brintn está relacionada diredamenle ron el canibio de pH y l·on 
la producción de melabolilos. · 

• ·.-'. -. - •• ••• '. "' ·:·_ r _;. 

2) En general J,1 influencia de la ~wen)a producción de bion1as.a e~ nE!gaÚva en 
v<1lores menores de 0.99 no importando la adición de urrnutrienle'exlraconÍo la 
leucina o.Liamina al medio de.cultivo estáridar. ', -¡; ' .. , '' ' -

. '·. ;·:" .:r.•- -• 

3) Se observó interacción entre laAw y el medio de cultivo estoés,:¡~ prodJcciónde 
cada compuesto del aroma es' determinada por ambos factores: . ' ' 

. . . .-

4) La adición de leucina al medio favoreció la producciónde.c1kohol iso,1111ílirn (1wr 
ptigi1111 43) pero la Aw. tuvo un efecto negativo sobre la producción del 
compuesto. · 

5) El M+L no es reéomendado para la. producción de volátiles en general. El 
rendimiento fue bajo en prácticamente todos Jos casos y no se justifica el gas lo del 
nutriente extra para la producción inélustrial de_ un solo compuesto. 

6) En general la adición de tiamina tuvo u~ efecto positivo en la producción de 
volc'íliles, pero además en algunos casos se observó que la Aw favorecía e 
incrementaba la producción del compuesto. 

7) Al comparar la concentración de volátiles totales se concluyé_q¿éJáadiciónde 
leucina o tiamina al medio sí favoreció la síntesis, decompúestosdelarornay que 
se observó la rm\xima concentración en M+T. • · · .; .. :.. / · ' · 

8) La mayor producción de volátiles se presentó en el ·m~di() más tic'imina con 
actividad 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 más tiamina ya que las 120 horas no fueron suficientes por que 
cuando se llegó al límite aún existía 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 
maíz, arróz y amaranto). 

Por último, considerar el planteamiento de separar los volátiles producidos durante la 
fermentación. Existen estudios en donde se demuestra que al aumentar la concentración 
de los productos del metabolísmo celular en el medio de cultivo pueden tener un efecto 
tóxico e inducir la muerte de la célula. 

________ ! 
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Información de aromas: Compuestos del aroma producidos por C. fimbriat!!, usos y umbrales de olor. 

Compuesto 

. A1deh1dOs 

Acetaldehido 

li Acetato de etilo ,, 

' : Acetato de 
isobutilo 

1 

··---·-- -- - -- ---

l 
-- --

Aroma Usos 

- --

l i--E~~IÚlsdllucl~esreminiscente Manzan~,durazno, - ¡·- 4-2~-ppm 19~~~~;i, I; )~~¡<, ¡ e..1~988etal i, 

: al café o vino plátano, piña 
. ' ¡ 1975 . i 

- ---- - - - - -H ------ ----- ==i! 

Frutal 

l

• Plátano,piña,per~,man~~.-i, 200-JsOO 19=~1' [ 25ppb l·· McDonald '/¡_ 

_ durazno, melón, uva, menta ppm 

-Muy difusivo, eiéi-eo, plátaÍlo, 1•
1 150 •160 ppm Ar d 

da 1 ( 1 Plátano- piña-frambuesa- Clan er, ¡' • recuer a ron o ora ¡ 800 -900 ppm 1982 Fenaroli, 
1 

· ! 
fermentado), ~~:do es dulce Y pera,fre:¡¡~~itequilla, 1 en chicle 1975 ¡ _ ¡ 

__ ! _ __19~5 __ 0_. . ....... 19.2

1

¡
1 

, ______ ----"'----------'---------~-,,,.-_-______ - ___ ,,---__ •---:.=_-,_ -===='.-----·---- - . -------~-- · 
Muy ciifusivo, etéreo, frutal, i . 

Acetato de butilo 

Acetato de 
isoamilo 

pungente, reminiscente de Plátano, piña, pera, durazno, , 30 -35 ppm Arctander, ¡ Berger et al, ·. 
muchas clases de fruta madura fresa, chabacano, mantequilla 200 ppm en 1982 1 

8·8 ppm 1992 
y pasada. Olor a pera, plátano, chicle Fenaroli, 1975 ! en jugo 

fresa \ 

Olor a fruta fresca, pera, 
plátano, manzana, bergamota, 

plátano maduro 

----~~---~---~ 

~~::n~~::am~~ 20~~: en Ar~der, --- ¡-;PP~ ~-__J·---------- ---- , 
coco, cereza, uva, mantequilla, 3000 ppm en 1982 ¡ cerveza 

duramo, ron, vainilla chicle r 

,- ~~i~ato de et~ºlo -~~~~.-frutal l_R_;_i_n:_. an_ci_:;_e1_~_~_1!_:0_eq_º~_fi_~_a,~ JO- I~ ~m 1 ~""· r ¡- -- --- - --¡ 
tutifruti 

'~---------' 

,_B_u_~•-·ra_to_d_e_et_il_o~----~--iñ_a d_u_Jce ____ -_ -~l __ F_resa,_vº_,;g._i:,_~a_ies_ªc-ei-tes ____ _._ I, ___ -____ 20_.~__._pl_~-~--_~l. -F-en_l~_;_~i_\ __ ~-_J 1 

1 
)> 

a 
3 
E» 
tn 

'< 
e 
3 
t:1' 
C1 
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Q. 
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Información de aromas: Compuestos del aroma producidos por C. fimbriata, usos y umbrales de olor. 

Compuesto l ____ Ar_om_ª---~' Usos --HI, c~:=~óñ ! Referencia]: de1i':r~e. f Referencias-¡, 
--- =i! -Alcoholes 

·r Alcohólico -, Beh~:~~::,':SJnº Fo-~pm 1 =1~:~ag~ 1916 !'. 

--¡¡- - - Alcohólico seco · 1 sebi~~~~!~y no 12 - 34 ppm r Fenaroli, 1975 1 3 p~--¡¡ H l 
lt Alcohólico · 1 -Manzána; pÍáiano, Péra ] : 1 - 34 ppm T f"eñiirO!CTIBJT7Jíilíil · ¡¡ Mag~ 1976 ll 

e Isoamflico -- lr,,· Quemañte 1 Frutales, bebidas a~cohólicas y ! i- 300 ppm 1• - - lf"lo PH m r·- -~! 
_ no elcohóhcas 1 _ _: p : _J 

;Amllico 

'Butanol 

'Etanol 

:fsopropanoi -]l Alcohólico --f -- Manzan~ coñac ]fl0="75 ppm F - ]! ---\iMaga, 1976 \\ 

• Isobutanol . ·¡r Dfüddo """- """" •ª""º Col, llut.I, :-:! orumt<qWli., 30 • ;; .;.. "'':,..,:,~ 2E-) . ~: 
Cetonas 
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Apéndin.> JI -Característic.is dt• vol:1tih•s-

Acetaldehído; etanal --------------- ------- -· -- ----
H 

Fórmula empírica: C2H40 Estructura químíca: H3C- e:: 
"""'o 

cci!-C,!::t:!!_T~~c~_s/i!!cªs1q11!!!_1icas apariencia Líguido tlamable, volátil e incolor() _______ -·--·------------ - ------------
Peso molecular 44.05 -------------------------------- ---------------------- ----------
!Jl!!_l_!Q_ ~lg É_t.~<!!! _______ ---------------- __ 120.0 ºC {!23.3_'.'_!::2_ ______________________ 

- .......... -·--------------
Punto de ehu//ic:ión 20.8 ºC ---- ----------
Punto de inflamación 30.0 ºC 
Densidad específica 0.8009 
Indice de refracción 1.3392 (18 ºC) 
Solubilidad Es soluble en agua, alcohol etílico y éter 
Ca_':_qE_l__erísticas org_anolél?_ticas Olor caracteristico penetrante e irritante 

e::> Hojas de: roble y tabaco 
e::> Aromas frutales de: pera, manzana, frambuesa, fresa, piña 

Se encuentra 11at11ralme11te en: e::> En el agua de destilación de: lirio, comino 
e::> Aceites esenciales de: Lirsea cubeha, Magnolia grandijlora, 
Artemisia hrevifolia, romero, bálsamo, menta, narciso, naranja 
agria, alcanfor, angélica, hinojo, mostaza, etc. 
*Bebidas no alcohólicas 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 

Fórmula empírica: 

· Caracteríslicasjisicaslqulmicas apariencia 
-Ensayo - - - · - - - --- - - . - · - - - -

Peso molecular 
Punto de.fusión 
Punto de ebullición 
Pu1110 de i1rflamación 
Densidad e!>pecífica 
Índice de refracción 
Ensayo de acidez 

Solubilidad 
Características orgm10lépticas 

S'e encuentra 11at11ralme11te en 

, Usos reportados (en ppm) 

Estructura química: 
H3c, 

C·O·CH2 -C H3 
o~ 

Líquido, fumante e incoloro 
99-!00% 
88.10 
- 83.4 ºC 

75-76 ºC (77. 11 ºC) 
3.0 ºC 

0.9000-0.9040 (0.9065-0.9070) a 15 ºC 
1.3723 (1.3470) a 20 ºC 
No más de 0.01% 
E~ prácticamente todos los disolventes orgánicos; es soluble en 
alcohol etílico, éter y en agua ( 1 : 1 O) 

.. Olor característico semejante al éter; sabor dulce y quemante 
- ;¡. Se ha reportado su presencia en algw1os aromas frutales y en 
destilados. ' 
;¡. Se ha identificado en los pétalos de 1\4agnoliaji1scata 
*Bebidas no alcohólicas 67.0 *Productos ahumados 
*Bebidas alcohólicas 50-65 •Budines y gelatinas 

. *Helados 99.0 •Goma de mascar 
- *Dulces 170.0 

1 
170.0 ¡ 
200.0 ¡, 

1400.0 ~ 

Úii • .".,fió;;_.:_¡.¡.,:.,.,~;..p,¡..;¡.,;,;.,·.;u,;..; .. ~~-~~~~.(;....,~¡.~~~.;.,,_;.¡.-...:.:i.¡~~~~.;.;.~~¡,:;.,~,¡,;.,#.....;,..,.,;;-~.;;~_,.,¡.-,,..:~,"-':1(1-• • .;.f.;;ú¡;{.!~,f,•.:.~.-.'.-·c,,._,,.,__,,, ... .,:,c_,, ..... ~,·· ,,, .... .,,;<''•'•'.•, 
·:. 
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Apéndice 11 -Características de volátiles-

---·---·- ____________________ -----~cetat~!!-:_~soam~lo;J~-rnetilbutil acetato ------------------- _____________ 

Fórmula empírica: C1H1402 

Características jislcaslquímicas apariencia 
En.:_~ayo 

Peso molecular 
Pu!!!_o de _jj1sió11 
Punto de ebullición 
Densidad e.\JJecífica 
!11<!_ice 4!! refracción 
1;;11savo de acidez 

Solubilidad 

-----------·----

Características organolépticas 

Se encuentra naturalmente e11: 
~-

Usos reportados (en ppm) 

Fórmula empírica : 

: Carac1eristicasfisicaslq11ímicas apariencia 
Ensayo 

: Peso molecular 
· j~unto de eb11/lfcióÍ1 . 
· Punto de Íliflamación . 
Densidad e:,pecífica 

· Índice de refracción 
Solubilidad 

Características organo/épticas 

, Se encuentra 11at11ra/me11te en 

Usos reportados (en ppm) 

H3C'- ~O 
C H -CHrCH 2-0-C-CH3 ~·structura química: 

H3C/ 
Líquido incoloro 
95% mínimo 
130.18 --------
-78.5 ºC ------------- --------
142.5 ºC; 30 ºC a 2 mm de Hg ________________ ----
0.868-0.878 a 25 ºC ------
1.4000-1.4040 a 20 ºC; 1.4017 a 18 ºC --
No más de 1 ----
Soluble en alcohol etílico al 60% en 1 :3 ó más; práticamente 
insoluble en agua; soluble en éter y en la mayoría de los 
disolventes orgánicos 
Olor a frutas, penetrante, con sabor agridulce_y_ semejañ-iea-· 
pera; impuro el olor es fuerte, penetrante e irritante 
Q Se ha identificado en la porción de volátiles de plátano y 
en la semilla de cacao 
*Bebidas no alcohólicas 
•Helados 
•Dulces 

Acetato de isobutilo 

Estructura química: 

Líquido incoloro 
95 % mínimo 

. ' 116.16 
116.5 ºC 
3Ó.O _ºC (1_9 °q 
0.8710-0.8785 a 15 ºC 
1.3890-1.3910 a 20 ºC 

28.0 *Productos ahumados 120.0 
56.0 *Budines y gelatinas 100.0 

190.0 •Goma de mascar 2700.0 

Soluble en prácticamente todos los disolventes orgánicos 
Olor frutal (grosella-pera) y floral Gacinto-rosa); sabor 
semejante al del éter y ligeramente agrio t 

. )> E11doco11idiophora coerulescens, frambuesa, pera, piña l 
•*Bebidas no alcohólicas 1.0 . *Budines y gelatinas 170.0 1 
*Helados 16.0 *Goma de mascar 860.0 ·~ 
*Dulces 36.0 *Glaciados 5.5:'-
*Productos ahumados 35.0 •~ 

"'..,.._i;-;,,, ..... _;.,.,".,"'·>·_,".,.,,,.,...,;,.;,,...;..i1,;,... .. ;,:..,;,·~i.rt.r. ..... ""m.;.. .. ..,..."lll....,~~...,_.w.c~'''"""''"''"'•....,.~··~•-W~-·..- ... ,~~-.... ";F.u.i-...-w,,..,.,.._61,,"'·'· .... ,:.i ..... !>i.n.;,.,..,,,...,,. ........... ,....., •• .,,_.,,, .... .,.,:....., ·-···· .. , , •. ,..,-.. ,,,..,,'"""-,.,,, .,, ,._.,,,,1 
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Apéndice II -Características de vol<'ítiles-

Acetona; 2-orooanona; dimetil cetona; [3-cetopropano; éter piroacét~s> ___ 
.. ·-·--------------------------

H3C..._ 
Fármula empíric:a : C3H60 Estructura química: ..-C=O 

H3C 
~· 

Caracterí.1·ticas.físicas/q11ímicas apariencia Líquido altamente flamable, volátil e incoloro 
Peso molecular 58.08 
Pu!!_l!!_~le J11.\·ió11 - 95.35 ºC 
/1111110 de ehullic:iá11 57.0 ºC 
Í'~~;,/~~-de f11f/amaciJii-- - 20.0 ºC 
~Ítsidad espec:ífica 0.7880 a 25 ºC y 0.8186 a O ºC 
Indice de refracción 1.3588 (20 ºC) 

Soluhi/iciad 
Es soluble en agua (a cualquier proporción), alcohol etílico, 
éter, benceno y cloroformo 

Características or2m10/épticas Olor característico e irritante, sabor dulce 
e::> Pera, manzana, uva, piña, frambuesa, fresa, grosella, 

Se e11c:ue11tra naturalmente en cacao, patata, tomate, cebolla, 
e::> Aceites de: naranja agria , cilantro y lavanda 
e::> Se ha identificado en el aroma del café 
*Bebidas no alcohólicas 5.0 *Productos ahumados 8.0 

l !sos reportados (en ppm) *Helados 5.0 *Budines y gelatinas 5.0 
*Dulces 8.0 

Alcohol amílico; 1-pentanol; alcohol pentílico 

Fórmula empírica : 

Características.fisicaslq11í111icas apariencia 
Peso molecular 

•Punto de.fusión 

. Estructura química: 

Líquido incoloro 
88.15 

~; 

-~ 
j 
:~ 

·~ 
'~ 

:i P111110 de ebullición 
P111110 de i11flamaci6i1 

·Densidad e¿,pecífica 

~-7~.85 °~ (-78.5 ºC) 
138.06 ºC (137.8-138ºC) 

·-¡j~fO-ºC- --. ---- -- --- --- -
-·- ; 0~8 i44 a 20 ºC :~ 

·~ -~ 
En água 1: 5 a 30 ºC; miscible en prácticamente todos los r. 

* disolventes orgánicos ·~-".-
Olor característico, sabor quemante; es más tóxico que el " 
alcohol etílico & 

> En aceites esenciales de: menta americana y brasileña; :1 
orégano español; algodón; 771ymus marshallianus, Artemisia -~ 
herba-alba, Eucalyptus comuta, Eucalyptus aggregata, §. 

> Se ha identificado como constituyente del aceite de i 
Mra$~a 1 

· Índice de refracciÓ1Í (:.ú·ü aio 0 c .. ¡ 

Solubilidad 

Características organo/épticas 

·Se e11cue111ra naturalmente en 

*Bebidas no alcohólicas 18.0 *Productos ahumados 24.0 f 
_Usos reportados (en ppm) *Helados 15.0 *Budines y gelatinas 7.7-50 :~ 

• *Dulces 35.0 *Goma de mascar 150-340 ¡¡ 
~.~,...)'O',,;,. . ...:..,"""'"'"""'"".""u,w.;,~.j,O';.; .. ;,;~~,_;;;.;,u~~ ... ,.¡;;.~~~-..;.;,.·~._.;~~ ... ~;.,;..,.,_;,,,,.,¡,;.,1,_.'K.;;.,...;..4.· ..... ~.~"~"'"'•'·''·'··· ... ·futrt~ ••. .,,,. •• ,. .... ,¡,,,_; •. , 4 ;1~ 

66 



Apéndice 11 -Características de volátiles-

Alcohol isoamílico; isobutil carbinol; alcohol isopentílico; 3-metil-1-butanol 

Fórmula empírica : CsH120 Estruc/llra química: 
H3c, 

/ CH-CH2 -CH2 OH 
H3C 

7··amc1erís1ic:as.fisicas/q11ímicas apariencia Líquido aceitoso transparente 
Peso molecular 88.15 
Punto ele .filsió11 -117.2 ºC 
Punto de ebullición 132.0 ºC 
Densidad específica 0.812 a 20 ºC 
Indice de refracción 1.4084 a 17.8 ºC 

Solubilidad 
Soluble en agua; es soluble en prácticamente todos los 
disolventes or_gánicos 

('aracteristicas 01xanolépticas Olor característico irritante; sabor repulsivo 
e:> Como producto de fermentación del alcohol amílico 

.r.,·e e11c11e11tra naturalmente en e:> Se ha identificado como constituyente de muchos aceites 
esenciales (menta; geraneo, cidronela, Teucrium 
chamaedrys, Artemisia camphorata, !~ucalyptus amigdalina, 
etc.) 

e:> En aromas de fresa y frambuesa 
*Bebidas no alcohólicas 17.0 *Productos ahumados 24.0 

Usos reportados (en ppm) *Bebidas alcohólicas 100.0 *Budines y gelatinas 46.0 
*Helados 7.6 *Goma de mascar 300.0 
*Dulces 52.0 

;\lcohol butílico; 1-butanol; alcohol n-butílico 

. Fórmula empírica : C~100 

: Carac1erlsticas flsicaslq11ímicas apariencia 
. Peso molecular . . . . 
· Temperatura de congelación· 

Punto de eh11//ició11 
Punto de inflamación 

·Densidad e~pecífica 
Índice de refracciói1 . 

Solubilidad ... ·· 

Características organolépticas 

. Se encuentra 11at11ra!me11te en 

: Estructura química: 

Liquido incoloro 
74.12 
-90 ºC 
117-118ºC 
35-36 ºC 
0.8096-0.8099 a 20 ºC 
1.39949 a 20 ºC 
En agua 1: 11- 1 : 12 ; soluble en alcohol etílico y éter 
Ólor similar al del alcohol amílic,o; su sabor es secé) y 
quemante 
>-. En aceites esenciales de: menta del Brasil; Achiliea 
ageratum, té 
>- En el aroma de las manzanas 
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Fórmula empírica : 

( 'aracteristicas .fisicaslq11imicas apariencia 
l::nsavo 
/>eso molecular 
1'111110 de eh11//ició11 
1'1111to de in lamación 
Densidad es 1ecí tea 
Indice de re racción 
E11al11ación de acidez 
Sol11hilidad 

licas 

Se e11c11emra naturalmente en 

Usos reportados (en ppm) 

. Fórmula empírica : 

Apéndice II -Características de volátiles-

Butirato de etilo 

Estructura química: 

Lí uido incoloro 
Mínimo 98 % 97.5% 
116.16 
121-122 ºC 
26ºC 

11º 
CH3·CH2-CH2-C-O-CH2-CH3 

0.870-0.877 a 25 ºC/ 0.8825-0.8860 a 15 ºC 
1.3910-1.3940 a 20 ºC 
No más de 1 
1 :3 en alcohol etílico al 60%· 1: 1-1.5 alcohol etílico al 70% 

Olor sabor a iña dulce 
e:> Se ha identificado mediante cromatografía de gases en el 
aceite de olivo en aceites de otros ve et al es. En· 'ºde fresa 

*Bebidas no alcohólicas 28.0 *Productos ahumados 93.0 
*Helados 44.0 *Gelatinas y budines 54.0 
*Dulces 98.0 *Goma de mascar 1400.0 

· Diacetilo; biacetilo 
00 

11 11 
Estructura química: H3C-C-C-CH3 

Caracrerísticasfisicaslq11ímicas apariencia · Líquido amarillo verdoso, volátil 
Peso molecular 86.09 
Punto de.fusión 
Pul/fo de ebullición 
Densidad específica 
Índice de refracció/1 . 
.\'olubilidad 

Caracteríslicas organolépticas 

·:Se e11c11e111ra naturalmente en 

-3 a-4 ºC 
87-88 ºC 

·' 0~97'34 a 22 °c 
'. jjg33 a Úl.5 ºC 

SoÍuble en casi todos los disolventes orgánicos; misable en agua en 
1:4 

·· "óior penetrante y muy fuerte semejante al de la mantequi11a 
derretida; concentrado tiene olor similar a cloro quinona .~ 
> En aceites de: piña, angélica, geraneo y lavanda . 
> En flores: Po/yalthia cwu111xioides var. Anxustifolia y i, 
Fagroea racemosa ~ 

1 > En plantas: Monodora grand/flora, Magnolia lripelale, :). 
Ximenia aegyptiaca, Petasitesfragrans, narcisos y tulipanes f:.; 

> En los aromas naturales de: fresa, frambuesa / 
> La mantequilla de buena calidad contiene no menos del .2 ;: 

"!: mg y no más de 2.5 mg de diacetilo por Kg. 
*Bebidas no alcohólicas 2.5 * Mantequilla 11.0 ·~ 

Usos reportados (en ppm) *Helados 5.9 *Goma de mascar 35.o.f, 

,,..,,.,'"'.,~'°"~'"°"'-"...,._,,""'.._~.._.....,~;;w..,.........,.,,_M,,:E~~:.~~w...·~~---·~M~~ ,. ......... .,~ .. ~: .. ?. .... ~.:.,r.~.~,~~.~.~~-~~~~~~: , .... ~~·.~._J 
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Apéndice U -Características de volátilPs-

Etanol: alcohol etílico; 
HH 

¡;ürmula empírica : C2H60 1 1 
/!,-structura química: H-<j>f-OH 

HH 
Características.flsicaslqulmicas apariencia Líauido incoloro, transparente, inflamable, volátil 
Peso molecular 46.07 
Punto de fusión -114.1 ºC ---
Pu/1/o úe eh11/lició11 78.5 ºC - --
Punto de inflamación 13 ºC - ---·--------
Densidad e.\]Jecifica 0.789 a 20 ºC 
Indice úe refracción 1.361 20 ºC -·---

Solubilidad 
Es miscible en agua y en prácticamente todos los 
disolventes orgánicos -

('aracteristicas or!(ano/épticas Olor agradable, sabor quemante ----
Se e11cue11tra naturalmente en ~ Aromas frutales: manzana, plátano ........ -

lsobutanol; alcohol isobutílico; 2-metilpropanol 

Fórmula empírica : C.µ!100 HaC, 
;Estruclllra química: _,,, CH-CH20H 

, Características físicas/químicas apariencia 
·Peso molecular .. 
Punto de fusión 
Pu1110 de ebullición 
Densidad específica 
Índice de refracción 

Solubilidad 

. Características orgai10lépticas· 
. . - . . . . . . . --

Se encue/llra natura/me/lle (libre o 
esteríficado) en 

Usos reportados (en ppm) 

..... . HaC 
Líquido 
74.42 
-108 ºC 
108.4 ºC 
0.803 a 20 ºC 
1.396 a 20 ºC 
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Apéndice 11 -Características de vol¡:lliles-

lsopropanol; alcohol isopropílico; 2-propanol ·--

Fórmula empirica : C1HsO 

?'Sracterísticas/isicaslq11ímicas apariencia 
Peso molecular 
1'111110 de .f11sió11 
1'111110 de eb11/lició11 
1'111110 de i11flamació11 
fknsidad específica 
/11dice de refracción 
Solubilidad 
Características orga110/é1>1icas 
Se e11c11elllra 11atura/mente (en forma 
esterifícada) e11 

Usos reportados (en ppm) 

Fórmula empírica : 

. Características fisicas/qilíl11icas aparÚ!ncia 
'l<..itsayo · · 
. Peso molecular 
?111110 def11sió11 . 

. Punto de inflamación 
Densidad e.\pecífica 

• Í11dice de refracción 

Solubilidad 

. Características orgai10Mplicas···· 

•Se e11c11e111ra 11at11ralme11te en 

; Usos report~dos (en ppm) 

Estructura química: CH3·CH-CH3 
1 
OH 

Líquido incoloro 
60.09 
- 81.0 a 83.0 ºC 

82.3 a 82.4 ºC 
15 ºC -
O. 7854 a 20 ºC ----
0.37757 a20 ºC 
Miscible en agua, alcohol, éter v clorofom10 
Olor alcohólico, un poco desagradable; sabor quemante 

e) Aromas: manzana y coñac 

*Bebidas no alcohólicas 
*Dulces 
*Productos ahumados 

.Propionato de etilo 

25.0 
10.0-75.0 

75.0 

o 
11 

Estructura química: CH3·CH2-C-O-CH2-CH1 
. Líquido incoloro, volátil · . · ·· ·· ·· · · · ·· ··· 

No menos del 98 % 
102.14 
99 ºC 
l2 ºC (aproximadamente 15°C) 
0.8945-0.8985 a 15 ºC; 0.8917 a 20 ºC 
1.3830-1.3850 a 20 ºC 
Completamente miscible en alcohol al 95%; soluble en 
prácticamente todos los disolventes orgánicos 1: 1-2 en 
alcohol al 60% 
Olor similar al de piña 
» En Ja mayoría de los vinos (de uva blanca o roja) 
» En cocoa 

--

----
---
---
·-

*Bebidas no alcohólicas 7.7 ·*Productos ahumados 110.0 ,; .. 
•Helados 29.0. •Gelatinas y budines 10-15 i 
•Dulces 78.0 ·*Goma de mascar 100.0 i! 

.; ...... 1.""""'02·.UO:..-.-.......;,,.;~-.-.n~·.imnf¡¡.~o¡: .. i'Jr.,. .... ~;..,.,.;,.~~~ .. -J_~·"'~·"'~""·"•~·.....-......... (..,,.,..;t-.~'><.(•'v71,..t·, ........ ~ ... ~-«t,¡,.,~,..., .. <::.,,l,<o,,.,., .... !. ... o.t<",,.•.:,:.• .. 4.:.-· •. ·,, .•..•• :,:..t,rue.• .. -,.,..., .. ,._ ..... •·-. ···~,,,,, ..... '!: 
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Apéndice III -Ceratocystis fin1briata-

CERATOCYSTIS FIMBRIATA 

Ceratoc11stis fimbriata es un hongo filamentoso con capacidad de sintetizar aromas 
frutales dentro de un medio de cultivo adecuado. 16 

Taxonomía y nomenclatura 

Subdivisión: Ascomicotina 

Subdivisión de Dikaryomycota, forman meiosporas endogenamente en ascomas. 
Existen cuatro tipos de ascomas: a) apotecial; b) peritecial; c) pseudotecial; d) 
cleistotecial. 
Cerntocl(sfis es del tipo b), los ascomas son estructuras que producen "sacos" 
denominados ascos, figura 1. 37 

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

Orden: Microascales 

Las características principales de los Micronscales son: ascosporas dextrinoides, con poros 
germinales y una fase asexual de aneloconidios o aleuroconidios. Las ascosporas son 
esporas sexuales y resultan de la fusión del núcleo de dos células que pueden ser 
morfológicamente iguales o distintas. Estas esporas se producen dentro de ascos. Se han 
reconocido las familias Micronscácens y Ofiostomatnceas. La familia de Ofiostomntaceas 
incluye el género Cerntoc11stis. 2 

Familia: Ofiostomataceas 

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

;_] TESIS CON 
[FALLA: DE ORIGEN 
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Apéndice 111 -Ceratocystis fimbriata-

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

A) B) C) 
1 (!. 

Figura 2. A) y B) Peritecios superficiales o parcialmente hundidos con base esférica y 
cuello muy alargado. C) Ápice 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 Splwero11aema fimbriatum (Ell. & Halst.) Sacc. Ellíot (1923) lo reclasificó como 
Ceratostomella fimbriata (Ell. & Halst.). Más tarde el género fue transferido a Ophiostoma 
(Melin y Nannfeldt, 1934), Endoco11idiopl1ora (Davidson, 1935), y finalmente regresó a 
Cera toci1stis (Bakshi, 1950). 
En Indonesia se observó un hongo que dañaba los cultivos de café, fue denominado 
Rostrella coffea, (Zimmerman, 1900); este nombre se consideró sinónimo de CemtoCl{stis 
fimbriata (Pontis, 1951). 
Walter et al. (1952) designaron un patógeno cuyo huésped era Platmms spp. como una 
forma independiente a C. fimbriata (. platani Walter tomó como único criterio de 
clasificación al hospedero. 
En África del Sur se observó como patógeno invasor de Acacia meamsii y actualmente se 
le considera una especie diferente, C. albo[imdis (Wingfield et al., 1996). 
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Se encontró C. variospora, en robles y fue descrita por Davidson (1944), como similar a C. 
fimbriata (Hunt, 1956). No obstante Upadhyay (1981) considera C. vnriosporn como 
sinónimo de C. fimbrintn, probablemente no sean la misma especie (ver tabla 1). 1-12 

Nombres científicos anteriores. 11 ... -· A~t~r taxonómico 

i Ceratostomelln fimbrinta . H (EÚis & Halsted) Elliott 

: Endoconidiopho~a fi111briaia-- ·· I! (EiÜs-& I-iaisted) Davidson 

Oplziostoma (imbriatum F(EÜis & H~lsted) Nannf . 

. Splzaeronema fimbriata ¡: (Bilis & Halsted) Sacc. 

Rostrella coffea li ._ Z_im.,,.._m_e_.r_m_a_n ____ .,..,..--~ 
Ceratocvstis fimbriata C Platani ff (EÜi~ & HaÍsted) Walter 

Tabla 1. Nombres científicos anteriores de C. {imbrinta. 

Inglés 

Ceratocvstis wilt 

Ceratocvstis canker 

Ceratostomella wilt 

cacao wilt 

Canker stain of plane 
Mango wilt 
Mango blight 
black rot of sweet pota to 
black rot of taro 
black rot of sunn hemp 
canker of coffee 
mouldy rot of rubber 

Nombres comunes/ Idioma 

Es añol 

mal de machete de cacao 

mal de choroni de cacao 

Ha a macana de cacao 

secamiento de los citricos 

muerte subita de citrus 

;¡... CLASIFICACIÓN DE ACUERDO AL HOSPEDERO 

Francés 

chancre 
colore du 
platane 

tache 

Portugués 

seca da 
mangueira 

gomose 
da Acacia 
negra 

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

--------·---·----·-
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Estudios de inoculación cruzada han demostrado que algunas cepas son específicas 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 inoculación 
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 específica al huésped (Baker and 
Harrington, 2000). La especificidad para huésped parece ser distribuída 
geográficamente. 13, 14. 32, 15-17 

Alocasia sp. (taro gigante); Acacia meamsii; Acacia decurrens 1 

Can1a sp. (nogal americano);- CÜms 5¡;p.; Coffea-arabica(café);-C~o-iaiaria juncen (palmeras) 1 

Enjtlzrina sp.; EucalYPtus sp. 
-- ... ···-·-···-------· ··- ··---·--·--·-· . - ,. 

Hevea brasiliense (caucho) 1 
Ipomoea batatas (papa) 

Mmzgifera indica (mango); Manihot esculenta (mandioca) 1, 
. ---------·· -- --·----- ----·-- ·--·--··· 

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

· T/zeobroma cacao (cacao) ver Figura 4 

Xmztlzosoma sp. (taro, cocotero) 

Tabla 2. Plantas comúnmente afectadas por C. fimbriata 

Figura 3. Corte transversal de dos 
troncos de Platanus infectados por C. 
fimbriata. Lesiones características de la 
infección 

Figura 4. Colonias miceliales de C. 
fimbriata formadas en un corte de 
Tlteobroma branch. 
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;... DESCRIPCIÓN DE SÍNTOMAS DE LA INFECCIÓN 

El hongo fue reportado como patógeno superficial de la cosecha de cacao, causando 
lesiones de coloración ligeramente café (Malaguti, 1958), que se observaban 
especialmente en periodos de lluvia (Siller, 1958). 
En árboles (cacao, mango, álamo, etc.), típicamente la infección ocurre en lesiones 
frescas. Esporas y micelio penetran en Ja lesión e invaden el interior del árbol. El hongo 
causa una coloración negruzca, purpura o café en la madera que a menudo se acompaña 
de un exudado gomoso de la llaga. La infección 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 árboles de Populus, Prnnus, y Platmms. La invasión puede ser 
superada de manera natural. En periodos de sequía la infección no causa más estragos 
en la madera que una coloración amarillenta, que puede durar semanas. 
En algunos árboles (Platanus, mango, eucalipto, y otros) la infección en los troncos 
puede extenderse hasta la raíz entonces, muere el árbol en pocos meses. En plantas 
como papa y taro el hongo invade la raíz y causa podredumbre negra en el fruto.55.56 

;,.. MORFOLOGÍA 

El micC'lio 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 cilíndricas y pueden variar de longitud de 11 a 16 µm y 
de 4 a 5 µm de ancho ( Hunt, 1956).57 Los conidióforos 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 µm de largo y 6 a 13 µm de ancho, crecen solas o en 
cadenas cortas. Se pueden producir los dos tipos de esporas asexuales en el sustrato. 
C. fimbriata, produce cuerpos fructíferos 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 
diámetro de base aproximado a 130-200 µm y el cuello llega a medir hasta 800 µm de 
largo (ver figura 5 y 6). Se extienden de ocho a quince ascosporas desde el ápice del 
cuello en diferentes niveles del centro del peritecio, en un intervalo aproximado de 50 a 
90 µm. Las ascosporas son pequeñas, hialinas, con o sin vaina y su forma característica 
es la de sombrero, su largo es de 4.5 a 8 µm por 2.5 a 5.5 µm 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. 
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:;;. SIMILITUDES CON OTRAS ESPECIES 

C. fimbriatn usualmente se identifica por sus característicos cuerpos frutales los cuales 
tienen similitudes con frutos de otras especies del género. Algunas veces ha sido 
confundido con C. paradoxa, que es patógeno de las plantas monocotiledonas. C. 
fimbriata puede distinguirse de C. paradoxa por las ascosporas similares a un sombrero. 
En árboles de cacao, C. fimbriatn puede confundirse con C. moniliforn1is. C. monili(ormis es 
menos patógeno, usualmente sólo produce ligeros daños. 
En el laboratorio, C. moniliformis crece a mayor velocidad que C. fimbrinta, y al ser 
observados en un microscopio compuesto la base del peritecio de C. moniliformis tiene 
extensiones semejantes a espinas. 
La infección del árbol de caucho causada aparentemente por Fusarium solani, algunas 
veces puede ser causa de CeratOC1jslis. Un examen microscópico de las esporas puede 
determinar que hongo causa la infección.15 

~ BIOLOGÍA Y ECOLOGÍA 

Los cuerpos fructíferos (peritecios) se producen en una semana. El hongo qmza se 
dispersa por fragmentos de micelio, conidias, aleuroconidia o ascosporas; la 
aleuroconidia probablemente se unidad de supervivencia común debido a su resistencia 
y a su pared gruesa. C. ftmbriatn es capaz de sobrevivir en fragmentos de madera en 
aguas de ríos (Grosclaude et al., 1991) y en sólidos (Accordi, 1989) en periodos de hasta 
tres meses durante invier:10.58 59 
El hongo produce un fuerte olor a fruta, dependiendo del medio de cultivo en el que 
crezca. La finalidad de esta adaptación es que el hongo pueda dispersarse por medio de 
los insectos, los cuales al ser atraídos por el olor se posan en las plantas infectadas y 
fácilmente se impregnan de esporas las cuales son esparcidas. 
La temperatura de crecimiento de C. fimbriata oscila entre 18-28 ºC y produce 
ascosporas durante una semana. En la naturaleza el hongo resiste condiciones adversas 
en forma de micelio o de aleuroconidia, C. ftmbrinta infecta plantas bajo estrés, 
particularmente por drogas (Spence, 1958) lluvia excesiva (Malaguti, 1952). La infección 
en la papa se genera por deficiencia de boro en el sólido (Hu et al., 1999).6(),61 y62 

~ DISTRIBUCIÓN GEOGRÁFICA 

Los lugares en donde ha sido recolectado el hongo incluyen Sudáfrica (en Acacia), 
Estados Unidos (lowa en Carya cordifornzis, Missouri en Platanus occidentalis, Dakota del 
sur en Populus tremuloides, y Wisconsin en Can1a spp.), en Brasil (Río de Janeiro), las 
muestras fueron recolectadas de Mangifera y Annona. 

--·~· ·-----------···--·--·---------.,--
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Muchos de los artículos reportados antiguamente con respecto a C. fimbriata son 
erróneos. En primer lugar se había reportado como saprófito de Hez1ea en Uganda 
(Snowden, 1925), dos reportes posteriors sugieren que el hongo era patógeno para Hevea 
en la República Democrática 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 infección en el mango solo se presenta en Brasil. En 
comunidades en donde se produce mango, C. fimbriata causa daños en otras plantas. A 
pesar de que el hongo capaz de infectar al cacao es común en América solo se observa la 
invasión a café en América central, en el Caribe y algunos lugares del sudeste de Asia, 
ver tabla 3. 

:¡Tabla 3. Distribución geográficade C. (imbriata (continúa). 

:¡ País/Región j ·~~~spe~ .. !l..;.-'-·"'"·....;· _____ R_e_f_e_r_e_n_c_ia-s--------• 

\¡ASIA .. 
. I CHINA ~j I_p_o_n_w-'e_. ª-. _'--___ ---'-. ··'-···-'-·-'· _-.. -:1:s:x:!.=1=9=5=-~===========================-----. 
J Fujian :I Iponz~~ .. --.. ____ . __ ... --11;..:.. H=u=--:=cec;;!_""~"'l~;...'-"'~;.;..9;...9'--'9~-'-------------• 
:1 INDIA :¡ ~op~l~~'_l-fer:~ª·--·· .... !l;;;~k~i~i!:~~~31992; Ramakrishnan and 

ijKarnataka 1 Pzmica :¡ Somasekhara, 1999 

,, INDONESIA 1 Hevea !Wright, 1925 ·-·-----

:.,•Fava 1 Hevea, Coffi._ea ·¡ Leefm .. ans, 1934; South and Sharples, 1925; 
Zimmermann, 1900 

!l~K-a_Ii_m_a_n_ta_n ____ l_H_e_v_ea-. -. -_ .-. - .... -. -.-.-.. -,¡ Tayler and Stephens, 1929 

·j Sumatra 1 Hevea . . ... j Tayler and Stephens, 1929 

·r·JAPóN 1 1 e 1 . ., Asuyama, 1938; Okamoto, 1940; Shimlz~-:-
. ponzo~a, .. º ocasia 1939 

il Kyushu :! FiCf!_~~!.1!.<!.mo.e!l ___ .. .. :1 Ka!ita~i and Kudo,, 1993 

¡i MALASIA. _. :LJ::f~_e~·----·····---·-·__il_s.~~~--1~~?~.~~th and Sharples, 1925 -·--

¡¡(~~~AR 11.~e~~~·------· _____ .. .11 'f~rn~r. and Myint, 1980 

'j TAIWAN ¡j Crotalaria . . jj Lee and Kuo, 1997 
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¡¡;abla 3. ~~~~u~~~ ~~ográfica -~~C. ti~~~~~~~c_on~~~}~- _ - . - -·- . 

[I País/Región 1¡ __ ~~-és_ped 11 _ Referencias 

!/ÁFRICA 

:¡ CONGO j Eucalyptus ;I ~o~x et al., 2000 

J COTE D'IVOIRE 1 Crotalaria /l<-o-= __ -'~-"-'-et'-,-1-9-'-_~-'-2-------------i 

·I AMÉRICA NORTE y CENTRAL - .... ··--- -· -·· ... -- ... - . ·- -
:1 CANADA j /..= ____ = ___ .. ~~-~~-----------i 

jjBritish Columbia j Pop_~l'!_s_ _ _ ___ _ . jj""_!--""'_?==. w=·-""·~=~=~-"'-~=~9-'-_-'-.. "'-'-'--'-'--'-'-"-'--'-'--'--'--------i 
¡j Manitoba 1 Populus ij :Zé_lla~ky, 1965 

:1 Quebec j Popul~s :1 Anonymous, 1965; Vujanovic et al., 1999 --

il Saskatchewan 1 Populus 'I Zalasky, 1965 ··-

::·¡ ~OST A RICA 1 Theobroma, Coffea Echandi and Segall, 1956; Martin, 1949~ 
Siller, 1958 

•I CUBA ·--¡·~S-p_a_t_llo_de_a_, ----- Isla and Ravelo 1989; Triana and DiaZ 
. Xanthosoma, Citnis i 1989; Rodriguez and Alfonso 1978 

:l~b~~~~~~NA 1 Tlzeobr~nz~- ________ J~i~~~~, ~96~ _ ·-

:¡GUATEMALA ¡~:;:roma, ·--~:~::J;;~~~:~;;d Sosa, 1960; Szkolnik, 19S1; 

11 HAITI l 1p0111oe~ . . . . - :1 }3é_tfker, 1?2.6 . -

!1 JAMAICA J~i111e~!-~----- ___ ·- _ Jl.1.--~~th~r, ~-966 __ ·- _ ---

!1 MÉXICO !l _~~~~~ .. 1:_7!!~~~!!~- _ __j ~~till~~-9~?!~!~ ~J'~c~~~~~ 5962~~, 595433 

!!TRINIDAD Y'j ! Baker, 1936; Baker. and Dale, 1951; Briant, 
liTOBAGO . . J1~~~~:-~~°!'~o~ia / ~9~~; Iton, 1959; Leach, 1946 

jl6~i~g~s / __ ··----------·-·· ··-··-· ¡......----------------! 
ji Alaska . ;I !'_op.!!.!_1!_!_ ____ ... __ . _ .... 11 Hinds and Laurent, 1978 _ 

11 Arkansas il Pla~~~ll~- .... _ . ___ _ . il_lVlcChcken and Burkhardt, 1977 
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¡··-·· " . .. -·---··. - . ·-· .... ·--·····-·-· 
1 Tabla 3. Distribución geográfica de C. (imbriata (continúa). 

Pais/ Región 'I . ----~~éspe(f m il Referencias 

1 
AMÉRICA NORTE y CENTRAL 

!..--------· ---''---'-" . . ---------------- - ---------;o;;-=··-=-=--=--=--=-=·c....·--..;_--=---'· -=·-··---'· ·=----. -==~"-'-=-=-=='-'---'--1 

¡I California 1 :~:;f :;zium, Plat~nus, J[;;~~~:~=:~/~~:~~~de:1:~:;~r;;;~9;~d. 
j~I C-o-lo_r_a_d_o _____ J Popl_l!lis_ _ Jl_r.!~~s~~9_?72 _ _ -

¡J Delaware J Pln!_'!!!_li~ __ JI ~()()!<' 1940; Wél!ter,_ 19~? .. 

11 Florida :¡¿.;,~:" _~1="'JI ~u;e~i et aL, 1994 _ _ 
:1 Hawaii 1 Syn8._~~-~1l.11''. .. C7~~~~~5.!ª_jJ ~c~i':1_'.1_ <lllt:f Ara.~a~i::_19_?? __ .. 

¡J Kentucky ·¡ Plntnnu_s _ J:.=.l_'-"~""'o"--o-'--k=-'-"-l"-9;...;.4.;.;.0_;_· -"-'--'-;..;;_;;.="--'--"-"-'---"-----

¡¡ Louisiana J Pln!'!.1!_1!5.~_ 111_~11!°.'!.'!. ___ ___ /l 9.!:~~_I"\E!~.J"l'1- Lm.vE!'. ~?~~. 

il ;¿~g;s 1 Pintan~'. . - __ _ ji;;;:;D=_=()d=g~e=:=_1=94"-"o;..;..~-~---"'==-"-'-"-=-"------'--------

!I Massachusetts J Ipon~~'!- JJ_B~I_sE=ci~en ~~~~6~ _ 

., Minnesota 1 Populus !J \<\'_()()~ ~d French, 1962 

¡-Mississippi J Plntmzus 1 Walter, 1946 
·¡ New Jersey ----, Plntnnus :l~o-o-d-'-g-e-,-1-9_4_0_; _W_a_l_t_e_r,-1-9_4_6 ___________________ --· 

J New York 1 Plntnn1'5.__ __ _________ il~w=--·-c.::ª;;:;cl=!e=~"'-:"-1--"9-'-4-'-6-__;;..;_'-'-----------
.J North Carolina j Plntmzz¡s,]p_()n!'!!!.'L il=_W=---=-<_l=_l=t~=-~:.:..-'.:..:.1--"9-'--'4'--6-'--'-'-'----'-'--'----------
:,1 Pennsylvania 1 Plntmzus ::¡ Dodge, 1940; Jackson and Sleeth, 1935; 

'Walter, 1946 
. . - . . 

'.(STA TESIS NO 5.AlJ:' 
- - -)'l''~ (-. t. 
- , .,. " -,~1?j,l H. i ¡,~, -··•" 

• 1. -: ,~· .'l l.. :... ..._ ~ . . 
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[;~~~a ~- ~~~~uci~~ geográfica de C. fimbriata (continúa). ·-· . .. ··- -

¡J .. País/Región ... ·¡···· -n-~;~~:~-~-~-----l-~-------- -----~e~~r~~~¡~s--

11 AMÉRICA DEL SUR 
ll BRASIL ¡.--------------------
¡ . .-'---'-~--'-~~~--'-~~~~~~~~ 

¡J .... _B_a_h_ia ______ J The~~!'!.!'.~'!~ J:!~'!- _ j _Bei:errn, 1997; Pereira and Santos, 1986 

/I Minas Gerais 1 Crotfl.~ª-ri_'!. ___ _____ .. jJ c?;a;r~?~- et al., 1940; Muller, 1937 . __ 

l
il Pará :

1 
Albuquerque et al., 1972; Deslandes, · Hevea, Gmelina 

! 1944; Muchovej et al., 1978 

11 Pernambuco ;"""J-c"""~o=-~=~"""/~=.;=·~=-~-=~"----~"";'""~""'~"'"'~,.,=_a"'"····'""i·)J:n:~:-:;:~=sta=-=·-'·=1=9=4=7=, =1=9=60===================-----• 

ji Rondonia il Tllf!~~~~'! ____________ J _8.~~~l:)~_<Ul(Í Evans, 1978 
1 1 • • Arruda, 1940; Oliveira, 1966; Ribeiro 

1 Cass1a, Ficus, Hevea, t 1 1987,· 5·1 . t 1 1985,·· · Ma ife e a ., i ve1ra e a . 
i n~ ra Valarini and Tokeshi, 1980 

Sao Paulo 

1.-----------, ···- ----·--·----" 
;I e ! Arbelaez, 1957; Borja et al., 1995; 
¡ COLOMBIA : ¿fti::roma, offea,, ~9a;~es, 1944; Mourichon, 1994; Pontis, 

'.-------'----.---·---·-·-·-----··-----.---------------------
11 ECUADOR . ]IT/~:"_ ___ , _ _j ~~~~:~~·-~-~~~~~~z'._~;~:si~;~er, ~~~ 
1' GUYANA . !I T.1-~~_!'!~~--- .. --____ Jl_~~s!'<lr__,_!_9_6:' ____ ........ ____ _ 

!I PERU The°.b~~~-ª' Ip~~1oea . . l ~;~~ ~~r~~sar~;-:i~,pa~~9 1964; Rada, 

il SURINAME 1 c::'~g~n, __ ,____ ·----- ·- _ _ ji_ f\!C:C ~u!ture ~4503 . __ _ 
¡¡ VENEZUELA 1 Coffea, Tlreobroma j"""M_a_I_a_g_u_ti-,--1-9-52-a-,--1-9_5_2_b_; _P_o_n_ti-s,~1-9_5_1_; 

. _________ _ ___ .. __ ,____ .J ~i:rc~, 1988 __ 

:¡EUROPA 
il AZORES !Ipom~e~-. . . J~B-e-n-sa_u_d_e_, -19_2_7 ___________ ._ .. _ 

¡¡::-------'.! °F_e_r_r_a-r1_·_a_n_d--P-ec_h_e_n_o_t_, __ 1_9_7_9_,--1-974, 
1
,; FRANCIA Platmz.us 1976; Grosclaude et al., 1991; 

· Vigouroux, 1986 
J ITALIA .Jr-P-la-t-an_u_s ______ il"""p_an_._c_o_h_e_s_i_, -1-9-81----------'---·-
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ÍjTabla 3. Distribución geo~áfica de -e: fl~~~;~-~- ---
' ~..;.....;~-~---~----------· 
11 Ei::: :egi6n J - ~~éal'e~ -- u J ___ --- ---- --~e:fe~~~~~as 
!j POLONIA j Populus - - --------- -r=~~~~~ ~~d- deKam,- 1976; Przybyl, 1980, 

:¡ SUIZA 1 Platan!'5- __ - JJ-~;?n~?nous, 1988 . - - ----

Ji OCEANÍA 

!I New South Wales JI s1111goniw11 1!".Y~~~r ~tal.~ ~9~_8 
!l~Q-u_e_e_n_s_la_n_d ________ !'l~s-y-,-,g-o-,-,;-u_n_1 _!j~w-.-a-l_k_e_r_e_t_a_l_.,_l_9_8_8 ___________ , 

:¡AUSTRALIA ___ J _ 

:¡Victoria :¡ Syngonium j.._w"'---a""""l'-k-e-'-r-e-'-t-a-l-.,'--1-9_8_8 _________ _ 

Xantliosoma 
Firman, 1972; Graham, 1965; Walker et al., 

1988 •¡;;.--
¡1 NUEVA ZELANDA Jr-1 l_P_()_n_-,~-_-a_-_-_ -__ -_¡lr-_-~---1-_~-'-~--~-~~-~--~-'-6_0-___ -___ -____ -__ -_-----------• 

!I PAPUA NUEVA GUINEA i :::v:~oea, !¡ ~rum' 1953 

a) 

Figura 5. Micelio y peritecio negro y naranja (a), se observa la masa de ascosporas en 
el ápice (b), cultivo en papa. 

1:.:---_::-:::::---:=·--:;;.:-·:_::---::.:;--======_:_::.._:__:_:_::::....:__ ~~=ec_-co-.. ---=--· -~~~~~~ 
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Apl!nJicc 111 -Ccratocystis flrnbriala-

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

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

C. timbriata ocasionalmente es el causante de los mayores desastres en América latina, 
causando graves daños en la producción de café y cacao. En las plantaciones de cacao, el 
hongo ha destruido aproximadamente el 50 % de los árboles en algunas localidades 
(Idrobo, 1958). Actualmente tiene gran relevancia en Brasil, en mango la infección ocurre 
esporádicamente 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 dólares estadounidenses 
(Somasekhara, 1999). La producción de papa por E.U. disminuyó por causa del 
hongo.63,64 ,65 
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>o- CONTROL 

La propagación del hongo puede ser controlada por medio de la sanitización 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 opción. No existen métodos de control 
naturales. 

Árboles de cacao infectados por C. fimbriata 

Figura 8. Hojas secas del árbol de cacao 

Figura ,9. El hongo infecta el 
tronco e invade hasta la raíz 
produciendo la muerte del árbol 
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Árboles de mango infectados por Ceratoc11stis fimbriata: 

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

Figura 11. Los árboles 
infectados o muertos son un 
foco de propagación del hongo. 

Figura 12. Daño 
típico, de la 
infeción. 

----------·· -----·; 
mr,~-" <'('·,_,· 
lt.~1~: ~ .)_1'; 

'FALLA DE ORlGEN 
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La cromatografía es una técnica físico-química de separación, en la que los componentes 
a separar se distribuyen entre dos fases: una estacionaria, de gran desarrollo superficial, 
y otra móvil, 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 
distribución entre las dos fases, generalmente de distinta magnitud para cada 
componente de la mezcla, por lo que cada uno de ellos se desplazará con diferente 
velocidad a lo largo del sistema. 75 Y 76 

CROMATOGRAFÍA DE GASES 

Es la técnica más utilizada en la separación de compuestos orgánicos e inorgánicos 
térmicamente estables y volátiles. La cromatografía gas-líquido (CGL) lleva a cabo la 
separación por medio del reparto de los componentes de la mezcla, entre una fase 
gaseosa que fluye y una fase líquida estacionaria depositada sobre un soporte sólido. 

La cromatografía gas-sólido (CGS) utiliza un adsorbente sólido como fase estacionaria, 
de modo que la retención selectiva de los componentes de la mezcla se debe a 
fenómenos de adsorción superficial regidos por las teorías del equilibrio gas-sólido. 

Por lo que concierne a la instrumentación, el esquema de un cromatógrafo de líquidos 
puede observarse en la figura 1 y se conforma de los siguientes elementos: 

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

CJ Inyector (1): Es un dispositivo que permite la introducción de la muestra en la 
corriente del gas portador. Existe cierta variedad de diseño según el tipo de muestra que 
se pretenda analizar. El más común es el inyector de líquidos, que puede utilizarse para 
sólidos en disolución, líquidos y gases. Se trata de una cámara situada a la entrada de la 
columna cromatográfica (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 mi en el trabajo analítico ordinario. 

CJ Columna cromatográfica (C): Es el elemento que define de un cromatógrafo, donde 
tiene lugar el proceso físico de separación. Consiste en un tubo de vidrio o metal (acero 
inoxidable, aluminio ... ) de longitud que oscila normalmente entre 1 y 20 m y cuyo 
diámetro interior varía entre 0,1 y 25 mm. Hay una gran variedad de columnas 
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cromatográficas debido a la diversidad de posibilidades existentes en cuanto a la 
elección de dimensiones del tubo, fases estacionarias, disposición de dichas fases, etc. 
Los dos tipos de columnas básicas de uso más general son las empacadas o de relleno y 
las capilares. El éxito de un análisis depende básicamente de la selección adecuada de la 
columna. 

o Horno (H): Es el habitáculo, en cuyo interior se sitúa la columna. Debe disponer de 
una buena regulación de la temperatura. 

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

o Registrador (R): Dispositivo que integra la señal que recibe del detector y la presenta 
en una pantalla o en papel. La interfase y el sistema de cómputo facilitan la obtención de 
datos. 75 Y 76 

(1) 
Muestra 

(M) (H) 

(D) 

(G) 

Figura l. Cromatógrafo de gases. 75 y76 

(R) 

Registro 

lderf'ac1 

Sistema de 
in1Bgraci6n 

de dalo• 
Compt*adora 

íESlS CON .. \ 
¡ALLf-\DE orumrn J 
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CUANTIFICACIÓN DE LOS COMPONENTES DEL EXTRACTO ETÉREO POR EL 
MÉTODO DEL ESTÁNDAR INTERNO. 

Este es un método de cuantificación en el que la cantidad inyectada no es crítica. Un 
peso o un volumen de un estándar se mezcla con una cantidad conocida de la muestra 
problema, y se cromatografía. Todo aumenta o disminuye proporcionalmente con el 
volumen que se inyecta. Si se permanece en el rango de concentración en donde la 
respuesta es lineal, los factores de respuesta relativos (área compuesto problema/ área 
estandar interno) permanecen constantes. 

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

Una ventaja de este método de cuantificación es, entre otras, que no se necesitan 
inyecciones repetitivas, sino que se conserve la relación de áreas. La dificultad de este 
método está en buscar un estándar interno adecuado que no interfiera con los 
componentes de Ja muestra. Los requisitos que debe cumplir un estándar interno son: 

>- Que no se encuentre en la muestra problema. 

>- Debe ser posible obtenerlo en alta pureza. 

;.... Debe ser estable bajo condiciones cromatográficas. 

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

>- Debe ser cromatográficamente limpio, dando un pico bien formado y separado de 

todos los picos de la muestra. 

» Debe ser soluble en la muestra. 

:O- Debe tener un tiempo de retención comparable a Jos de los componentes de la 

muestra. 
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Una vez obtenido el cromatograma, se calcularon los factores de área y de volumen de 
la siguiente manera: 

área del estándar 

factor de área =----------- ..... (1) 

área del est. interno 

vol. del estándar 
factor de volumen ~--------- ..... (2) 

vol. del est. interno 

Estos factores, se emplean para hacer una gráfica en la que el factor de volumen se 
coloca en el eje X y en el eje Y el factor de área, la pendiente de ésta recta, es el factor de 
respuesta. Se calculó la regresión lineal, la pendiente (m), la ordenada al origen (b) y el 
coeficiente de correlación (R). 

La ecuación de la recta es : 

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

Y=mx+b 

Si despejamos x de 3 tenemos que : 
Y-b 

X=-c------

m 

vol. prob. 
Se sabe que: factor de volumen 

vol. est. interno 

..•.. (3) 

..... (4) 

=X ..... (5) 

Como la cantidad adicionada de 2-octanol (1.2 mcl/ml) fué siempre constante tenemos 
que: 

vol. prob. 
X . .... (6) 

1.2 
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Entonces la ecuación 7 queda: 
Y-b 

vol prob. ----(1.2) ..... (7) 
m 

para encontrar la concentración del problema sustituir en la ecuación 7 los valores de la 
m, la by el factor de área de cada uno de los compuestos a cuantificar. 
En el tabla 1 se indican los valores obtenidos para el coeficiente de regresión lineal (R), 
la R2 de los estándares encontrados en las muestras disueltos en éter. 

Tabla 1. Curvas estándar en éter, valores de la regresión lineal y rangos de 
aplicación de las curvas . 

Compuesto . . [_~Jl_JL'_j_:_J 
Acetaldehido 

1 
o.0993()1~ 0.268451: 0.994531 0.98901 

Butano! 
1 

0.009551
1 

1.042241 0.996811 0.99361 

Acetato de bu tilo I: º·ºº6651! 1.106301 o.989011 o.97811 

Acetato de etilo li -0.311471! 0.513771i 0.988081' 0.97631: 

Acetato de isoamilo li -o:467s1¡¡---o-:7s4721! o.9941611 -o.9883¡:, 

Etanol ··· ¡¡--io78695Jí-o~ss5551f o:992so¡: · o.9850¡ 

Alcohol amílico .. w--cü514591! 0~809391! o.991941' o.98391 

Alcohol isoamílico 1: -o:oossi][ 0:9911s1: o.987041: o.97421 

Isobutanol -1f--ó.oó6311[-0:6744ili o.99692li o.9938\, 

: Isopropanol 1 r-- 0~0034olr o-.67236li-º·997is¡¡-o.-99431¡ 
-·-- -¡:-- O.Ol3ói][ o.744481iu o:99239W ó.984Bj! Butirato de etilo 

.Propionato de etilo ¡: ---0~00987\!-o.710251! o.99os7j o.9iúsj: 

.2-propanona li' o.oJ.7561¡ o.5773ó!/ 0.999781: o.99951: 

;Diacetilo ____ Jí-:~~!-~31!_~:~~~31C?:99-~~JL~·-9-~:~~11_ -·--· -- -·--------·----· ---

Rango de 
aplicación 

µl/L 
1-20 _____ _./ 

o.oo~~~J 
0.006 - 0.2 1 

0.5 - 20 1 

0.5-20 1 

50-60~ 

0.01 - 20 1 

0.006--~ 
0.5 - 20 

1 
0.004 - 0.5 

1 
0.006 - 0.5 

1 
0.006 - 0.05 

1 
0.5 - 22 

1: 
3-24 ll 
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En el tabla 2, se dan los valores encontrados para las curvas estándar realizadas para el 
análisis de espacio de cabeza. 

Tabla 2. Curvas estándar en espacio de cabeza, valores de la regresión lineal y 
rangos d r ·ó d 1 e ap 1cac1 n e as curvas. 

Compuesto '---~-J m ¡ R ¡ R 2 ¡ Rango de T_~_J~' . J ~ : . aplicación µl/L 
Alcohol amílico 1 815.346 I . 68242.29-¡i . 0.9998 I 0.9978 I 0.1-3.0 _____ ___] 

Alcohol isoamílico 1 -7518.02 I 41124.381 0.9904 I 0.9808 I 1 

·-
__ _<?:92.:_2___ -- J 

Butano! 1 -9772.001 68378.47 I 0.9937 I 0.9874 j 0.2-4.5 1 

·- ----------··- - J 

Etanol 4528.42 I 53753.84 I 0.9975 I 0.99501 . .Q.15-6_] 

Isobutanol 1122.oo 1 62005.ool 0.9943 I 0.9886 I 0.02-2 -· ____ j 
Isopropanol -5909.001 5636.69¡: 0.9968 I 0.9936 I 0.1-3.0 _ __j 
Acetato de etilo -9817.64 j 55477.49¡; 0.9977 j 0.9954 j 0.2-6 .. -J 
Acetato de butilo 370.57 j 51729.65 I 0.9932 I 0.9864 j 0.02-2 _ _J 
Acetato de isaoamilo 10607.001 40758.701 0.9904 I 0.9808 I 0.02-2. __J 
Butirato de etilo 370.57 j 51729.66 j 0.9899 j 0.9781 j 0.03-3.0___j 

Propionato de etilo -5581.001 · 54808.26 I: 0.9974 I 0.9948 j 0.2-4.5 1 
Acetaldehído l76.21 j' 32499.86-,1 0.9900 ji 0.9801 j 0.01 - 0.1 1 
2-rroranona 1 -8526.oo lf z5683.9j lf · o.9889 j! o.9752 j: 0.01 - 0.1 1 

¡: -258:63 J! .. 45236.ssF - ó.99i9T o:9s94T 
·---

1 Diacetilo 0.01 - 0.1 
··-·-· 

TIEMPO DE RETENCIÓN 

Dentro de la columna cromatográfica, el tiempo de retención es uno de los valores más 
importantes. El tiempo de retención involucra el período siguiente a la inyección que es 
necesario para que un compuesto pase a través de una columna. 

El tiempo de retención se determina a partir del tiempo en ql,le se inyectó la muestra 
hasta el tiempo en que se presenta la máxima desviación del pico de la sustancia que se 
está 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 comparación directa de este dato con valores de 
compuestos conocidos determinadas bajo las mismas condiciones. 75y76 

TESTS CON ¡ 

FALLP.1._DE._2RIGEN 1 
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En el tabla 3 se presentan los tiempos de retención obtenidos experimentalmente para 
los compuestos estudiados en este trabajo bajo las siguientes condiciones: 
• Cromatógrafo de gases, equipado con un detector de ionización de flama y una 
columna capilar de Carbowax. 

• Temperatura del inyector y del detector de 225 ºC. 
• Para el horno se empleó un programa de calentamiento con temperatura inicial de 
35ºC durante 3 minutos y una rampa de temperatura de 5ºC cada minuto. 

• Temperatura final del horno de 190ºC. 
• Gas acarreador helio. 
• Relación del split 1:40 
• Volumen de inyección de 2 mL 

Compuesto 

, Alcoholes u -- - - -- - - - • 1 
: Amílico 11 9.75 li 
1~1 B_· u_ta_--~_--o_---_I_--_--_____ ¡¡"'""-==--.,,..,...---8-.=90=-:--:--~I! 
i Et~~ol ___ -·- - 11-- - - i7(J" il 
1...,,, i~~-,-_º.,,. __ ª-=~-:-__ ,...n.,,,,_i,.,.é""'ü'""'-..... ---""'-=-=-:-:,,,....,, ___ ,,,. ___ :-_.,-7' __ ¡¡-· ---- -io~so · 1: 

!~_-I_-~--~---~P_-r_o~p~--~-~-·()_-1_-·_-____ ··~¡['--__ .----3-.5 ..... 0 ____ __,I! 
1_1_~=º-b=u=t~-~=~--~=-1--__ ,,_.. __ ____.H~-=---_,.,..._,...,-7_.3=º----~',' 
l Ésic-res - · · -- --- - - - -¡: 
!Acetato de ~iüo ___ --·¡¡ 2.90 1 

li 
:~;2=-=p=r=o=p=a=~=-o=·=n=a=======-·-¡~¡--~~~~~:_::_:4_.-1_0-_-_:_= •. ==:1

1
:.1 

1 oí acetilo · · ![____ 4.5o . 
'[c--=Al='1=--e=--h=í=d=o=s======~ · ·· ---¡I 

: Cetonas 

i Acetalde}~ído ·· -l.~l-____ 1_.7_0 __ ··-·~¡I 
- -- - - -- _ __¡ 

Cuadro 3. Tiempos de retención de compuestos 
del aroma producidos por C. fimbriata. 
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