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1. Introduccion

El sotol es una bebida alcohdlica destilada, obtenida a partir de la fermentacion de
las pifias o cabezas de la planta silvestre perteneciente al género Dasylirion spp,
nativa de zonas desérticas al norte de México, esta zona compartida por los estados
de Chihuahua, Coahuila y Durango (IMPI, 2002; De la Garza et al., 2008).

En proyectos anteriores se aislaron 2 especies de levadura diferentes, a partir de la
fermentacién natural del Sotol (Franco, 2018). Las especies de levadura que se
aislaron son Saccharomyces cerevisiae y Torulaspora delbrueckii. Estas dos
especies de levadura se utilizaron como cultivos iniciadores para el presente
proyecto. El aislamiento de nuevos cultivos iniciadores provenientes de matrices
naturales se ha propuesto por Marongiu et al. (2015), como un método para

incrementar el perfil aromatico de las fermentaciones.

Existen indicios de que el empleo de mezclas de levadura como cultivos iniciadores
puede suponer mas ventajas de las que se pensaba, al conseguir arranques de
fermentacion mas sodlidos y eficientes. En cualquier caso, el estudio de las
interacciones entre los cultivos iniciadores utilizados en la misma fermentacion va a
ser para mejorar el control de la fermentacion en estas nuevas condiciones
(Tronchoni et al., 2017).

Durante la fermentacibn de bebidas alcohodlicas intervienen principalmente
levaduras del género Saccharomyces. Sin embargo, existen otros géneros de
levaduras que también participan en los procesos fermentativos, estas son las
levaduras denominadas no-Saccharomyces, las cuales mediante la produccién de
congenéricos, enzimas Yy proteinas pueden enriquecer organoléptica vy

nutricionalmente las bebidas alcoholicas (Casas, 2015).

El uso de cultivos iniciadores, que combinen cepas de levaduras no-Saccharomyces
con cepas de S. cerevisiae, se postula como una alternativa a la recuperacion de la
variabilidad que existe en los cultivos “naturales” durante fermentaciones

espontaneas. Por otra parte, al manipular la cantidad y género de levaduras no-



Saccharomyces durante la fermentacion se pueden producir bebidas alcohdlicas
con parametros de calidad de aroma y sabor que cumplan con las expectativas del
consumidor (Tronchoni et al., 2017). Se ha reportado que el uso de no-
Saccharomyces en los procesos de fermentacion puede incrementar parametros de
calidad (Benito, 2018).

En general, los criterios de seleccion de cepas de levaduras no-Saccharomyces
para el desarrollo de estos nuevos cultivos iniciadores se basan en su
comportamiento en cultivos puros, ya sea en medios sintéticos 0 en mostos
naturales. Estos estudios, que son necesarios en una primera fase de cualquier
proceso de seleccion, permiten obtener una primera impresion de las
potencialidades de las levaduras. Sin embargo, en condiciones reales de utilizacion,
se van a producir interacciones entre las diferentes levaduras implicadas. Estas
interacciones no solo afectan a la dinamica de poblaciones, sino a los metabolitos
gue se producen. Y tampoco son unidireccionales, sino que tanto S. cerevisiae
como las no-Saccharomyces pueden modificar su perfil metabdlico cuando
participan en la misma fermentacion. Por lo tanto, es necesario tener en cuenta
estas posibilidades en el desarrollo de nuevas levaduras comerciales, asi como
conocer la compatibilidad entre cepas o especies de levaduras, o al menos cuéles
son las consecuencias de su utilizacion conjunta, mas alla de las potencialidades

gue se aprecian cuando se utilizan por separado (Tronchoni et al., 2017).

La finalidad de este proyecto es analizar la interaccidn que existe entre estas 2
levaduras, por medio de fermentaciones mixtas e individuales en un medio sintético,
de las cuales se evaluaron las diferencias en el consumo de azucares, crecimiento
microbiano, y en la cuantificacion de diferentes compuestos obtenidos de la

fermentacion, principalmente compuestos congenéricos.

A los compuestos quimicos relacionados con el sabor y aroma de la bebida se les
denomina congenéricos y tienen la peculiaridad de encontrarse en muy bajas
concentraciones, comparados con el etanol producido (Casas, 2015). Las bebidas
alcoholicas son apreciadas y diferenciadas por la presencia de los compuestos

congenéricos.



Posteriormente se realizaron las mismas fermentaciones, pero con una fuente de
nitrogeno diferente, con lo cual se evaluaron las diferencias entre una fuente y otra.
Debido a que la concentracion y tipo de nitrogeno es fundamental para la
composiciéon final del medio (Zumarraga y Barbero, 2014), ya que las fuentes
nitrogenadas del mosto (amonio y aminoacidos) son precursores aromaticos,
determinando igualmente la calidad aromatica (Mas et al., 2013). A su vez, el
contenido de nitrégeno condiciona la realizacion de la fermentacion alcohdlica, tanto

en su velocidad como en su culminacion (Thaillandier et al. 2007).

De esta manera, se determind si la interaccion entre estas dos levaduras es
favorable o no, para utilizarse posteriormente de forma conjunta en fermentaciones
mixtas, lo cual podria contribuir al desarrollo de nuevos productos. Las posibles
interacciones sinérgicas entre diferentes levaduras pueden proporcionar una
herramienta para la aplicacion de las nuevas tecnologias de fermentacion

(Viramontes y Pérez, 2014).



2. Fundamentos tedricos

2.1 Definicién y caracteristicas generales del Sotol.

El Sotol es una bebida alcohdlica, obtenida a partir de la destilacion de mostos
fermentados de cabezas o pifias de la planta con el mismo nombre sotol o sereque
(De la Garza et al., 2008). Esta planta pertenece al género Dasylirion spp, y forma
parte de la familia de las liliaceas, de hojas largas y fibrosas, de forma lanceolada,
de color verde, cuya parte aprovechable para la elaboracion del Sotol, es la pifia o
cabeza. (Figura 1). Estas plantas son obtenidas de poblaciones naturales y
cultivadas en los estados de Chihuahua, Coahuila y Durango. (IMPI, 2002)

Figura 1. Dasylirion spp.

De acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-159-SCFI-2004, Bebidas

alcoholicas-Sotol-Especificaciones y métodos de prueba. El sotol se define como:

“Bebida alcohdlica regional obtenida por destilacién y rectificacion de mostos,
preparados directa y originalmente del material extraido, dentro de las instalaciones
de la fabrica ubicada dentro de la denominacién de origen, derivado de la molienda
de las cabezas maduras de Dasylirion spp., previa o posteriormente hidrolizadas o
cocidas, y sometidos a fermentacion alcoholica con levaduras, cultivadas o no,
siendo susceptible de ser enriquecido por otros azucares hasta en una proporciéon
no mayor de 49%, en la inteligencia de que en esta acciébn 0 mezcla no estan

permitidas las mezclas en frio. El sotol es un liquido que, de acuerdo a su tipo, es

4



incoloro o amarillento cuando es madurado en recipientes de madera de roble,
encino, acacia, castafio, haya, fresno, u otras alternativas tecnoldgicas, o cuando

se aboque sin madurarlo.”

Es importante mencionar que la Norma Oficial Mexicana NOM-159-SCFI-2004,
establece que puede ser enriquecido por otros azlcares hasta en una proporcion
no mayor de 49%, refiriéendose a ser enriquecido con otros azucares fermentables,
ya que de acuerdo con el Reglamento Sanitario de Bebidas Alcohdlicas emitido por
la Secretaria de Salubridad y Asistencia, se permitird la adicion de azlcares para
reforzar la cantidad de hidratos de carbono fermentables contenidos en el jugo de
las “cabezas” o “pifias” cocidas. Y de acuerdo con esto el Sotol debera tener una

concentracion alcohdlica entre 38° y 55° G.L.

Es importante destacar que el Instituto Mexicano de la Propiedad Industrial (IMP1)
otorgd la Denominacién de Origen a esta bebida en el afio 2002, declarando su
origen en la zona geogréafica que abarca todos y cada uno de los municipios que

conforman los estados de Chihuahua, Coahuila y Durango (IMPI, 2002).

Chihuahua
Coahuila

Durango

Figura 2. Estados donde se produce el Sotol en México.



El sotol contiene carbohidratos simples, tales como glucosa, fructosa, asi como
carbohidratos complejos como una serie de fructooligosacaridos que desempefan

un papel relevante en el proceso de fermentacion (De la Garza et al., 2008).

2.1.1 Origen del Sotol

Existen vestigios que el Sotol ha sido fabricado en el estado de Chihuahua desde
hace mas de 800 afios por los pobladores del Paquimé, después de las diferentes
tribus de indigenas como son los anasazis, los tarahumaras, los tobosos y los
apaches, siguiéndolos los espafioles quienes implantaron métodos de destilacion
mas eficaces y desde entonces a la fecha por los pobladores de dicho territorio.
(IMPI, 2002)

2.1.2 Microbiota presente encontrada en Sotol.

En un estudio de la microbiota presente en diferentes etapas de la produccién del
Sotol De la Garza et al. (2008) identificd a 2 especies de levadura: S. cerevisiae y a
Protatheca sp., estas encontradas después de la coccion de las pifias durante el
“‘majado”, cabe mencionar que al final de la fermentacion solo se detect6 a S.

cerevisiae.

De igual forma, en las primeras etapas de la fermentacion se identifico a 4 diferentes
tipos de bacterias Gram negativo: Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis,
Acetobacter sp. y Bacillus deiformis.

Después de la coccion, en el “majado” y durante la fermentaciéon se encontré la

presencia de un hongo: Mucor circinelloides.

También se ha descrito la presencia de levaduras no-Saccharomyces en el Sotol
donde se han encontrado como mayoritarias a Kluyveromyces marxianus y a
Torulaspora delbrueckii, y con una menor presencia a Candida sp. y Pichia sp.
(Sobrino, 2019).

Es importante sefialar que el Sotol es una bebida destilada por lo que la microbiota

descrita en este estudio se presenta en las etapas previas a la destilacion, es decir,



después de la coccion de las pifias, durante la etapa denominada “majado” y a lo

largo de la fermentacion.

2.1.3 Compuestos congenéricos encontrados en Sotol.
Algunos de los compuestos superiores detectados en el jugo de fermentacion del
sotol son: 2-fenil etanol, limoneno, isoamil acetato, alcohol isoamilico, 3-metil 2-
butanol, 4-metil 1-butanol, metanol, hexanol, etil acetato, ciclopentanona, fenil
acetato, propanol, y acetato de geranilo (Flores et al., 2019).

Se han estudiado los compuestos aromaticos de bebidas étnicas mexicanas como
el tequila, mezcal y sotol. Los resultados muestran una gran cantidad de ésteres,
alcoholes, acidos, algunas cetonas, aldehidos y algunos furanos. Especificamente
en el sotol se han encontrado los siguientes componentes: 2-metil-1-propanol, 3-
metil-1-butanol, &cido octanoico, acido acético, fenil etanol y butirolactona. (Lépez y
Guevara, 2001).

2.2 Levaduras. Definicion y caracteristicas generales.

Las levaduras se pueden definir como hongos unicelulares, eucariotas, con estados
vegetativos que se reproducen predominantemente por gemacion o fision. Mientras
gue muchas especies de levaduras son siempre unicelulares, otras son dimorficas
o bifasicas, es decir, pueden crecer como micelio en condiciones ambientales

apropiadas de nutrientes o temperatura (Latisnere et al., 2006).

Las levaduras forman sobre los medios de cultivo colonias pastosas, constituidas
por células aisladas que suelen ser esféricas, ovoideas, elipsoideas o alargadas.
Unas pocas presentan hifas. Las dimensiones pueden oscilar de 1 a 9 um de ancho
y 2 a mas de 20 um de longitud segun la especie, nutricion, edad y otros factores.
(UNSA, 2007)

Las levaduras son oxidativas, fermentativas, o bien su actividad metabdlica es a la
vez de ambos tipos. (Camacho et al., 2009). Las levaduras pueden cambiar su
metabolismo de oxidativo a fermentativo por lo que se les incluye en el grupo de

aerobios facultativos (Ochoa, 2004).



Son organismos heterotrofos, por lo tanto, requieren de carbono organico para
obtener energia y para la sintesis de sus componentes celulares. Sin embargo, los
requerimientos nutricionales pueden variar entre las diferentes especies de
levadura. (Sobrino, 2019)

Los constituyentes macromoleculares de las levaduras incluyen proteinas,

glicoproteinas, polisacaridos, polifosfatos, lipidos y &cidos nucleicos. (Walker, 1998)

2.3 Fermentacion alcoholica

Las células de levadura se emplean a menudo en procesos de fermentacion
industrial por su capacidad para convertir de manera eficiente altas concentraciones
de azucares en etanol y diéxido de carbono. Ademas, las células fermentadoras de
levadura con los nutrientes apropiados producen una amplia gama de otros
compuestos, incluyendo varios alcoholes superiores, compuestos carbonilicos,
compuestos fendlicos, derivados de acidos grasos y compuestos de azufre.
Curiosamente, muchos de estos metabolitos secundarios son volatiles y tienen

aromas picantes gue son vitales para la calidad del producto (Dzialo et al., 2017).

La fermentacion alcohdlica es una bioreaccién que permite degradar azicares en

alcohol y diéxido de carbono. La conversién se representa mediante la ecuacion:

C,H,0, —2C,H.OH +2CO,

A pesar de parecer, a nivel estequiométrico, una transformacién simple, la
secuencia de transformaciones para degradar el azucar hasta dos moléculas de
alcohol y dos moléculas de biéxido de carbono es un proceso muy complejo, pues
al mismo tiempo la levadura utiliza el azlUcar y nutrientes adicionales para
reproducirse (Vazquez y Dacosta, 2007).

En condiciones de estrés (baja concentracion de oxigeno) es llevada a cabo la
fermentacion alcohdlica, o que genera etanol y otros compuestos de importancia
sensorial en la bebida como: glicerol, acido acético, ésteres, acetoinas, 1-propanol

e isopropanol (Waldir et al., 2012).



El metabolismo de azucares produce otros muchos subproductos derivados de
rutas secundarias que usan intermediarios de la degradacion de aztcares como por
ejemplo glicerol, acetaldehido, acido acético (que contribuye a la acidez volatil),
diacetilo, acido succinico (y en menor medida los &cidos tartarico, malico y lactico),
compuestos volatiles como monoterpenos o los ésteres que contribuyen a los
aromas frutales y florales o compuestos no volatiles como los acidos grasos y los
alcoholes superiores (Zuméarraga y Barbero, 2014).

En términos generales, la produccion de compuestos de importancia sensorial
depende de la especie y cepa de levadura y de las condiciones de fermentacion
(Rojas et al., 2001). Los pardmetros como temperatura, nivel de oxigeno,
concentracion y tipo de nutrientes son claves en la fermentacién. Estos factores
pueden controlarse para influir positivamente sobre la calidad de la bebida y sobre
el rendimiento del proceso (Leal et al., 2014).

La temperatura de fermentacion afecta tanto el tiempo del proceso asi como la
concentracion final de etanol ya que controla la cantidad de azucares consumidos
por la levadura, asi como también puede afectar las propiedades organolépticas de
la bebida (Liu et al., 2014).

El control de la aireacién del medio de fermentacion puede ser usado para controlar
la sintesis de compuestos quimicos de impacto sensorial en la produccién de
bebidas fermentadas. La aireacién del medio controla la producciéon de compuestos
de la fermentacion como glicerol, etanol, alcoholes superiores, ésteres y acido
acético. En estudios (Waldir et al., 2007; Waldir et al., 2012; Waldir et al., 2014) con
levaduras no-Saccharomyces ha reportado que el oxigeno incrementa la produccién
de alcoholes superiores, pero por otro lado disminuye la produccion de etil acetato
y glicerol. Por lo que la sintesis de estos compuestos puede ser controlado
ajustando la aireacion.

Por otro lado, la concentracion y tipo de nutrientes en el mosto afectan la produccion
de compuestos aromaticos (Saerens et al., 2008), especialmente la relacion
carbono-nitrogeno, la interaccion entre ambos factores puede incidir
significativamente sobre la formacion de estos compuestos; es decir, cada cepa

puede tener un perfil de sintesis para determinados alcoholes superiores,



dependiendo de las condiciones nutricionales del mosto (altas o bajas relaciones C:
N) (Borroto et al., 2017).

2.3.1 Produccién de etanol a partir de azUcares

En muchos procesos de fermentacion industrial, el etanol es el compuesto mas
importante producido por las levaduras. Ademas, es la produccion de este
metabolito primario lo que originalmente desperto el interés por la fermentacion de
bebidas. El etanol es un compuesto aromatico volatil, que tiene un papel vital en la
fermentacién de bebidas y también se utiliza como un biocombustible renovable en
la industria. Dado el papel central del etanol en la fermentacién alcohdlica muchas
investigaciones se han centrado en mejorar la velocidad y eficiencia de la
produccion de alcohol por levaduras en las ultimas décadas, especialmente en la
industria del bioetanol (Dzialo et al., 2017). Curiosamente también hay una nueva
tendencia hacia las bebidas fermentadas con contenido reducido de etanol
(Wilkinson y Jiranck, 2013). Esto es impulsado por la creciente demanda de
consumidores y productores para reducir los problemas asociados con los niveles
de alcohol. Ya que demasiado etanol puede comprometer la calidad del producto y
el consumo excesivo de alcohol se asocia con varios problemas de salud (Dzialo et
al., 2017).

El metabolismo central comienza con la conversion basica de azlcares en piruvato,
produciendo energia en forma de ATP. La levadura asimila los azUcares
fermentables del medio y los convierte en glicerol o piruvato a través de la glucélisis.
La conversion de piruvato a etanol es un proceso de dos pasos. Primero, el piruvato
se convierte en acetaldehido por una piruvato descarboxilasa (PDC), liberando
diéxido de carbono como residuo. El acetaldehido se convierte posteriormente en
etanol por medio de una alcohol deshidrogenasa (ADH) (Dzialo et al., 2017). Es
importante mencionar que estos metabolitos son generados por medio de una via

anaerobia. (Esquema 1)
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Esquema 1.Bioquimica de la produccion de etanol a partir de azlcares.

(Tomado de Dzialo et al., 2017).

2.3.2 Produccién de glicerol
El glicerol es un alcohol con tres grupos hidroxilos, que brinda un sabor dulce y da

cuerpo a la bebida fermentada (Escalante et al., 2012).

No es volatil, ni contribuye al aroma, pero si a su suavidad y viscosidad. El glicerol
es el producto mayoritario originado por las levaduras después del etanol y

anhidrido carbénico (Gardner et al., 1993).

El glicerol es producido por la célula por la reduccién de la dihidroxiacetona-fosfato
a glicerol-fosfato en una reaccién que implica la oxidacién de NADH a NAD, seguida
de la desfosforilacion a glicerol. Se forma en los primeros momentos de la
fermentacién alcohdlica. Su formacion juega un papel muy importante en el
mantenimiento del equilibrio redox en la célula. En ocasiones, es producido como
respuesta el estrés osmotico, pudiendo ser estimulada su produccion en presencia
de altas concentraciones iniciales de azucar (Mairoella et al., 1984). Ademas, la
produccion de glicerol por S. cerevisiae depende de otros factores como la
temperatura de fermentacion, cantidad de nitrogeno del medio, cantidad de SOz2,
aireacion, acidez del mosto y finalmente la cepa de levadura utilizada (Lozano y
Mufioz, 1988; Gardner et al., 1993).

11


https://es.wikipedia.org/wiki/Alcohol
https://es.wikipedia.org/wiki/Grupo_hidroxilo

2.4 Levaduras Saccharomyces y no-Saccharomyces

Durante la fermentacibn de bebidas alcohodlicas intervienen principalmente
levaduras del género Saccharomyces. Sin embargo, existen otros géneros de
levaduras que también participan en los procesos fermentativos, y rara vez son
tomados en cuenta, estas son las levaduras denominadas no-Saccharomyces, las
cuales mediante la produccién de congenéricos, enzimas y proteinas pueden
enriquecer organoléptica y nutricionalmente las bebidas alcohdlicas, lo que ayudaria

a satisfacer el paladar de los consumidores mas exigentes.

2.4.1 Levaduras Saccharomyces
La palabra Saccharomyces viene del latin Saccharo que significa azucar, y myces

que significa hongo (Hernandez, 1999).

Las especies de Saccharomyces son reconocidas por su capacidad para la vigorosa
fermentacion anaerdbica, o semi-anaerdbica, de uno o mas azucares para producir
etanol, estos azucares incluyen D-glucosa, D-fructosa y D-manosa. Casi todas las
cepas de las especies de Saccharomyces pueden utilizar D-galactosa, aerdbica y
anaerobicamente. Sin embargo, no utilizan lactosa ni pentosas o polisacéaridos.
Tampoco utilizan nitrato como fuente de nitrégeno, ni citrato como fuente de carbono

para el crecimiento aerébico (Barnett, 1992).

2.4.2 Levaduras no-Saccharomyces

Las levaduras tipo no-Saccharomyces engloba a todas aquellas levaduras de
diferentes géneros que estan presentes en el mosto durante las primeras fases de
la fermentacion, antes de que Saccharomyces cerevisiae las desplace, siendo esta
Gltima especie la que se encuentra mayoritariamente al final de la fermentacion
(Tronchoni et al., 2017).

Las levaduras no-Saccharomyces forman parte de un consorcio fundamental en la
fermentacién de bebidas alcohdlicas, ya que son estas las responsables de aportar
la mayoria de las caracteristicas organolépticas a los fermentos, los cuales en la
mayoria de los casos enriquecen el aroma y/o sabor de las bebidas alcohdlicas.
Ademas de los metabolitos secundarios producidos por estas levaduras, son

benéficos para la salud del consumidor (Casas, 2015).
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Por otra parte, al manipular la cantidad y género de levaduras no-Saccharomyces
durante la fermentacion se pueden producir bebidas alcohdlicas con parametros de
calidad de aroma y sabor que cumplan con las expectativas del consumidor mas

exigente (Casas, 2015).

2.4.3 Principales caracteristicas que aportan las levaduras no-Saccharomyces
a las bebidas alcohdlicas fermentadas.

Algunas de las caracteristicas de mayor relevancia en cualquier tipo de
fermentacién son el aroma y sabor, que estardn estrictamente relacionados con la
materia prima a fermentar, y las especies de levaduras que realizan la fermentacion.
Los aromas y sabores son el resultado de los diferentes metabolitos de desecho
que produce cada cepa; dentro de estos metabolitos se encuentran compuestos
azufrados, ésteres (acetato de etilo, acetato de isoamilo y acetato de metilo), acidos
organicos (butirico, férmico, propionico), carbonilos (acetona, acetaldehido),

alcoholes (butanol, sec-butanol, isobutanol),entre otros (Enriquez y Acevedo, 2012).

Debido a la importancia de las levaduras no-Saccharomyces en el sabor y aroma
final de las bebidas (Esteve et al.,, 1998), se han realizado estudios con co-
fermentaciones simultdneas y secuenciales usando diferentes cepas de levaduras,
por ejemplo: S. cerevisiae con una no-Saccharomyces (Ravasio et al., 2014).
Algunas de estas Ultimas levaduras pudieran no completar la fermentacién, como
por ejemplo Candida, Pichia, Kluyveromyces, Torulaspora, etc., pero incrementan

la complejidad sensorial de las bebidas (Tataridis et al., 2013).

Se ha reportado que el uso de no-Saccharomyces en los procesos de fermentacion
puede incrementar paradmetros de calidad, como la reduccién del etanol (Contreras
etal., 2014), contenido de glicerol (Belda et al., 2015), complejidad aromatica (Belda
et al. 2017), acidez (Balikci et al. 2016), contenido de antocianinas (Benito et al.,
2017), polisacéaridos y manoproteinas (Domizio et al., 2017). Compuestos nocivos
gue influyen en la inocuidad de los alimentos, como aminas biogénicas o etil
carbamato, también se pueden reducir con el uso de algunas especies de no-

Saccharomyces (Benito et al. 2015a). Por tanto, la seleccién de no-Saccharomyces
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es esencial para optimizar el bouquet de las bebidas alcohdlicas (Ciani y Maccarelli,
1997).

2.5 Caracteristicas generales de Torulaspora delbrueckii.

El género Torulaspora comprende levaduras fermentativas que se pueden
encontrar en habitats silvestres y antropicos, donde pueden coincidir con otras
levaduras fermentativas como Saccharomyces y ZygoSaccharomyces. (Kurtzman,
1904)

Las células de Torulaspora en su mayoria tienen una forma esférica, aunque las
formas ovoides y elipsoidales son también frecuentes. Su tamafio celular oscila
entre los 2—-6 x 3—7 um, suele ser mas pequefia que S. cerevisiae. Torulaspora rara
vez puede producir pseudohifas, pero nunca hifas. (Yarrow, 1984). Cabe mencionar
qgue T. delbrueckii en comparacion con S. cerevisiae muestra un menor crecimiento
en estrictas condiciones anaerdbicas, asi como un menor vigor para fermentar y una
tasa de crecimiento méas lenta en condiciones habituales de fermentacion (Visser et
al., 1990; Mauricio et al., 1998; Hanl et al., 2005).

Con respecto a las caracteristicas necesarias para realizar la fermentacion
alcohdlica industrial, Torulaspora delbrueckii afecta positivamente el sabor y aroma
de las bebidas (Ciani y Maccarelli, 1997).

Torulaspora delbrueckii tiene un buen rendimiento de fermentacién en comparacion
con otras levaduras no-Saccharomyces. Ademas, se ha afirmado que T. delbrueckii
se puede utilizar para optimizar algunos pardmetros en vinos con respecto a los
habituales inoculados con S. cerevisiae, como producir una cantidad baja de acido
acético, una concentracibn menor de etanol, incrementar la cantidad de glicerol,
permite una mayor liberacibn de mannoproteina y polisacarido, promueve la
fermentacion malolactica, aumenta las cantidades de compuestos aromaticos
interesantes (ésteres frutales, lactonas, tioles y terpenos), y disminuye la cantidad
de compuestos arométicos no deseados; con lo cual puede incrementar la calidad

o complejidad del vino (Benito, 2018).

Se ha encontrado que T. delbrueckii tiene la capacidad para fermentar maltosa,

producir compuestos de éster, y biotransformar monoterpenoides que son
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componentes de sabor en el ltpulo de cerveza. (King y Dickinson, 2000; Tataridis
et al., 2013; Michel et al., 2016; Canonico et al., 2016). Asi como producir diferentes
aromas frutales, como B-fenil etanol (sabor a “rosas”), n-propanol, isobutanol,
alcohol amilico (aroma a “brandy”), y etil acetato (Basso et al., 2016; Etschmann et
al., 2015; Pires et al., 2014).

2.6 Caracteristicas generales de Saccharomyces cerevisiae.

Dentro del género Saccharomyces, la especie cerevisiae constituye el
microorganismo eucariote mas estudiado; su nombre deriva del vocablo Saccharo
(azucar), myces (hongo) y cerevisiae (cerveza). (Hernandez, 1999) Esta levadura
es una de las especies considerada como microorganismo GRAS (por las siglas en
inglés de Generally Recognized As Safe), por lo que ha sido aprobada para su uso
como aditivo alimentario (Boyle et al., 2006; Anadon et al., 2006). Puede aislarse
con facilidad de plantas y tierra, asi como del tracto gastrointestinal y genital
humano. El uso mas extendido esta enmarcado en la panificacion y en las industrias

de fabricacion de cerveza, vinos y alcohol. (Suarez et al., 2016)

Esta levadura es un hongo ascomiceto que ha sido ampliamente estudiado por su
capacidad de producir etanol (Folch et al., 2004). Algunas caracteristicas de esta
levadura que forman parte de su adaptacion son el hecho de que pueda metabolizar
la glucosa y la fructosa tanto por via respiratoria como por via fermentativa, y de

crecer en condiciones aerobias o anaerobias (Gonzalez et al., 2007).

Saccharomyces cerevisiae es la levadura mas empleada en procesos industriales
donde se requiere tener control de la fermentacion. Esta levadura se caracteriza por
tener alto poder fermentativo, aunque pose baja capacidad de producir compuestos
secundarios, que son los que brindan caracteristicas organolépticas a las bebidas y
alimentos fermentados. Las condiciones de cultivo afectan la produccion de
compuestos secundarios en S. cerevisiae (Rojas et al.,, 2001). S. cerevisiae
fermenta los carbohidratos de seis carbonos y posee un alto grado de tolerancia al
etanol (Hidalgo, 2003). Otra caracteristica de Saccharomyces es la tolerancia a SOz,
gue se emplea como inhibidor de otras levaduras y bacterias en los procesos de

fermentacion controlada durante la elaboracion de bebidas alcohdlicas, debido a
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que el crecimiento de una microbiota no deseada puede interferir en las

caracteristicas organolépticas de las bebidas (Nally et al., 2005).

La especie puede inhibir el crecimiento de cepas no-Saccharomyces (Cocolin et al.,
2004). Ademas de poseer el fenomeno killer, que implica la secrecion, por parte de
ciertas cepas, de una proteina toxica de baja masa molecular, llamada toxina killer,
a la cual ellas son inmunes, que mata a células sensibles, las cuales pueden ser del
mismo o diferentes géneros. Este tipo de interacciones pueden determinar la
evolucion de las distintas poblaciones de levaduras durante la fermentacion (Nally
et al., 2005; Maqueda et al., 2012).

2.7 Cultivos iniciadores mixtos.

Los avances en la biotecnologia han llevado a la reciente comercializacion de
levaduras no-Saccharomyces como cultivos iniciadores. Estos estan destinados a
ser utilizados en inoculacion simultdnea o secuencial con S. cerevisiae (Tronchoni
et al., 2017).

El uso de cultivos iniciadores, que combinen cepas de no-Saccharomyces con
cepas de S. cerevisiae, 0 su uso en inoculaciéon secuencial, se postula como una
alternativa a la recuperacion de la variabilidad que existe en los cultivos “naturales”
durante fermentaciones espontaneas, pero sin los problemas que pueden aparecer
en éstos, como pueden ser las paradas de fermentacion o la aparicién de defectos

sensoriales.

Ya se sabia que existen diversos tipos de interacciones entre levaduras (Wang et
al., 2016), generalmente afectando de forma negativa a las no-Saccharomyces, que
normalmente desaparecen de la fermentacion y son desplazadas por S. cerevisiae.
Este desplazamiento se debe en parte a que posee una mayor capacidad
fermentativa y de consumo de azlcares, y en parte a su capacidad de tolerar
mayores concentraciones de alcohol. Ahora también se sabe que, ademas de los
conocidos factores killer de S. cerevisiae, esta levadura tiene otras estrategias para
imponerse en la fermentacion, como la produccion de pequefios péptidos, derivados
de enzimas que poseen actividad antimicrobiana contra diversas especies de

levaduras y bacterias.
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Las interacciones entre levaduras en fermentaciones puras y mixtas han sido objeto
de una minuciosa revision, Ciani (2016) establecio claramente que la competitividad
de cualquier cepa dada puede ser influenciada por muchos factores, que son
abidticos (pH, temperatura, etanol, presion osmoética, disponibilidad de nitrégeno,
concentracion de diéxido de azufre, etc.) y bibtico (tipo de microorganismos,
presencia de moléculas antimicrobianas, contacto de célula a célula , variedad de
sustrato, etc. Esta competitividad cambiarda dependiendo de las condiciones
ambientales especificas de una fermentacion alimentaria determinada, que a su vez

influira en la capacidad de una cepa dada para competir con otras levaduras.

Ademas, en la fermentacion mixta, la eleccion de cepas especificas de T. delbrueckii
y S. cerevisiae puede ser otro factor bidtico a considerar como origen de variabilidad
en la competitividad de cada cepa de levadura. Sin embargo, el uso de una pareja
fija de cepas de levadura podria producir resultados predecibles relacionados con
la dinamica de cada poblacién de levadura y, por lo tanto, a la calidad (Ramirez y
Velazquez, 2018).

2.7.1 Fermentacidén mixta de Torulaspora delbrueckii y Saccharomyces
cerevisiae.

Con respecto a las caracteristicas requeridas para realizar la fermentacion
alcohdlica industrial, de levaduras no-Saccharomyces, T. delbrueckii es la
referencia mas similar a la levadura mejor considerada, S. cerevisiae. Esta es la
razon principal por la cual T. delbrueckii fue la primera levadura no-Saccharomyces
propuesta para su uso industrial en la fermentacion del vino (Castelli, 1955). Sin
embargo, existen diferencias leves pero relevantes en las caracteristicas fisiologicas
entre estas dos levaduras lo cual afecta su elecciébn como opciones para diferentes

aplicaciones industriales.

En particular, las tasas especificas de produccién de CO2 y consumo de O2 son
mas altas en T. delbrueckii que en S. cerevisiae (Mauricio et al., 1998). Los patrones
de utilizacion y regulacion del azucar de las dos levaduras son muy similares, con
rendimientos de biomasa similares en cultivos con glucosa limitada. Se destaca que

S. cerevisiae es el primero en cambiar a un metabolismo respiro fermentativo a
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medida que disminuye la velocidad de alimentacién de oxigeno, mostrando un
menor rendimiento de biomasa a bajas tensiones de oxigeno con respecto a T.
delbrueckii (Alves et al., 2007). También es importante destacar que T. delbrueckii
tiene una menor resistencia a las altas concentraciones de etanol (oscila entre el
7.4% y ligeramente superior al 9%) con respecto a S. cerevisiae. Por esta razén, no
puede completar la fermentacion cuando el alcohol alcanza niveles superiores al
12% (Catrileo et al., 2020).

Herraiz et al. (1990) describioé que la inoculacion mixta T. delbrueckii / S. cerevisiae
incrementa la concentracion total de ésteres (principalmente acetato de isoamilo,
hexanoato de etilo, octanoato y 3-hidroxibutanoato) en relacién con la inoculacién

con S. cerevisiae.

La relacion de dominancia de T. delbrueckii depende de muchos factores: el tamafio
del inéculo, la cantidad y los tipos de microorganismos silvestres viables presentes
en el mosto inicialmente, etapa de fermentacion, concentraciones de azlcar y
etanol, fenotipo killer y sensibilidad killer de la levadura inoculada y de las
levaduras silvestres, la concentracion de SO2, concentracion de cobre, plaguicidas

que vienen en la materia prima (Ramirez y Veldzquez, 2018).

2.7.2 Uso de cultivos iniciadores mixtos en vinos.

Los cocultivos de no-Saccharomyces con S. cerevisiae también se han usado para
controlar la acidez volatil en el vino. En cultivos mixtos con T. delbrueckii se ha visto
en diferentes estudios que reducen la produccion de la acidez volétil y el

acetaldehido.
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Las caracteristicas que las levaduras no-Saccharomyces pueden aportar al vino se
observan en la Figura 3. Una de las principales es indudablemente el aroma, y

también una de las primeras que se han estudiado (Tronchoni et al., 2017).
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Figura 3. Aspectos de la calidad del vino que pueden modularse mediante el uso
de levaduras no-Saccharomyces.

Existen también ejemplos de cdmo las no-Saccharomyces pueden ser beneficiosas
para actuar positivamente sobre la estabilizacion del color, mejorando las

caracteristicas de la espuma (Medina et al., 2017)

Tabla 1. Algunas especies de levaduras comercializadas para uso enolégico

Cepas comerciales Atributos por los que se comercializan

HToruIaspora delbrueckii ‘Mejorar aroma y complejidad en boca de tintos y blancos

Lachancea thermotolerans Productora de acido lactico, proporciona redondez y equilibrio

acido al vino
Torulaspora delbrueckii Incrementa la complejidad vinica proporcionando aromas
/Saccharomyces cerevisiae frutales
HMetschnikowia pulcherrima H Mejora de aromas varietales, asi como terpenos y tioles ‘

Proteccion natural contra la contaminacion por

Metschnikowia fructicola . . . .
microorganismos, permite reducir el uso de sulfuroso

HPichia kluyveri H Mejora de aromas varietales, asi como tioles ‘

HSchizoSaccharomyces pombe HPermite la desacidificacién malolactica ‘
(Tomada de Tronchoni et al., 2017).

Recientemente el empleo de las no-Saccharomyces se ha propuesto para disminuir
el grado alcoholico. Las diferencias metabdlicas que existen entre las no-
Saccharomyces y S. cerevisiae hacen que estas levaduras puedan suponer una

mejor alternativa al intento de disminuir el grado alcohdlico. En un estudio realizado
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por Morales et al. (2015) se utilizé la inoculacién secuencial de cepas de levaduras
pertenecientes a T. delbrueckii y M. pulcherrima junto a S. cerevisiae para obtener
vinos con menor grado alcohdlico para asi disminuir los efectos negativos que el

alcohol tiene sobre el paladar y la salud.

2.7.3 Uso de cultivos iniciadores mixtos en cerveza.

Recientemente, con el objetivo de obtener cervezas con perfiles aromaticos mas
complejos, los investigadores han centrado su atencién en las levaduras no
convencionales (Basso et al., 2016; Varela, 2016). El manejo de la fermentacion
tiene un papel fundamental en la calidad de la cerveza y en la cantidad de
compuestos aromaticos. La eleccion de la levadura en el proceso de la cerveza es

también crucial para que producto tenga sabores distintos (Canonico et al., 2017).

La cerveza producida utilizando cultivos puros de T. delbrueckii asi como
fermentaciones mixtas de S. cerevisiae/T. delbrueckii se caracteriza por poseer
notas citricas y a ésteres frutales (Canonico et al., 2016; Michel et al., 2016).

Canonico et al. (2017) encontr6 que el uso de fermentaciones mixtas S.
cerevisiae/T. delbrueckii en cerveza puede potenciar el contenido de alcoholes
superiores. Por lo que su uso de forma conjunta es una estrategia adecuada para
controlar la producciéon de sabor durante la fermentacion de cerveza, y asi obtener
productos con compuestos aromaticos diferentes. Es importante mencionar que la
composiciéon del mosto influye directamente en la composicion final de los
compuestos aroméaticos, Canonico et al. realizé estudios con diferentes variedades
de lapulo (2016 y 2017), encontrando diferentes concentraciones de compuestos

congenéricos.

2.8 Compuestos Congenéricos.

Se les llama compuestos congenéricos a la mezcla compleja de metabolitos
generalmente volatiles, producidos por las levaduras en muy bajas concentraciones
pertenecientes a ésteres, carbonilos y alcoholes de alto peso molecular (Santillana
y Garcia, 1998).

20



Estos compuestos quimicos se relacionan con el sabor y aroma de las bebidas y
tienen la peculiaridad de encontrarse en muy bajas concentraciones, comparados

con el etanol producido (Casas et al., 2015).

Los factores que pueden afectar la produccion de congenéricos son la temperatura,
fermentaciones intermedias, tipo de carbohidratos que se utilice y materia vegetal a
fermentar, concentracién y tipo de nitrdgeno, asi como también la especie y cepa
de levadura que se utilice (Garcia et al., 2004; Zuméarraga y Barbero, 2014).

2.8.1 Bioquimica de la produccion de alcoholes superiores.

La ruta bioquimica que mejor caracteriza a la produccion del aroma por parte de las
levaduras es la ruta de Ehrlich. Esto se debe a que por esta ruta se producen los
compuestos mas deseables y reconocibles: los alcoholes superiores vy
posteriormente, los ésteres de acetato. En 1907, Félix Ehrlich planted por primera
vez la conexion entre el metabolismo de aminoacidos y la formacién de alcoholes

superiores basandose en su similitud estructural (Esquema 2) (Dzialo et al., 2017).
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Esquema 2. La ruta de Ehrlich. Este esquema representa las conexiones directas que existen entre
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los aminoacidos y los alcoholes superiores respectivos. (Tomado de Dzialo et al., 2017)

22



La ruta de Ehrlich es un proceso de tres pasos que modifica la asimilacion de
aminoacidos, siendo estos la principal fuente de nitrdgeno en muchos procesos de

fermentacion.

En general, los aminoacidos se desaminan, se descarboxilan y finalmente se
reducen a su respectivo alcohol superior. Al modificar secuencialmente los
aminoacidos, la levadura puede utilizar el nitrdgeno esencial segin sea necesario y

a su vez producir una serie de distintos compuestos aromaticos (Dzialo et al., 2017).

Dadas las similitudes quimicas de los intermediarios con el piruvato, el acetaldehido,
y el etanol, muchas de las mismas enzimas involucradas en la produccion de los

metabolitos primarios en la fermentacion también participan en este camino.

Los principales alcoholes superiores encontrados en bebidas alcohdlicas y la

relacion con los aromas que producen son:

1-propanol (aroma alcohdlico), 1-butanol (aroma alcohdlico), 2-metil-1-propanol,
también llamado isobutanol (aroma alcohdlico), 2-feniletanol (aromas a rosas,
florales), 3-metil-butanol (aroma a rosas) y alcohol isoamilo (aroma a banana o
afrutado) (Escalante et al., 2012).

Los alcoholes superiores pueden impartir un efecto muy deseado en el sabor del
producto, su umbral sensorial mas alto difiere varios 6rdenes de magnitud en

comparacion con sus correspondientes ésteres de acetato.

Adicionalmente, la concentracion de cada compuesto se ve dramaticamente
afectada por la composicion del medio, especialmente por la fuente de carbono y

de nitrégeno (Dzialo et al., 2017).

2.8.2 Aplicaciones de algunos compuestos aromaticos.

Desde el punto de visto industrial la fragancia a rosas del 2-feniletanol lo ha
convertido en un compuesto deseable para su uso en muchos perfumes, cosméticos
y bebidas (Etschmann et al. 2002).

Las cepas de Saccharomyces cerevisiae se han utilizado para convertir fenilalanina

en 2-feniletanol, por lo general mediante la Via de Ehrlich (Kim et al., 2014).
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e Propiedades Antifungicas

Algunos alcoholes superiores tienen propiedades antifangicas. Como el alcohol
isoamilico que inhibe la germinacion de hongos filamentosos (Ando et al. 2012). El
2-feniletanol es producido por varios géneros de levaduras para inhibir

potencialmente el crecimiento de varios hongos filamentosos (Liu et al. 2014).
e Quorum sensing

El quorum sensing es un mecanismo de comunicacion entre células mediante el
cual son capaces de saber cuantas son a través de la produccién y deteccion de la
acumulacion de una molécula de sefializacion que secretan a su entorno y asi
pueden conocer el momento en el que deben actuar para desarrollar sus funciones
de la forma mas eficaz. Mediante este mecanismo las levaduras pueden conocer su
concentracion en un ambiente determinado y decidir el momento en el que se va a
poner en marcha la expresion de un determinado conjunto de genes con el fin de

desarrollar una respuesta concreta y de forma simultanea (March y Eiros, 2013).

Varios alcoholes superiores como 2-fenil etanol, tyrosol y farnesol pueden actuar
como moléculas quorum-sensing en levaduras dimorficas, incluyendo a S.
cerevisiae, Debaryomyces hansenii y Candida albicans. La secrecion de estos
alcoholes regula el cambio entre formas de levadura unicelulares y formas

filamentosas.

Ademas, se ha especulado que estas moléculas quorum-sensing pueden tener un
papel a nivel poblacional ya que pueden influir en el establecimiento de
comunidades microbianas en fermentaciones semi-espontaneas (Ciani y Comitini,
2015).

e Insectos
Los alcoholes superiores también pueden servir como sefiales quimicas para los
insectos. Estos utilizan los aromas emitidos para orientarse hacia sitios de
oviposicion adecuados, como manzanas infestadas de levadura que proporcionan
una fuente de alimento para larvas y proteccion contra infestaciones de hongos

nocivos. Fermentaciones de S. cerevisiae o una mezcla sintética de compuestos de
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la fermentacion, incluidos etanol, alcohol isoamilico y 2-feniletanol, es suficiente
para atraer a D. melanogaster (Becher et al. 2012).

Las mezclas de compuestos para imitar las fermentaciones de levadura son
comunmente implementadas para combatir las plagas agricolas. Estas mezclas
contienen alcoholes superiores que tienden a provocar respuestas antenales y
atraccion. (Dzialo et al., 2018). Por ejemplo, recientemente se descubrido que el
gorgojo Araecerus fasciculatus, una plaga del grano de café se siente atraido por el
2-feniletanol lo cual implica que el compuesto podria servir como un sefiuelo

potencial (Yang et al., 2016).

2.8.3 Bioquimica de la produccion de ésteres.

Los ésteres estan formados por una reaccion de condensacion entre acetil/acyl-CoA
y un alcohol. El uso de acetil-CoA o acyl-CoA divide los ésteres en dos categorias
diferentes, ésteres de acetato y ésteres de &cidos grasos, respectivamente (Dzialo
et al., 2017).

La sintesis de ésteres se lleva a cabo por alcohol-O-acetil (o acyl)-transferasas
(AATasas) encontradas en la levadura. En Saccharomyces cerevisiae, hay cuatro
enzimas conocidas, Atfl y Atf2 son responsables de la produccién de la mayoria de

los ésteres de acetato (Cherry et al. 2012).

_— O A A

a-keto acids 2- phenylethanol isoamyl alcohol isobutanol ethanol

' - 5

Aldehydes Pyruvate f s E |

' acetyl-CoA 4

N\ AI/AH2

Acetate esters 2- phenylethyl acetate isoamyl acetate isobutyl acetate ethyl acetate

floral pineapple, banana fruity solvent

Esquema 3. Sintesis de éster por levadura. (Tomado de Dzialo et al., 2017)
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Las actividades enziméticas de estas enzimas pueden diferir significativamente,
sobre todo entre diferentes especies y cepas, consiguiendo la variacion en el

producto final de la de fermentacion.

Los ésteres son generalmente aceptados como algunos de los mas importantes
contribuyentes del sabor y aroma de las bebidas alcohdlicas, impartiendo notas
afrutadas y florales al producto (Nordstrom et al., 1966; Verstrepen et al. 2003).

La importancia general y la complejidad de la produccion de ésteres ha llevado a
una considerable investigacion industrial para optimizar la produccion.
Curiosamente, estos compuestos afectan a la calidad de practicamente todas las
fermentaciones de alimentos que impliquen levaduras (Lilly et al., 2000; Verstrepen
et al 2003).

La concentracion y composicion de la fuente fermentable de carbono, asi como la
relacion carbono/nitrégeno tienen efectos dramaticos sobre la produccién de
ésteres (Piddocke et al. 2009; Dekoninck et al. 2012). La conexién directa con sus
aminodacidos precursores hace a la produccion de ésteres altamente dependiente
de la fuente de nitrégeno. La concentracion de los aminoacidos y los pequefios
péptidos, se correlaciona con la produccion de ésteres de acetato (Procopio et al.
2013). Al igual que los alcoholes superiores, los ésteres pueden tener efectos
antifingicos, posiblemente las levaduras los producen para eliminar a la

competencia (Masoud et al., 2005).

2.9 Fuentes de nitrégeno en el mosto

El nitrdgeno en el mosto puede estar presente en dos formas claramente
diferenciadas: la inorganica, como las sales de amonio, y la organica formada por
aminoacidos, péptidos y proteinas. No todas estas formas son igualmente
disponibles para la levadura ya que, por ejemplo, los péptidos y las proteinas no se
suelen considerar como auténticas fuentes de nitrégeno, y los aminoacidos son muy
variables como fuentes nitrogenadas ya que mientras algunos son consumidos
avidamente (glutamina, por ejemplo), otros no lo son en absoluto en condiciones

anaerobias, como la prolina. EI amonio suele estar altamente disponible para las
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levaduras, por lo que es una forma quimica que se suele utilizar de forma abundante

en la industria (Mas et al., 2013).

Durante las fermentaciones mixtas, el uso de diferentes fuentes de nitrégeno puede
influenciar el dominio de una especie de levadura en la competencia por los
nutrientes. Se han reportado varias interacciones positivas y negativas respecto a
la disponibilidad de nitrégeno y/o la limitacion de este sustrato (lvey et al., 2013; Oro
et al., 2014).

El componente nitrogenado es utilizado por las levaduras para reproducirse
(produccion de biomasa) durante la fermentacién alcohdlica y asegurar un ndmero
de células suficientes para consumir todos los azucares del mosto. Por lo tanto, el
contenido en nitrégeno condiciona la realizacion de la fermentacion alcohdlica, tanto

en su velocidad como en su culminacion (Thaillandier et al., 2007).

Pero, ademas, la mayoria de las fuentes nitrogenadas del mosto (amonio y
aminoacidos) son a su vez precursores aromaticos, determinando igualmente la
calidad aromatica (Mas et al.,, 2013). En este contexto, la competencia entre
levaduras por el uso de nitrégeno asimilable en fermentaciones mixtas podria tener

un papel importante en la formacién de alcoholes superiores (He et al., 2014).

2.9.1 Metabolismo del nitrégeno en la fermentacion.

En cuanto al metabolismo del nitrégeno, durante el proceso de la fermentacion
alcohdlica, la levadura incorpora el nitrégeno de compuestos simples, como el
amonio, para la sintesis de compuestos estructurales tales, como los aminoacidos,
(y en consecuencia péptidos y proteinas), acidos nucleicos y vitaminas. Por otra
parte, los aminoacidos representan la mayor fuente de nitrogeno asimilable en los
mostos y su uso por las levaduras a través de la ruta de Ehrlich da lugar a la
formacion de alcoholes superiores. La sintesis de alcoholes superiores depende de
la cepa de levadura y es funcion de las concentraciones de nitrégeno aminico y
nitrogeno amoniacal. De hecho, la naturaleza y cantidad de nitrégeno asimilable por
la levadura afecta directamente a la concentracion y por lo tanto a la percepcion

aromatica de alcoholes superiores (como el isoamil alcohol o el alcohol amilico) y
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ésteres (como el isoamil acetato o el 2-feniletil acetato) que son producidos durante
la fermentacion alcohdlica mediante la regulacion de las diferentes rutas sintesis.
Es mas, la produccion excesiva de Hz2S y los malos olores asociados, se deben a
menudo a una inadecuada concentracién de nitrdgeno asimilable (Zumarraga y
Barbero, 2014).
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3. Hipétesis

Si en la fermentacion mixta existiera una competencia por los nutrientes entre las
dos especies de levadura entonces podria variar la composicion de congenéricos

producidos con respecto a las fermentaciones individuales.

4. Objetivos

Objetivo General

Evaluar las diferencias que existen entre la fermentacion individual y mixta de
Torulaspora delbrueckii y Saccharomyces cerevisiae cepa SCH2, en medio sintético

M11 con dos distintas fuentes organicas de nitrégeno.

Objetivos Particulares

» Cuantificar los compuestos congenéricos, etanol y glicerol producidos
durante la fermentacion individual de las especies de levadura, asi como en
la fermentacion mixta de éstas, en un medio sintético con una fuente de
nitrdgeno organica compleja, asi como en un medio sintético utilizando

fenilalanina como Unica fuente organica de nitrdgeno.

» Determinar cual es el efecto de la fenilalanina sobre los compuestos
congenéricos producidos durante las fermentaciones mixtas e individuales

en medio sintético M11.

» Analizar el consumo de fructosa asi como el crecimiento microbioldgico a lo

largo de cada fermentacion realizada.
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5. Justificacion

El estudiar la interaccidén que existe entre estas dos especies de levadura nos brinda
una herramienta biotecnolégica para el desarrollo de fermentaciones con
caracteristicas especificas que se pueden controlar y con esto, mejorar los

parametros de calidad para la produccion de nuevas bebidas fermentadas.

Por otro lado, se experimentd con dos fuentes de nitrogeno aminico diferentes, ya
gue de acuerdo con lo descrito por He et al. (2014) la competencia entre levaduras
por el uso de nitrégeno asimilable en fermentaciones mixtas podria tener un papel
importante en la formacién de alcoholes superiores, por lo que es de suma
importancia determinar cdmo podria afectar la fuente de nitrégeno a la interaccién

entre estas dos levaduras y por lo tanto a la composicién aromatica final del medio.
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6. Materiales y Métodos

6.1 Obtencidon de las levaduras.

Las levaduras utilizadas para este estudio se aislaron en proyectos anteriores, a
partir de la fermentacion natural del Sotol proveniente de la Sotoleria “Coyamito” en

el pueblo de Coyame, municipio de Aldama, Chihuahua.

6.2 Reactivacion de las cepas.

Las levaduras seleccionadas fueron Saccharomyces cerevisiae cepa SCH2 y
Torulaspora delbrueckii, las cuales fueron identificadas previamente por medio de
la secuencia de la regién D1/D2 del gen ribosomal 26S, estas se encontraban
congeladas a -80°C con glicerol al 30%. Se hizo un raspado de las muestras
congeladas, el cual se tomé con una punta amarilla de micropipeta y se reactivaron
en medio liquido YPD (Yeast Peptone Dextrose), utilizando 2% dextrosa “Difco”, 1%
extracto de levadura “MCD-LAB”, 2% peptona “DIBICQO”, previamente ésterilizado a
121°C por 15 minutos, y se incubaron a 30°C por 24h. Después de observar
crecimiento, se sembraron en agar YPD (2% agar “Difco”, 2% dextrosa “Difco”, 1%
extracto de levadura “MCD-LAB”, 2% peptona “DIBICO”) con técnica estriado por
agotamiento, y se incubaron por 48h a 37°C. Se observo el crecimiento de colonias
puras. Por consiguiente, se parti6 de estas colonias puras para observar las
diferentes especies al microscopio marca “Zeizz”, con la técnica de preparacion

humeda, utilizando el aumento de 40x. (Camacho et al., 2009).

6.2.1 Realizacion del respaldo

Se realiz6 un respaldo por triplicado de cada una de las cepas, utilizando glicerol
“Sigma” al 30% y tomando el 70% del inoculo en caldo YPD, incubado 24 h al 30°C.
Cada respaldo se hizo de un volumen de 1 mL y se colocd en tubos eppendorf,

posteriormente se guardaron en congelacion a una temperatura de -80°C.
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6.2.2 Preparacion del in6culo.

Se incubaron las 2 especies de levadura a utilizar, por 48h a 30°C en caldo YPD.
Hasta llegar a una concentracion celular de 107, tanto en las fermentaciones puras
como en las mixtas donde se agreg6 la misma cantidad de células de cada especie,
y posteriormente se agreg6 al medio de fermentacion.

6.3 Medio de fermentaciéon M11.

Es un medio sintético disefiado por Fernandez et al. (2014), el cual se asemeja a la
composicidn del jugo de agave y evita limitaciones de elementos para el crecimiento

de levaduras como carbono, nitrdgeno, vitaminas y minerales.

La composicion del medio fue: fructosa “Meyer” (100 g/L), extracto de levadura
“MCD-LAB” (1 g/L), (NH4)2SO4“Fermont” (1 g/L), K2HPO4 “Sigma-Aldrich” (2.23 g/L),
MgSO4*7H20 “Sigma-Aldrich” (5.07 g/L), Ca(NOs3)2*4H20 “Sigma-Aldrich” (4.72 g/L).
El pH del medio se ajust6 a 4.7 con una solucion de acido fosforico (85% v/v), y se
esterilizd en autoclave a 121°C por 15 minutos. Teniendo 10°Bx al inicio de cada

fermentacion.

Este medio se utilizo para la fermentacion pura de cada especie de levadura, asi
como para la fermentacién mixta, cada fermentacion se realiz6 por duplicado. De la
misma manera, se realizaron otras 3 fermentaciones por duplicado a iguales
condiciones, variando unicamente la fuente de nitrégeno, cambiando el extracto de

levadura por el aminoé&cido fenilalanina (1 g/L).

6.3.1 Condiciones de fermentacion y analisis.

La fermentacioén se realiz6 a 20°C, en condiciones anaerobias, utilizando trampas
de aire las cuales se llenaron con etanol 70% y agua destilada 30%.

Para cada fermentacion se prepararon 300 mL de medio M11 y se utilizaron tubos
de fermentacion adecuados para este volumen de mosto.

El muestreo se realizé cada 24h en tubos Eppendorf para el posterior analisis.
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Figura 4. Fermentacién de medio M11, con trampa de aire y tubo de fermentacién
sostenido por soporte con cadena.

6.4 Evaluacion del crecimiento de Saccharomyces cerevisiae y Torulaspora

delbrueckii en medio M11.

Para esto se utilizo el Método de Miles and Misra (Camacho et al., 2009) para
determinar la cantidad de levaduras. Para esto, se hicieron 6 diluciones decimales
en agua peptonada al 0.1%, posteriormente se tomaron 5uL de cada dilucion y se
inocularon en agar YPD, por duplicado, las cajas de agar YPD inoculadas se
incubaron por 24 h a 30°C, se contaron las colonias que crecieron en cada dilucion,
y se tomd en cuenta la dilucion en la que crecieron menos de 20 UFC. Cada dilucion
se hizo por duplicado en condiciones estaticas.

Para el conteo de levaduras en el caso de las fermentaciones mixtas, se utilizé un
medio diferencial Agar WL (Difco) para inocular de la misma manera 5uL de cada
dilucion sobre este medio. De tal forma que las colonias de Saccharomyces

cerevisiae se observaran diferentes a Torulaspora delbrueckii.

6.5 Determinacién del consumo de azucar durante la fermentacion en medio
M11.

Se monitorearon los °Brix de las fermentaciones cada 24 horas, utilizando un

refractdmetro marca Atago (Brix 0-32%) a 20°C. Cada lectura se hizo por duplicado.
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Se cuantific6 el consumo de fructosa por cromatografia de liquidos de alto
rendimiento, HPLC (High Performance Liquid Chromatography), usando un
cromatografo Waters 525 acoplado a un detector de indice de refraccion (IR) Waters
2414, la temperatura del horno fue de 50°C, para la fase estacionaria. Se utilizé una
columna Aminex HPX-87H Bio-Rad. La fase movil utilizada fue H2SO4 5mM a un

flujo de 0.6 mL/min, la cual se filtré y se ésterilizo antes de usarse.
Se realiz6 la preparacion del estandar y curva patron de fructosa “Meyer”.

La curva patron utilizada para la cuantificacién de fructosa se encuentra en el
ANEXO I. Las muestras se tomaron cada 24 h, cada fermentacién se hizo por

duplicado y se obtuvo su promedio para los resultados.

6.6 Cuantificacion de etanol y glicerol durante la fermentacion en medio M11.

Se cuantificd la concentracion de etanol y glicerol por cromatografia de liquidos de
alto rendimiento, HPLC (High Performance Liquid Chromatography), usando un
cromatografo Waters 525 acoplado a un detector de indice de refraccion (IR) Waters
2414, la temperatura del horno fue de 50°C, para la fase estacionaria. Se utilizé una
columna Aminex HPX-87H Bio-Rad. La fase mévil utilizada fue H2SO4 5mM a un
flujo de 0.6 mL/min, la cual se filtr6 y se ésterilizo antes de usarse.

Se monitoreo la produccion de etanol cada 24h a lo largo de cada fermentacion,
tanto en medio M11 como en medio M11 con fenilalanina. Se realiz6 la preparacion
del estandar y curva patron de etanol “Sigma-Aldrich” y glicerol “Sigma”.

Las curvas patrén utilizadas para su cuantificacién se encuentran en el
ANEXO I.

6.7 Preparacion de las muestras.

Se tomo6 1.5 mL de cada fermentacion en tubos Eppendorf y se centrifugaron a

14000 rpm por 20 minutos a 20°C, se filtraron y se inyectaron en el HPLC.

6.8 Preparacion de los estandares.

El estandar de fructosa “Meyer”, se prepar6 pesando 0.1 g del azucar en un matraz
aforado, aforando con agua desionizada a 10 mL. Por lo que el estandar quedé a

una concentracion del 1%. De igual forma se preparé el estandar de etanol “Sigma-
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Aldrich” y glicerol “Sigma” midiendo 0.1mL de cada uno y aforandolos a 10 mL con

agua desionizada.

6.8.1 Preparacion de las curvas patron.

Se prepar6 una disolucion madre al 10% de fructosa, después se realizaron las
diluciones correspondientes para tener las diferentes concentraciones y realizar la
curva. La curva patron de glicerol se realiz6 a partir de una disolucién madre del 2%.
Y en el caso del etanol se prepar6 una disolucién madre al 15% y ahi se partié para

las diferentes concentraciones de la curva patron.

6.9 Determinacién v cuantificacion de compuestos congenéricos al final de

la fermentacion en medio M11.

Se determinaron y cuantificaron los compuestos congenéricos a las 168h de cada
fermentacién por cromatografia de gases, mediante un cromatdgrafo Agilent
Technologies, acoplado a un detector de ionizacion de flama, utilizando una
columna Optima-Wax, que posee un tamafio de particula de 0.25 pm, con
dimensiones de 60m x 0.25mm. La temperatura del inyector y detector fue de 250°C.
Se utilizé aire con un flujo de 300 mL/min, hidrogeno con un flujo de 40 mL/min y
nitrégeno con un flujo de 28 mL/min como gas acarreador.

Para la determinacién de compuestos congenéricos se inyectaron los estandares
siguientes: etil lactato (SAFC), 1-propanol (Sigma-Aldrich), 2-butanol (Fluka),
metanol (Sigma-Aldrich), 2-metil-1-propanol (Sigma), 2-metil-1-butanol (Aldrich), 2-
fenil etanol (Chem Service), 2-fenil acetato (Aldrich), isoamilacetato (SAFC). De
estos estandares se realizaron las curvas patrén partiendo de una disolucion madre
con una concentracion de 1% (10uL/mL) de cada uno de estos. Las curvas patrén
utilizadas para la cuantificacion de compuestos congenéricos se encuentran
en el ANEXO I.

Se hizo una curva patrén para los estandares solubles en agua (etil lactato, 1-
propanol, 2-butanol y metanol) y otra para los no solubles en agua (2-fenil etanol, 2-
fenil acetato, isoamilacetato, 2-metil-1-propanol y 2-metil-1-butanol), los cuales se
disolvieron con una solucion de etanol puro (Sigma- Aldrich).
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Para la preparacion de la muestra, se tomé6 1.5 mL del final de cada fermentacion a
las 168h en tubos eppendorf y se centrifugaron a 14000 rpm por 20 minutos a 20°C,

se filtraron y se inyectaron en el cromatégrafo de gases.
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7. Estrategia Experimental.

Activacion cepas | ¥ Saccharomyces cerevisiae cepa SCH2

YPD liquido (24h) " Torulaspora delbrueckii

—»| RESPALDO

Se sembré en Colon Caracterizacion de colonias
agar YPD olonias puras —>

l Observacion al microscopio
{ INOCULO 107 | 1
— Medio M11 con fenilalanina | Medio M11
Fermentacion Fermentacion Fermentacién Fermentacion Fermentacién Fermentacién
S. cerevisiae SCH2 T. delbrueckii mixta S. cerevisiae SCH2 T. delbrueckii mixta

| | | |

Determinacion de Consumo de azucar. Cuantificacion de Determinacion de Conteo de
solidos solubles etanol y glicerol compuestos microorganismos
o (Fructosa) .
(°Brix) congenéricos

| | | l l

Refractémetro Cromatografia Método Miles y
. HPLC HPLC ;
a 20°C de gases Misra (Camacho
et al., 2009)

Esquema 4. Estrategia experimental utilizada en el proyecto
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8. Resultados y Discusion

8.1 Aislamiento en Agar YPD y caracterizacion de colonias.

Figura 5. Crecimiento de colonias puras en Agar YPD a las 48h de incubacion,
a laizquierda se observan las correspondientes a S. cerevisiae cepa SCH2 y
ala derecha las colonias de T. delbrueckii.

Las colonias de S. cerevisiae cepa SCH2 presentaron una forma circular, convexa,
con bordes redondeados, superficie lisa, de tamafio mediano, color beige claro,
aspecto humedo, opacas, cremosas. Se observo su crecimiento desde las 24h de
incubacion a 37°C, mientras que las colonias de T. delbrueckii crecieron a las 48h
de incubacion, las cuales se describen como colonias pequefias, forma circular,
color beige, opacas, planas con bordes redondeados, superficie lisa y textura

cremosa. Ambas especies levadura se observaron puras al crecer en Agar YPD.

La caracterizacion de las colonias de S. cerevisiae concuerda con lo descrito por
Larone (2011) donde sefiala a esta especie de crecimiento rapido (maduran al tercer
dia), son colonias humedas, cremosas, convexas, lisas y opacas, con colores que

van desde blanco a color crema.
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8.2 Observacién microscopica de las especies de levadura.
Después del aislamiento en Agar YPD y la observaciéon de colonias puras, ambas

cepas se observaron en el microscopio.

Figura 6. Observacion al microscopio, aumento de 40X, especie S. cerevisiae
cepa SCH2, medio YPD, 48h de incubacion a 37°C
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Figura 7. Observacion al microscopio, aumento de 40X, especie T.
delbrueckii, medio YPD, 48h de incubacién a 37°C
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En la Figura 6, se observa la levadura S. cerevisiae cepa SCH2, que se puede
describir como células esféricas, transparentes, con un tamafio celular de de 5um,
no se observa una agrupacion definida, se observa reproduccion asexual por
gemacion, ya que existen varias células mas grandes unidas a una pequefia, su tipo

de gemacion es polar de acuerdo con lo descrito por Hidalgo (2018).

Por otro lado en la Figura 7, se observa la levadura T. delbrueckii, donde se
observan células esféricas, transparentes, con un tamafio celular de 7.092 um, sin
agrupacion definida, al igual que S. cerevisiae se logran apreciar algunas células en

gemacion, de tipo polar.

Es importante destacar que T. delbrueckii tuvo un tamafio celular mas grande que
S. cerevisiae, de acuerdo con Ramirez (2018), el tamafio celular de T. delbrueckii
oscila entre 3—7 um, y suele ser mas pequefia que S. cerevisiae, sin embargo, en
este caso Torulaspora delbrueckii mostré tener un mayor tamafio, esto se puede
deber a diferentes causas como la temperatura, las diferentes cepas, al medio de

cultivo donde se desarrolla, los tiempos de incubacion, entre otros factores.

8.3 Determinacion de Solidos Solubles durante la fermentacion.

Los sdlidos solubles se refieren a los azucares, acidos organicos, proteinas y
minerales presentes. Los grados Brix es una escala para medir concentraciones de
soluciones de diferentes azlcares, considerando que 1°Brix equivale a 1g de azucar
en 100 mL de solucién acuosa (Badui, 2015), por lo que los grados Brix sirven para

saber la concentracion de azucar en la disolucion.

La medicién de °Brix se utiliz6 para estudiar el comportamiento de la fermentacion.
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Tabla 2. °Brix respecto al tiempo en las 3 fermentaciones en medio M11

° Brix
Tiempo

(h) S. cerevisiae T. delbrueckii | Mixta
0 10 10 10
24 9.1 9.6 9.3
48 6.5 8 6.1
72 4.6 6.2 4.5
96 3.9 5.3 3.8
168 3.6 3.9 3.8
192 3.6 3.9 3.8
216 3.6 3.9 3.8

Enla Tabla 2, se muestran los °Brix respecto al tiempo en horas de las tres primeras
fermentaciones en medio M11, estas determinaciones se hicieron cada 24 horas
por duplicado y se hizo un promedio de cada fermentacién, donde se observa que
todas las fermentaciones comenzaron con un valor de 10°Brix y fueron
disminuyendo lentamente, hasta llegar a un valor constante, el cual se tomé como
el final de la fermentacion, debido a que las levaduras dejaron de consumir los
sélidos solubles encontrados en el medio de fermentacion. En el caso particular de
S. cerevisiae se detuvo en los 3.6 °Brix a las 168h de fermentacién y de ahi se
mantuvo constante, T. delbrueckii se detuvo a los 3.9 °Bx y de la misma forma a las
168h de la fermentacion y de ahi se mantuvo constante, se observan valores muy
similares entre las dos especies, sin embargo S. cerevisiae a lo largo de la
fermentacién tuvo valores mas bajos de °Bx que T. delbrueckii, lo cual indica que
consumié mas rapido los sélidos solubles totales, esto se puede observar bien
desde la hora 48, donde de un valor de 9.1 pasé a 6.5, mientras que T. delbrueckii
fue consumiendo los solidos solubles méas lentamente, y de esta manera S.
cerevisiae llego a un valor mas pequefio de °Brix y esto se puede deber a que tiene
una mayor capacidad fermentativa (Barnett, 1992) que T. delbrueckii. Respecto a la
fermentacién mixta se observa que su consumo de sdlidos solubles es muy parecido
a la fermentacion de S. cerevisiae, pero es destacable que la fermentacion se
detuvo antes que las individuales, a las 96h de fermentacién, con un valor de 3.8

°Brix.
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Tabla 3.°Brix respecto al tiempo en las 3 fermentaciones en medio M11 con
fenilalanina.

°Brix
Tiempo
(h) S. cerevisiae T. delbrueckii Mixta
0 10 10 10
24 9.4 9.6 9.7
48 8 9.1 8.8
72 6.6 8.7 7.8
96 5.3 8.4 6.8
168 3.9 8.2 6.1
192 3.9 7.2 5.6
216 3.9 7 4.8
240 3.9 7 4.8
264 3.9 7 4.8
288 3.9 7 4.8

Los sdlidos solubles totales de las fermentaciones en medio M11 con fenilalanina
como Uunica fuente de nitrbgeno orgénico, se muestran en la Tabla 3, cada
fermentacién se hizo por duplicado y se obtuvo su promedio para los resultados, se
leyeron los °Brix cada 24h horas por duplicado, hasta que se llegé a un valor

constante, lo cual indica el final de la fermentacion.

De la misma forma, que en el medio M11 se observa que la fermentacion individual
de S. cerevisiae cepa SCH2 tardo 168h en llegar al final, sin embargo, tanto en el
caso individual de T. delbrueckii como en la mixta tardaron 216 h en llegar al final
de la fermentacion. Por lo que el avance de Torulaspora delbrueckii fue
notablemente lento a lo largo de toda la fermentacion, el hecho que Torulaspora
delbrueckii tarde mas en fermentar los azucares de forma individual puede inducir
a un comportamiento igualmente lento al juntarse con S. cerevisiae como se
observa en la fermentacion mixta. Este fendmeno se puede ligar al contenido en
nitrégeno ya que este, condiciona la realizacion de la fermentacion alcohdlica, tanto

en su velocidad como en su culminacion (Thaillandier et al. 2007).
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La fermentacion de S. cerevisiae se detuvo en un valor de 3.9 °Brix, valor muy
similar al obtenido en la fermentacion M11; T. delbrueckii lleg6 a un valor de 7°Brix,
lo cual es contrastante con la fermentacion en medio M11 donde obtuvo un valor de
3.9°Bx. Esto indica que T. delbrueckii no fue capaz de consumir todos los séli dos
solubles disponibles, principalmente azlcar, debido a la fuente de nitrdgeno aminico

diferente. Respecto a la fermentacién mixta, esta se detuvo en un valor de 4.8 °Brix.

El hecho que T. delbrueckii solo llegara a 7 °Brix y su fermentacion durara 216 h, se
puede deber a que la fenilalanina no es un aminoacido muy asimilable para esta
levadura, de acuerdo con lo descrito por Mas et al. (2013), no todos los aminoacidos
son igualmente disponibles para la levadura ya que, los aminoacidos son muy
variables como fuentes nitrogenadas ya que mientras algunos son consumidos
avidamente, otros no lo son en absoluto en condiciones anaerobias. Pero esto
también va a depender de la especie y cepa de levadura que se utilice (Garcia et
al., 2004).

Canonico et al. (2017) realiz6 un estudio en cerveza utilizando diferentes cepas de
S. cerevisiae y poniéndolas a interaccionar con T. delbrueckii, donde al igual que
los resultados obtenidos en este proyecto, obtuvo que la cinética de fermentacion
mas lenta fue la del cultivo puro de T. delbrueckii.

8.4 Determinacion de consumo de azlcar durante la fermentacion.

Se cuantificd el consumo de fructosa a lo largo de la fermentacion en medio M11
(Gréfico 1) y en medio M11 con fenilalanina (Grafico2), la cuantificacidon se realizo
mediante cromatografia de liquidos de alto rendimiento, HPLC (High Performance

Liquid Chromatography).
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Gréfico 1. Consumo de fructosa en (ug/mL) cuantificado mediante HPLC-IR,
columna Aminex HPX-87H, con respecto al tiempo durante las tres
fermentaciones en medio M11l. Cada serie representa el promedio de un
duplicado por fermentacion, con su respectiva desviacidén estandar ().

El consumo de fructosa en las seis fermentaciones vistas en los Gréaficos 1y 2, fue

disminuyendo conforme aumentaron las horas de fermentacion.

En el caso de la fermentacion en medio M11 (Grafico 1) de las tres, la mixta fue la
gue tuvo un consumo de fructosa mas rapido, dado que se consumié mayor fructosa
en menor tiempo, obteniendo valores mas bajos de fructosa a partir de las 48h y
hasta que la fermentacion termino, seguida de la de S. cerevisiae y la fermentacién
mas lenta fue la de T. delbrueckii que difiere mucho de la mixta, ya que de las 24h
a 48h casi no se observd ningln cambio en la cantidad de fructosa consumida,
teniendo un valor de casi 60 pg/mL, en contraste con la fermentacion mixta que
tenia 30 pg/mL a las 48h. Durante toda la fermentacion T. delbrueckii fue la que

menor fructosa consumio y fue la mas lenta.
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Tabla 4. Porcentaje de consumo de fructosa en cada fermentacién en medio

M11.
Fermentacion Fructosa residual Consumo de fructosa
S. cerevisiae 2.21 pg/mL 97.79 %
T. delbrueckii 4.45 pg/mL 95.55 %
Mixta 2.12 pg/mL, 97.88 %

El porcentaje de consumo de fructosa se realizo considerando que se partié de una
concentracion inicial de fructosa de 100 pg/mL, como se muestra en el Graficol de
consumo de fructosa, cuantificada mediante HPLC, que es equivalente a los 100
g/L de fructosa afiadidos al mosto de fermentacion. Los calculos realizados se

encuentran en el ANEXO I.

De acuerdo a la Tabla 4, en ninguno de los tres casos se consumioé el total del
azucar en la fermentacion, sin embargo, quedaron con un valor muy cercano a 0
pug/mL, la fermentacion de S. cerevisiae cepa SCH2 lleg6 a una concentracion final
de fructosa de 2.21 pg/mL, T. delbrueckii tuvo una concentracion final de 4.45
pg/mL, siendo esta la que obtuvo mayor cantidad de fructosa residual, y finalmente
la mixta que llegd a un valor final de fructosa de 2.12 pg/mL, por lo que la mixta fue
la que consumié la mayor cantidad de fructosa de las 3 fermentaciones. Respecto
al porcentaje de consumo de fructosa, el mayor porcentaje lo obtuvo la fermentacion
mixta, que tuvo un porcentaje de consumo muy alto, teniendo valores muy cercanos
a la fermentacion pura de S. cerevisiae, la mayor capacidad fermentativa y de
consumo de azUcares por parte de S. cerevisiae ya se habia descrito anteriormente
por Barnett (1992), sin embargo, al poner en conjunto a T. delbrueckii con S.
cerevisiae se observa que hubo un mayor consumo de azucar, esto se puede deber
a la competencia que existe por los nutrientes, ya que de acuerdo con Tronchoni et
al. (2017) tanto S. cerevisiae como las no-Saccharomyces pueden modificar su perfil
metabdlico cuando participan en la misma fermentacion, por lo que podrian
consumir mayor cantidad de azlcar, esto también se relaciona con que la

fermentacién terminé en menor tiempo, tomando en cuenta los resultados de los
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°Brix de la Tabla 2, y se esperaria que esto tenga una repercusion en la produccion

de metabolitos durante la fermentacion.
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Gréfico 2. Consumo de fructosa en (ug/mL) cuantificado mediante HPLC-IR,
columna Aminex HPX-87H Bio-Rad, con respecto al tiempo durante las tres
fermentaciones en medio M11 con fenilalanina. Cada serie representa el
promedio de un duplicado por fermentacién, con su respectiva desviacion
estandar (¥).

El Gréfico 2, se observa que T. delbrueckii fue la levadura que consumié menor
cantidad de fructosa a lo largo de toda la fermentacion, contrastando con la
fermentacién mixta, que fue la que mayor cantidad de aztcar consumio durante toda
la fermentacién. Esta tendencia también se observa en las fermentaciones
realizadas con en medio M11 (Grafico 1), sin embargo, se aprecia de una manera

mas marcada con fenilalanina como fuente organica de nitrégeno.

Es notable la diferencia de consumo de fructosa al comparar las 96 h de
fermentacion, donde T. delbrueckii consumio apenas la mitad del azucar disponible,
mientras que en la fermentacién mixta se tenia 13.23 pg/mL, cerca del final de la
fermentacion. La fermentacion individual de S. cerevisiae tuvo una duracion de

168h, mientras que la individual de T. delbrueckii y la mixta tardaron 216h en llegar
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al final de la fermentacion, a diferencia de la fermentacion en medio M11 donde las

tres fermentaciones tuvieron una duracion de 168h.

El hecho que T. delbrueckii haya consumido la fructosa lentamente, confirma los
resultados obtenidos en la Tabla 3. °Brix respecto al tiempo en las 3 fermentaciones
en medio M11 con fenilalanina, donde se explico que posiblemente la fenilalanina
no es un aminoécido que T. delbrueckii consuma avidamente como fuente de
nitrégeno.

Tabla 5. Porcentaje de consumo de fructosa en cada fermentacion en medio
M11 con fenilalanina como fuente organica de nitrégeno.

Fermentacion Fructosa residual | Consumo de fructosa
S. cerevisiae 10.25 pg/mL 89.75%
T. delbrueckii 12.42 pg/mL 87.58%

Mixta 3.97 pug/mL, 96.03%

Realizando la comparacion de la cantidad de fructosa residual al final de las tres
fermentaciones, al igual que en la fermentacion con extracto de levadura (Tabla 4)
la fermentacion mixta fue la que termind con menor cantidad de fructosa (3.97
pHg/mL) y consecuentemente con un mayor porcentaje en el consumo de fructosa,
mientras que Torulaspora delbrueckii pura terminé con la mayor cantidad de
fructosa residual (12.42 pg/mL) y el menor porcentaje de consumo de fructosa,
marcando una diferencia en la capacidad de consumo de este azlcar entre las
fermentaciones puras y la mixta, por lo que al utilizar extracto de levadura como
fuente de nitrégeno como fenilalanina, sigue existiendo la competencia por los

nutrientes en la fermentaciéon mixta de estas levaduras.

Se observa que todas las fermentaciones en medio M11 con fenilalanina terminaron
con mayor cantidad de fructosa residual (Tabla 5) que las fermentaciones realizadas
en medio M11 con extracto de levadura, y por lo tanto con un porcentaje de consumo
de fructosa mucho menor, por lo que las levaduras fueron capaces de consumir
mayor cantidad de azucar, utilizando extracto de levadura como fuente organica de

nitrégeno, aprovechando mejor la fuente de carbono.
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8.5 Andlisis del crecimiento microbioldgico a lo largo de la fermentacion.
Se determind el crecimiento celular de las levaduras por el método de Miles y Misra
(Camacho et al., 2009), cada determinacion se hizo por duplicado y se realizé un

promedio de los datos obtenidos, los cuales se observan en los Graficos 3y 4.
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Grafico 3. Concentracion celular determinada por método de Miles y Misra
(Camacho et al., 2009), a lo largo de las tres fermentaciones en medio M11.
Cada serie representa el promedio + de un duplicado por fermentacion.

En el Grafico 3, se muestra el crecimiento de las dos levaduras en sus
fermentaciones puras, asi como el crecimiento de las dos levaduras en la
fermentacién mixta, en medio M11 utilizando extracto de levadura como fuente
organica de nitrogeno. Todas las fermentaciones comenzaron con una
concentracion celular de 107 UFC/mL. Se observa que T. delbrueckii en la
fermentacion individual tuvo un crecimiento de >10% a las 48 h, sin embargo,
disminuyé de nuevo a 10’ UFC/mL para las 72 h y tuvo una ligera reduccion celular
al final de la fermentacion, pero sin salirse de este rango de concentracion. En el
caso de S. cerevisiae cepa SCH2, en la fermentacion pura se observa un ligero

aumento en la concentracién celular a las 72 h de fermentacion, y se mantuvo
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constante hasta las 168h de fermentacion con un valor de 10 "® UFC/mL. En
contraste, en la fermentacion mixta, T. delbrueckii tuvo una notable disminucion de
10 8 UFC/mL a las 48h de fermentacién, manteniendo su concentracion celular por
debajo de S. cerevisiae a lo largo de toda la fermentacion. Llegando a las 168h de
la fermentacién con una concentracion celular de 108 UFC/mL. El cambio drastico
en la dinamica poblacional observado entre la fermentacion individual y la
fermentacion mixta, indica que el crecimiento de T. delbrueckii se ve afectado por la

presencia de S. cerevisiae cepa SCH2.

Mientras que S. cerevisiae asi también disminuyd su concentracion celular a las
48h, sin embargo, no salié del rango de 107 UFC/mL. En ambas fermentaciones se
observo un pequerio crecimiento poblacional al final de la fermentacion. Estos datos
indican que utilizando una inoculacion inicial de 107 UFC/mL de ambas levaduras,
S. cerevisiae cepa SCH2, domina la fermentaciéon mixta. Destacando que, en el
caso de las fermentaciones individuales, T. delbrueckii tuvo mayor incremento en

su biomasa utilizando esta fuente de nitrégeno.
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Grafico 4. Concentracion celular determinada por método de Miles y Misra
(Camacho et al., 2009), alo largo de las tres fermentaciones en medio M11 con
fenilalanina. Cada serie representa el promedio + de un duplicado por
fermentacion.

En el Grafico 4, se muestra el crecimiento microbioldgico de las levaduras en medio
M11 utilizando fenilalanina como fuente organica de nitrégeno, al igual que en las
fermentaciones realizadas con extracto de levadura, la inoculacion inicial de todas
las fermentaciones fue de 10’ UFC/mL. En contraste con lo observado en el Gréafico
3, la fermentacion pura de T. delbrueckii desde las 24h disminuy6 drasticamente a
108 UFC/mL manteniéndose por debajo de este valor durante toda la fermentacion.
Esto indica que la fenilalanina no es un aminoacido muy asimilable para T.
delbrueckii (Mas et al., 2013), ya que de acuerdo con Thaillandier et al. (2007) el
componente nitrogenado es utilizado por las levaduras para reproducirse
(produccién de biomasa) durante la fermentacién alcohdlica y asegurar un nimero
de células suficientes para consumir todos los azucares del mosto. En este caso T.
delbrueckii no produjo biomasa con fenilalanina como fuente organica de nitrégeno,

esto también se ve reflejado en el lento consumo de azucares observado en el
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Gréfico 2. de Consumo de fructosa en (ug/mL) con respecto al tiempo durante las 3

fermentaciones en medio M11 con fenilalanina.

Caso contrario, S. cerevisiae de forma individual incremento su biomasa alcanzando
un valor de >108, a las 24h de fermentacioén, disminuyendo de nuevo a 10" UFC/mL
para las 48h y manteniéndose constante durante la fermentacion. Cabe mencionar
que la fermentacion duré 168h, menos que las otras fermentaciones. Esto nos indica
que a diferencia de T. delbrueckii, S. cerevisiae cepa SCH2 asimila bien la

fenilalanina como fuente organica de nitrégeno.

El crecimiento de Torulaspora delbrueckii en la fermentacion mixta no difiere mucho
de la individual, puesto que no se observd ningun incremento en su biomasa, sino
que, al contrario, hubo una reduccién en su concentracion celular de casi dos
logaritmos a las 168h, alcanzando una concentracion final de 108 UFC/mL. Por su
parte, el crecimiento de S. cerevisiae si se vio afectado por la interaccion con
Torulaspora delbrueckii, puesto que difiere de su fermentacion pura, disminuyendo
notablemente su concentracion celular a las 168h a un valor de 108 UFC/mL e
incrementando la duracién de su fermentacion hasta 216 h. El hecho de que las
células viables de S. cerevisiae disminuyeran en la Ultima parte de la fermentacion,
hace notar la competicién progresiva que existe entre esta cepay T. delbrueckii. Sin
embargo, al igual que en el caso de la fermentacién en medio M11 con extracto de
levadura, S. cerevisiae dominé la fermentacion mixta con fenilalanina como fuente

organica de nitrégeno.

Finalmente, se puede decir que, tanto en las fermentaciones individuales como en
las fermentaciones mixtas en ambos medios de fermentacion M11, la tasa de
crecimiento fue muy baja. Sin embargo, en el estudio de fermentaciones mixtas de
Torulaspora delbrueckii y diferentes cepas de S. cerevisiae en cerveza, realizado
por Canonico et al. (2017), también se observa esta dinamica de poblacion, que a
pesar de utilizar cepas diferentes de S. cerevisiae junto con T. delbrueckii, ninguna

tuvo una tasa de crecimiento alta.
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Ademas, cabe destacar que en las fermentaciones realizadas por Canonico et al.
(2017), T. delbrueckii domino la fermentacion en todos los casos, contrastando con
los resultados obtenidos en este estudio. Lo cual nos indica que la cepa de levadura
utilizada, al igual que el radio de inoculacion va a ser determinante para la dinamica

de crecimiento en las fermentaciones mixtas.

8.6 Cuantificacion de la produccion de etanol a lo largo de la fermentacion,
mediante HPLC

Por medio de Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién, CLAR por sus siglas
en espafol, HPLC (siglas en inglés), se cuantifico la cantidad de etanol producido
durante las seis fermentaciones realizadas. Cada fermentacién se hizo por
duplicado y se sac6 un promedio de estas para los resultados, observados en los
Gréficos 5y 6.
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Gréfico 5. Concentracion de etanol en (uL/mL) cuantificado mediante HPLC-
IR, columna Aminex HPX-87H, con respecto al tiempo durante las tres
fermentaciones en medio M11l. Cada serie representa el promedio de un
duplicado por fermentacion, con su respectiva desviacion estandar ().
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Grafico 6. Concentracion de etanol en (uL/mL) cuantificado mediante HPLC-
IR, columna Aminex HPX-87H, con respecto al tiempo durante las tres
fermentaciones en medio M 11 con fenilalanina. Cada serie representa el
promedio de un duplicado por fermentacién, con su respectiva desviacion
estandar (z).

En el Gréfico 5 se observa que, a partir de las 48h para adelante, la fermentacién
mixta fue la que produjo significativamente mayor cantidad de etanol en
comparacién con las otras fermentaciones. Respecto a las fermentaciones puras,
S. cerevisiae produjo mayor cantidad de alcohol que T. delbrueckii a lo largo de toda
la fermentacion, a excepcion de las primeras 24h donde la fermentacion de T.

delbrueckii pura tenia el mayor contenido de etanol de las tres.

El incremento de la concentracién de etanol en la fermentacion mixta con extracto
de levadura (Grafico 5) afirma la interaccién inhibitoria y competencia por los
nutrientes que existe entre estas levaduras, ya que de acuerdo con Ciani 'y Comitini
(2015) el etanol es un componente antimicrobiano producido por diferentes
especies de levaduras, estas pueden estar involucradas en interacciones a traves
de la produccion de compuestos toxicos para las células como resultado de la

competicion por los nutrientes. En términos de interacciones inhibitorias mediadas
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por metabolitos con efectos toxicos, esté la produccién de etanol. Por lo que en los

resultados obtenidos hubo un aumento en la cantidad de este metabolito.

En las fermentaciones con fenilalanina (Grafico 6) se observa que S. cerevisiae pura
notablemente produjo la mayor cantidad de etanol durante toda la fermentacion, a
las 96 h la produccion de etanol era significativamente mayor respecto a las otras
dos fermentaciones. La produccion de altos niveles de alcohol es el principal factor
responsable de la dominancia de S. cerevisiae sobre las levaduras no-
Saccharomyces (Pretorius, 2000).

Cabe mencionar que la fermentacion de S. cerevisiae terminé a las 168h, a
diferencia de la mixta y T. delbrueckii pura que terminaron a las 216 h. Las especies
de Saccharomyces son reconocidas por su capacidad para la vigorosa fermentacion
anaerobica de azUcares para producir etanol (Barnett, 1992), por lo que efectud su
fermentacién de manera mas rapida. Asi mismo, S. cerevisiae posee una mayor
capacidad fermentativa y de consumo de azucares que Torulaspora delbrueckii

(Ramirez y Velazquez, 2018).

La fermentacién de T. delbrueckii pura y la fermentacion mixta tuvieron un
comportamiento similar hasta las 96 h de fermentacion, a partir de esta hora en
adelante T. delbrueckii produjo mayor cantidad de etanol.

Tabla 6. Rendimiento de etanol de las fermentaciones efectuadas en medio
M11ly M11 con fenilalanina

Fermentacion Rendimiento (%) medio | Rendimiento (%) medio M11
M11 con fenilalanina
S. cerevisiae 92.47 89.47
T. delbrueckii 81.40 70.21
Mixta 98.51 47.93

*Los célculos realizados para el rendimiento se encuentran en ANEXO |.

Se obtuvo el rendimiento de la producciébn de etanol de cada una de las
fermentaciones realizadas tanto en medio M11 con extracto de levadura como en

medio M11 con fenilalanina, mostrados en la Tabla 6. Para esto, se calcul6 el
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rendimiento tedrico de etanol, donde se obtuvo que la méxima cantidad posible de
etanol generado en la reaccion es de 51.13 pL/mL, tomando en cuenta que se partid
de una concentracion inicial de fructosa de 100 pg/mL como se indica en el Grafico
1y 2 de consumo de fructosa, cuantificada mediante HPLC, que es equivalente a
los 100 g /L de fructosa afiadidos inicialmente al mosto de fermentacién. Los

calculos realizados para el rendimiento de etanol se encuentran en el ANEXO I.

Partiendo de esto, el etanol cuantificado al final de la reaccién no debe ser mayor al
valor obtenido de rendimiento tedrico (51.13 pL/mL), esto concuerda con los
resultados mostrados en los Graficos 5 y 6, donde en ninguna fermentacion la
cantidad de etanol sobrepasa el rendimiento tedrico. En la fermentacion de medio
M11 con extracto de levadura (Gréfico 5), se observa que notablemente la
fermentacién mixta fue la que produjo mayor cantidad de etanol al final de la
fermentacion siendo esta de 50.37 puL/mL, seguida de S. cerevisiae cepa SCH2 que
llegd a una cantidad de etanol de 47.28 pL/mL, y al final T. delbrueckii que produjo
41.62 uL/mL, con esto se comprobo lo descrito anteriormente por Benito (2018) en
su estudio en vinos, donde afirma que T. delbrueckii se puede utilizar para producir

una menor concentracion de etanol.

En contraste con el Gréfico 5, la fermentacion mixta en medio M11 con fenilalanina
(Grafico 6) fue la que produjo menor cantidad de etanol de todas las fermentaciones
realizadas, siendo esta cantidad de 24.51 pyL/mL, lo cual puede ser util para las
fermentaciones donde se busque una menor cantidad de este metabolito, ya que
existe una nueva tendencia hacia las bebidas fermentadas con contenido reducido
de etanol (Wilkinson y Jiranck, 2013), debido a que demasiado etanol puede
comprometer la calidad del producto y el consumo excesivo de alcohol se asocia
con varios problemas de salud (Dzialo et al., 2017). Se ha estudiado anteriormente
el uso de levaduras no-Saccharomyces para disminuir el grado alcohdlico en vinos
(Morales et al., 2015).

En el Grafico 6, también se observa que en el medio M11 con fenilalanina, S.
cerevisiae pura fue la fermentacion que produjo mayor cantidad de alcohol (45.75
pL/mL) y al final T. delbrueckii pura con una cantidad de 35.90 pL/mL de etanol. La
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reduccion del contenido de etanol en la fermentacion pura de Torulaspora
delbrueckii se debe a que al ser una levadura no-Saccharomyces posee una baja
eficiencia en la fermentacion alcohdlica (Contreras et al., 2014; Gobbi et al., 2014;
Quirds et al., 2014).

De manera general, en las fermentaciones en medio M11 con fenilalanina se
obtuvieron cantidades menores de etanol a las observadas en el medio M11 con

extracto de levadura.

En la Tabla 6, se muestran los rendimientos de etanol de las fermentaciones
efectuadas en medio M11 con extracto de levadura y M11 con fenilalanina, donde
se observa que el mayor rendimiento fue el de la fermentacion mixta con extracto
de levadura con un 98. 51% de produccion de etanol. Contrastantemente la
fermentacidn mixta con fenilalanina fue la que menor rendimiento tuvo con un 47.93
% de produccién de etanol. De acuerdo con Ivey et al. (2013) y Oro et al. (2014)
durante las fermentaciones mixtas, el uso de diferentes fuentes de nitrdgeno puede
influenciar el dominio de una especie de levadura en la competencia por los
nutrientes, por lo que se infiere que esta diferencia en la produccion de etanol es

debida al cambio de la fuente de nitrégeno aminico en el mosto.

Sin embargo, de manera general el rendimiento de etanol de todas las
fermentaciones, a excepcion de la mixta con fenilalanina, fue alto. Esto se puede
deber a que la tasa de crecimiento de todas las fermentaciones fue muy baja
(Graficos 3y 4), asi que no se generd una cantidad significativa de biomasa, por lo
gue todo se pudiera haber transformado en producto. De acuerdo con Alves et al.
(2007) S. cerevisiae muestra un menor rendimiento de biomasa a bajas tensiones
de oxigeno con respecto a T. delbrueckii, posible razon por la que S. cerevisiae tuvo

un mayor rendimiento de etanol.

Es importante tomar en cuenta que las fermentaciones se dieron en condiciones
anaerobias, de acuerdo con Morales et al. (2015), las fermentaciones en
condiciones anaerobias generan mayor cantidad de etanol que las que se dan en
condiciones aerobias, por lo que es un factor importante por la que se pudo haber

tenido un alto rendimiento de etanol en las fermentaciones efectuadas.
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8.7 Cuantificacién de la produccion de glicerol alo largo de la fermentacion,
mediante HPLC

Por medio de Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion, CLAR, se cuantifico la
cantidad de glicerol producida durante las seis fermentaciones realizadas. Cada
fermentacién se hizo por duplicado y se sacé un promedio de estas para los
resultados, se monitoreo la produccidon de glicerol cada 24h a lo largo de cada

fermentacion, tanto en medio M11 como en medio M11 con fenilalanina.
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Gréafico 7. Produccion de glicerol en (uL/mL) con respecto al tiempo de las
tres fermentaciones en medio M11, cuantificado mediante HPLC-IR, columna
Aminex HPX-87H. Cada serie representa el promedio de un duplicado por
fermentacién, con su respectiva desviacion estandar ().

En el Grafico 7, se muestra como fue la produccién de glicerol durante la
fermentacion en medio M11 de las tres primeras fermentaciones cada 24h, donde
se observa que T. delbrueckii fue la levadura que produjo mayor cantidad de glicerol
(5.73 uL/mL) al final de la fermentacion a las 168h, este valor es muy cercano al de
la fermentacion mixta que fue de 5.60 pL/mL al final de la fermentacioén, y estas dos
cantidades a su vez, difieren de la cantidad de glicerol producido por S. cerevisiae
(5.13 pL/mL). De acuerdo con lo mencionado por Benito (2018) T. delbrueckii
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incrementa la cantidad de glicerol en las fermentaciones, lo cual concuerda con lo
encontrado en los resultados, donde se observa que, tanto en la fermentacion
individual como en la fermentacion mixta, T. delbrueckii si incremento la cantidad de

glicerol, en comparacion con la fermentacion individual de S. cerevisiae.

De acuerdo con lo descrito por Escalante et al. (2012), el glicerol brinda un sabor
dulce y da cuerpo a la bebida fermentada, por lo que se esperaria que la
fermentacién mixta y la individual de T. delbrueckii, al tener mayor cantidad de

glicerol posean un sabor mas dulce y con mayor cuerpo.

El incremento de glicerol en la fermentacion mixta se puede deber a un cambio en
el metabolismo de las levaduras cuando se encuentran de manera conjunta, de
acuerdo con lo descrito por Mairoella et al. (1984) el glicerol es producido como
respuesta el estrés osmotico. Tijerina et al. (2014) afirma que los hongos pueden
sintetizar solutos en respuesta al estrés osmético para mantener la turgencia celular
y mantener el metabolismo enzimético; el glicerol es el soluto compatible de mayor
produccion en los hongos dado que es una molécula pequeia de tres atomos de
carbono que representa una estrategia de ahorro de energia para el mantenimiento
de la presion osmoética y la turgencia, esto podria explicar el porqué del aumento de

glicerol en esta fermentacion.

Por otro lado, es destacable que en la fermentacién mixta la produccion de la
cantidad de glicerol fue mas rapida que las fermentaciones individuales, ya que
desde las 48h hubo un notable incremento en la concentracion de glicerol, y a partir
de las 72h llegd a una concentracion muy alta a comparacion de las demas (5.5
puL/mL) y se mantuvo casi constante, es decir se produjo la mayor cantidad de
glicerol en menor tiempo que en las fermentaciones individuales, lo cual se puede
ligar con lo observado en el Grafico 5 de produccion de etanol en medio M11, donde

la concentracion de etanol tuvo la misma tendencia de produccion.
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Gréfico 8. Produccion de glicerol en (uL/mL) con respecto al tiempo de las
tres fermentaciones en medio M11 con fenilalanina, cuantificado mediante
HPLC-IR, columna Aminex HPX-87H. Cada serie representa el promedio de un
duplicado por fermentacion, con su respectiva desviacidén estandar ().

La produccién de glicerol en medio M11 con fenilalanina como fuente organica de
nitrdgeno, se muestra en el Grafico 8, donde se observa que T. delbrueckii pura tuvo
la mayor produccién de 5.3 pL/mL, mientras que la fermentacibn mixta y S.
cerevisiae pura produjeron casi la misma cantidad de glicerol de 5.1 pL/mL y 5.06
uL/mL respectivamente. Estos valores fueron muy parecidos a los obtenidos en la
fermentacién en medio M11 con extracto de levadura (Grafico 7), sin embargo, las
fermentaciones en medio M11 produjeron un poco mas de glicerol, esto se debe a
la diferente fuente de nitrégeno utilizada, ya que la produccién de glicerol depende
de factores como el nitrdgeno del medio (Lozano y Mufioz, 1988; Gardner et al.,
1993), por lo que se puede inferir que la fuente de nitrégeno organico utilizado afecta

la cantidad de glicerol producido.

Se puede inferir que el uso de fenilalanina como Unica fuente organica de nitrdgeno
no fue favorable para la produccién de glicerol tanto en la fermentacién individual
de T. delbrueckii como para la fermentacion mixta, ya que independientemente de
la concentracion final de glicerol, su produccion a lo largo de la fermentacion fue

muy lenta, en comparacion con la fermentacion pura de S. cerevisiae que obtuvo
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valores de concentracion mas altos, esta diferencia se observa desde las 24h hasta

las 168h de fermentacion.

8.8 Determinacion y cuantificacion de compuestos congenéricos al final de la
fermentacion.

Se identificaron y cuantificaron los alcoholes superiores y ésteres de acetato
encontrados al final de cada fermentacion en medio M11 con extracto de levadura
y en medio M11 con fenilalanina. Cada fermentacion se hizo por duplicado y se
obtuvo su promedio para los resultados, representados en los Graficos 9-12. La
determinacién y cuantificacién se realiz6 mediante cromatografia de gases. Se
realizd una curva patron para los compuestos solubles en agua, y otra para los no

solubles en agua, los cuales se solubilizaron en etanol.

Los compuestos solubles en agua encontrados fueron: etil lactato, 1-propanol, 2-
butanol y metanol. Y los compuestos no solubles en agua encontrados fueron: 2-
fenil etanol, 2-fenilacetato, isoamil acetato, 2-metil-1-propanol y 2 metil-1-butanol.

8.8.1 Cuantificacion de alcoholes superiores encontrados al final de la
fermentacién, mediante cromatografia de gases.

Los alcoholes superiores encontrados al final de cada fermentacién en medio M11
con extracto de levadura y en medio M11 con fenilalanina, se muestran en el Gréfico

9y 10 respectivamente.
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Grafico 9. Concentracidn en (uL/L) de los alcoholes superiores encontrados al final de cada
fermentacion en medio M11, cuantificados mediante cromatografia de gases, mediante un
detector de ionizacion de flama (FID). Cada barra representa el promedio de un duplicado por
fermentacion, con su respectiva desviacién estandar ().
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Gréfico 10. Concentraciéon en (uUL/L) de los alcoholes superiores encontrados al final de cada
fermentacion en medio M11 con fenilalanina, cuantificados mediante cromatografia de gases,
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mediante un detector de ionizacién de flama (FID). Cada barra representa el promedio de un
duplicado por fermentacién, con su respectiva desviacion estandar ().

Los alcoholes superiores encontrados al final de las seis fermentaciones en medio
M11 con extracto de levadura y con fenilalanina como fuente organica de nitrogeno
fueron: 2-fenil etanol (aroma a rosas, floral), 2-metil-1-propanol, también llamado
isobutanol (aroma alcohdlico, pungente) , 2-metil-1-butanol, también llamado
alcohol amilico (aroma a rosas), l-propanol (aroma disolvente, pungente)
(Escalante et al., 2012; Zumarraga y Barbero, 2014) y metanol, mostrados en los

Graficos 9 y 10 respectivamente.

Algunos de los alcoholes superiores detectados en el jugo de fermentacion del Sotol
son: 2-fenil etanol, limoneno, alcohol isoamilico, 3-metil 2-butanol, 4-metil-1-butanol,
metanol, propanol, 2-metil-1-propanol y 3-metil-1-butanol (Lopez y Guevara, 2001;
Flores et al., 2019). Por lo que varios alcoholes superiores presentes en el Sotol
también fueron encontrados en las fermentaciones realizadas en el medio sintético
M11.

Se ha mencionado anteriormente por Basso et al. (2016), Etschmann et al. (2015)
y Pires et al. (2014), la produccion de diferentes aromas frutales, como 3-fenil etanol,
n-propanol, isobutanol y alcohol amilico por parte de T. delbrueckii, lo cual se

comprueba con los resultados obtenidos.

En la fermentacion con extracto de levadura (Grafico 9), las fermentaciones puras,
tanto S. cerevisiae cepa SCH2 como T. delbrueckii, produjeron una mayor cantidad
de 2-fenil etanol, seguido de metanol, 2-metil-1-butanol (alcohol amilico), 2-metil-1-
propanol (isobutanol) y al final 1-propanol. En la fermentacién mixta hubo una mayor
produccion de alcohol amilico, seguido de isobutanol, metanol, 2-fenil etanol, y por
altimo 1-propanol. Lo cual significa que el perfil aroméatico fue parecido en las dos
fermentaciones puras, predominando el olor a rosas. A diferencia de la fermentacion
mixta, donde el perfil aromatico cambid respecto a las individuales, al no tener la

misma proporcién de los alcoholes superiores.

En las fermentaciones con fenilalanina (Gréafico 10), en las puras se observa la

misma proporcion de alcoholes superiores que en las fermentaciones con extracto
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de levadura. Sin embargo, la mixta si difiere en la proporciébn de compuestos
producidos con respecto a la mixta con extracto de levadura, donde la mayor
proporcion fue de 2-fenil etanol, seguido de alcohol amilico, isobutanol y 1-propanol.
Por lo tanto, el perfil aromatico no solo depende de la interaccion entre levaduras,

sino que también del medio de fermentacion.

Notablemente en la fermentacion mixta en medio M11 con fenilalanina no se produjo
metanol, en contraste con las fermentaciones puras, esto puede ser (til para las
fermentaciones donde no se quiere la presencia de metanol, debido a que puede
llegar a ser altamente toxico, dependiendo de la cantidad ingerida, puede provocar

desde una embriaguez, hasta una ceguera o la muerte (Ruiz, 2017).

De manera general, en la fermentacion mixta con extracto de levadura (Grafico 9)
se observo un incremento de la cantidad de 2-metil-1-propanol y 2-metil-1-butanol
con respecto a la fermentacion pura de T. delbrueckii, pero no se observé ningun
incremento de ningun alcohol con respecto a la pura de S. cerevisiae. En la
fermentacién mixta con fenilalanina (Gréfico 10) se observo un incremento en los
alcoholes 2-fenil etanol, isobutanol y alcohol amilico al comparar con la fermentacion
pura de T. delbrueckii. Asimismo, la cantidad de 1-propanol incrementé en la

fermentacidon mixta con respecto a la fermentaciéon pura de S. cerevisiae.

Ambas levaduras produjeron los mismos alcoholes superiores, pero en diferentes
cantidades, los compuestos producidos concuerdan con lo encontrado en la
literatura, ya que T. delbrueckii se caracteriza por producir diferentes aromas
frutales, como B-fenil etanol, n-propanol, isobutanol, alcohol amilico (Basso et al.,
2016; Etschmann et al., 2015; Pires et al., 2014).

En el Grafico 9 y 10 se observa que el alcohol superior mas abundante en las
fermentaciones de ambos medios fue el 2 -fenil etanol. En medio M11 con extracto
de levadura (Grafico 9), hubo mayor produccion de este alcohol en la fermentacion
pura de T. delbrueckii (212.33 uL/L), mientras que S. cerevisiae pura produjo
(158.32 uL/L) y la menor produccion de 2-fenil etanol se dio en la fermentacion mixta

(5.14 pL/L). En contraste, en medio M11 con fenilalanina (Grafico 10), la mayor
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produccion de 2-fenil etanol se obtuvo en la fermentacion mixta (147.68 uL/L),
seguida de la fermentacion pura de T. delbrueckii (76.90 pL/L) y al final la de S.
cerevisiae cepa SCH2 (42.52 pL/L).

El hecho de que en la fermentacion mixta en medio M11 con fenilalanina, se haya
dado notablemente la mayor produccion de 2-fenil etanol indica un efecto sinérgico
entre estas dos levaduras, al incrementar el nivel de este metabolito (Ciani y
Comitini, 2015; Ivey et al., 2013), dando asi, una interaccion positiva entre estos dos
géneros de levadura, utilizando fenilalanina como fuente orgénica de nitrégeno. A
diferencia de la fermentacion mixta en medio M11 con extracto de levadura, donde
la produccion de este metabolito por T. delbrueckii se ve afectada por la presencia
de S. cerevisiae, dando como resultado un efecto negativo (Ciani y Comitini, 2015),

al existir la marcada reduccion de la cantidad de 2-fenil etanol.

En la realizacién del vino, se ha demostrado que el uso de T. delbrueckii en
fermentaciones mixtas con S. cerevisiae aumenta la cantidad de B-fenil etanol
(Comitini et al., 2011; Azzolini et al., 2015), esto concuerda con los resultados
obtenidos en medio M11 con fenilalanina, y contrasta con los resultados obtenidos
en medio M11 con extracto de levadura que mostraron una tendencia opuesta. Sin
embargo, también existen estudios por Canonico et al. (2016) y Canonico et al.
(2017) en cerveza donde el uso conjunto de estas dos levaduras disminuye la
cantidad de B-fenil etanol, como es el caso del medio M11 con extracto de levadura.

Por lo que se puede inferir que la interaccién que exista entre estas levaduras esta
relacionada con la composicion del medio de fermentacién, ya que no siempre se
comportaran de la misma forma y por lo tanto esto afectara la produccion de

metabolitos.

De acuerdo con el Esquema 2. La ruta de Ehrlich (Dzialo et al., 2017), la fenilalanina
es el precursor directo del 2-fenil etanol, por lo que, al ser la Unica fuente aminica
de nitrégeno en el medio, se esperaba tener una mayor cantidad de este alcohol
superior, observandose notablemente este fendmeno en la fermentacién mixta. Lo
cual concuerda con lo mencionado anteriormente por Mas et al. (2013) que describid

gue la mayoria de las fuentes nitrogenadas del mosto (amonio y aminoacidos) son
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a su vez precursores aromaticos, determinando igualmente la calidad aromética.
Esto se comprob6 en el presente estudio ya que, al cambiar la fuente de nitrégeno,

la calidad aromatica también cambio.

El aumento del nivel de 2-fenil etanol en la fermentacion mixta, observados en el
Grafico 10, se puede deber a que la fenilalanina es un nutriente mas escaso que el
extracto de levadura, ya que el extracto de levadura al ser un autolisado de células
de levaduras, se compone de un conjunto de aminoacidos y vitaminas,
especialmente complejo B y otros factores de crecimiento (MCD-LAB, 2020). En
cambio, la fenilalanina es Unicamente un aminoacido, por lo que al ser menor la
cantidad de aminoacidos la competencia por los nutrientes podria aumentar y por lo
tanto la produccion de 2-fenil etanol también aumentar, esto conlleva un cambio en
el metabolismo en las levaduras (Tronchoni et al., 2017), de igual forma, este
fenbmeno se observé anteriormente en los otros parametros realizados en el

presente estudio.

Ademas, varios alcoholes superiores como el 2-fenil etanol, pueden actuar como
moléculas quorum-sensing en levaduras, y con esto regular algunas actividades
fisiologicas como la adquisicion de nutrientes (March y Eiros, 2013), lo cual
concuerda con lo descrito anteriormente, en el aumento de este metabolito en la
fermentacién mixta. De la misma manera, se ha especulado que estas moléculas
guorum-sensing pueden tener un papel a nivel poblacional ya que pueden influir en
el establecimiento de comunidades microbianas en fermentaciones semi-
espontaneas (Ciani y Comitini, 2015). Mediante este mecanismo las levaduras
pueden conocer su concentracion en un ambiente determinado y decidir el momento
en el que se va a poner en marcha la expresion de un determinado conjunto de
genes con el fin de desarrollar una respuesta concreta y de forma simultanea (March
y Eiros, 2013).

Adicionalmente, en un estudio realizado por Chen y Fink (2006) se ha visto que los
alcoholes aromaticos triptofol y fenil etanol estimulan la transicion de S. cerevisiae
a la forma filamentosa en respuesta bajos niveles de nitrogeno, a manera de

proteccion.
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Por lo que se comprobd lo descrito anteriormente por He et al. (2014), donde se
menciona que la competencia entre levaduras por el uso de nitrogeno asimilable en
fermentaciones mixtas podria tener un papel importante en la formacion de
alcoholes superiores, puesto que al cambiar la fuente de nitrégeno en este estudio,
se cambiaron los nutrientes del medio de fermentacion, y con esto probablemente
aumento la competencia por los nutrientes, cambiando asi el metabolismo de las
levaduras en la fermentacion mixta (Tronchoni et al., 2017) y de esta manera,
modificando la composicion final de los compuestos congenéricos, en este caso de

alcoholes superiores.

Por lo tanto, la concentracion de alcoholes superiores si se ve afectada por la fuente
de nitrégeno en el medio, lo cual concuerda con los mencionado anteriormente por
Dzialo et al. (2017) que describi6é que la concentracion de cada compuesto se ve
dramaticamente afectada por la composicién del medio, especialmente por la fuente

de carbono y de nitrégeno.

8.8.2 Cuantificacion de ésteres encontrados al final de la fermentacion,
mediante cromatografia de gases.

Los ésteres de acetato encontrados al final de cada fermentacion en medio M11 con
extracto de levadura y en medio M11 con fenilalanina, se muestran en el Grafico 11

y 12 respectivamente.
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Grafico 11. Concentracién de los ésteres de acetato en (uL/L) cuantificados mediante
cromatografia de gases, mediante un detector de ionizacién de flama, encontrados al final de
cada fermentacion en medio M11. Cada barra representa el promedio de un duplicado por
fermentacion, con su respectiva desviacion estandar ().
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Grafico 12. Concentracién de los ésteres de acetato en (uL/L) cuantificados mediante
cromatografia de gases, mediante un detector de ionizacién de flama, encontrados al final de
cada fermentacion en medio M11 con fenilalanina. Cada barra representa el promedio de un
duplicado por fermentacién, con su respectiva desviacion estandar ().
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Los ésteres de acetato encontrados al final de las seis fermentaciones en medio
M11 con extracto de levadura y con fenilalanina como fuente organica de nitrogeno
fueron: 2-fenil acetato (aroma floral, miel, dulce), isoamilacetato (aroma a platano,
pifia), y etil lactato (aroma frutal) (Pires et al., 2014; Dzialo et al., 2017), mostrados

en los Gréficos 11 y 12 respectivamente.

Algunos de los ésteres de acetato detectados en el jugo de fermentacion del sotol
son: isoamilacetato, etil acetato, fenil acetato, y acetato de geranilo (Flores et al.,
2019). Por lo que dos de estos ésteres encontrados en el Sotol, también fueron

encontrados en las fermentaciones realizadas en el medio sintético M11.

En el Grafico 11, se muestran los ésteres encontrados en la fermentacion con
extracto de levadura como fuente organica de nitrdgeno, donde se observa que S.
cerevisiae cepa SCH2 produjo la mayor cantidad de ésteres de acetato con respecto
a la fermentacion pura de T. delbrueckii y la fermentacién mixta. La fermentacion
pura de T. delbrueckii solo produjo 2-fenil acetato (65.97 uL/ L). A diferencia de S.
cerevisiae pura, que produjo una alta cantidad de 2-fenil acetato (527.47 pL/ L) y de
etil lactato (370. 51 pL/ L), seguido de isoamil acetato (34.14 pL/L). De esta manera,
en la fermentacién mixta, se observa que la presencia de T. delbrueckii afecta la
produccion de ésteres por S. cerevisiae cepa SCH2, ya que disminuy6
significativamente la cantidad de estos, donde destaca el 2-fenil acetato que paso
de 527.47 pL/ L a un valor de 3.15 pL/ L, en el caso del isoamil acetato inhibié su
produccion y disminuyo la cantidad de etil lactato a 14.08 pL/ L. Esto indica un efecto
negativo en la interaccion entre estas dos levaduras, al existir la marcada reduccion
de los niveles de ésteres de acetato presentes en la fermentacion, lo cual es
contrastante con lo mencionado por Herraiz et al. (1990) que describi6 que la
inoculacién mixta T. delbrueckii / S. cerevisiae incrementa la concentracion total de

ésteres, en relaciodn con la inoculacién de S. cerevisiae.

Ademas, Benito (2018) afirmo que T. delbrueckii aumenta las cantidades de
compuestos aromaticos como ésteres frutales en vinos, sin embargo, de acuerdo
con los resultados obtenidos, T. delbrueckii si bien produjo un éster no aumento la

cantidad de este, pero es importante mencionar que en el Gréfico 12, se observa
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que produjo una mayor cantidad de 2-fenil acetato que la fermentacion de S.

cerevisiae pura y la fermentacion mixta.

En el Grafico 12 es destacable el decremento de la cantidad de todos los ésteres
cuantificados en la fermentacion pura de S. cerevisiae, con respecto a la
fermentacidn con extracto de levadura, sobre todo de 2-fenil acetato (28.14 pL/L) y
de etil lactato (13.81 pL/L). Por otro lado, se observa la tendencia opuesta en la
fermentacién mixta, donde la cantidad de 2-fenil acetato aument6 con respecto a
las fermentaciones efectuadas en medio M11 con extracto de levadura, durante las
fermentaciones mixtas, el uso de diferentes fuentes de nitrdgeno puede influenciar
el dominio de una especie de levadura en la competencia por los nutrientes y con

esto afectar la interaccion entre las levaduras (lvey et al., 2013; Oro et al., 2014).

Cabe destacar que en la fermentaciéon mixta en M11 con fenilalanina si se produjo
isoamilacetato (17.92 uL/L), sin embargo, no fue mayor a la cantidad producida por
la fermentacién de S. cerevisiae pura, esto es contrastante con lo mostrado por
Canonico et al. (2017) en sus estudios con cerveza, donde menciona que el

isoamilacetato aumenta en la fermentacién mixta de T. delbrueckii con S. cerevisiae.

Es importante destacar que en los dos medios de fermentacion T. delbrueckii no
produjo ningun éster mas que 2-fenil acetato, siendo esta cantidad menor en el

medio con fenilalanina (36.52 uL/L).

De cualquier forma, al igual que en la fermentacion con extracto de levadura, la
cantidad de ésteres de acetato producidos durante la fermentacion mixta en medio
M11 con fenilalanina (Gréfico 12) mostraron una interaccién negativa entre estas
levaduras, al existir la reduccion en la cantidad de los ésteres producidos con

respecto a las fermentaciones puras de ambas levaduras.

En general, la cantidad de ésteres de acetato producidos en la fermentacion en
medio M11 con fenilalanina (Gréafico 12), fue baja en comparacion con la
fermentacion M11 con extracto de levadura (Gréfico 11).

La marcada diferencia en la produccion de ésteres de acetato entre un medio de

fermentacion y otro, tiene que ver con la fuente de nitrégeno en el medio, de acuerdo
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con Procopio et al. (2013), la concentracion de los aminoacidos y pequefios péptidos
se correlaciona con la produccion de ésteres de acetato por lo que la conexion
directa con sus aminoacidos precursores hace a la produccion de ésteres altamente
dependiente de la fuente de nitrogeno. De igual forma, es importante tomar en
cuenta la concentracion y composicién de la fuente fermentable de carbono, asi
como la relacion carbono-nitrégeno ya que esto tiene efectos dramaticos sobre la
produccion de ésteres (Piddocke et al., 2009; Dekoninck et al., 2012).

En contraste con la produccién de alcoholes superiores en medio M11 con
fenilalanina, la produccién de ésteres de acetato mostré una tendencia negativa. En
un estudio realizado por Canonico et al. (2017) en cerveza también se observa esta
tendencia, donde en general los ésteres se produjeron en una menor cantidad que
los alcoholes superiores, lo cual concuerda con los resultados obtenidos, a
excepcion de la fermentacion pura de S. cerevisiae cepa SCH2 en medio M11 con
extracto de levadura (Gréafico 11), la cual produjo una alta cantidad de 2-fenil acetato
( > 500 pL/L) y de etil lactato ( >350 uL/L), siendo estos valores mas altos a la
cantidad de alcoholes superiores producidos, donde el alcohol superior producido
en mayor cantidad fue el 2-fenil etanol ( 212.33 puL/L) en la fermentacion pura de T.

delbrueckii con extracto de levadura, Grafico 9.

El comportamiento de las levaduras en los diferentes mostos de fermentacion y la
produccion de compuestos congenéricos se pueden relacionar con los diferentes
sustratos iniciales utilizados como azulcares, composicion de aminoacidos,

compuestos precursores de sabor, entre otros (Canonico et al., 2017).

Con respecto al ambito toxicologico se debe considerar que la produccion de
alcoholes superiores en las fermentaciones debe ser controlada, sobre todo en
algunos alcoholes muy especificos ya que podrian causar serios dafios al
consumidor en altas concentraciones (Mager, 1988; ANEXO II), tomando en cuenta
gue un factor influyente para el control de la fermentacién es el cultivo iniciador
(Sadoudi et al., 2012) y los sustratos utilizados para inhibir o producir ciertos
compuestos (Canonico et al., 2017), como la fuente de nitrogeno asimilable (He et
al., 2014).
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En relacion con la aceptacion por el consumidor, ésta ha sido alta de acuerdo con
lo descrito por Catrileo et al., 2020 en su estudio en vino utilizando a las levaduras
S. cerevisiae y T. delbrueckii como cultivos iniciadores en una misma fermentacion,
donde el andlisis sensorial realizado arrojé que los consumidores tuvieron un nivel
de agrado mas alto por el vino con el in6culo mixto con respecto a las

fermentaciones puras.

Se ha comprobado en diversos estudios (Loira et al., 2014; Renault et al., 2015;
Catrileo et al., 2020) que el uso de inéculos mixtos, enriquecen y favorecen la
composicién del mosto con algunos congenéricos, consecuentemente esto se ha
reflejado en un alto nivel de aceptacion por parte del consumidor en los estudios
mencionados, sin embargo, se deben realizar mas estudios de caracter sensorial

que contribuyan a demostrar esta inclinacion.
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9. Conclusiones
La composicion de congenéricos en la fermentacion mixta vario
significativamente con respecto a las fermentaciones individuales, en ambos
medios de fermentacién, por lo que posiblemente existi6 una competencia por

los nutrientes entre las dos especies de levadura.

Tanto en la fermentacion mixta como en las fermentaciones individuales en
medio M11, el tiempo de fermentacién fue menor y hubo una mayor produccion
de etanol y glicerol, con respecto a las fermentaciones realizadas en medio M11

con fenilalanina.

El mayor porcentaje de consumo de fructosa se obtuvo en las fermentaciones
efectuadas en medio M11, siendo la fermentacién mixta la que consumioé mayor

cantidad de este azUcar.

En la fermentacion mixta, el uso de fenilalanina como fuente organica de
nitrogeno, tuvo un efecto favorable en la produccion de compuestos
congenéricos, ya que aumentd la concentracion tanto de alcoholes superiores

como de ésteres de acetato.

De acuerdo con los resultados obtenidos, la fuente de nitrégeno utilizada en el
medio influye considerablemente en la concentracién de congenéricos al final de

la fermentacion.

El alcohol superior producido en mayor cantidad fue el 2-fenil etanol, en ambos
medios de fermentacion.

La interaccion que existe entre estas dos especies de levadura estéa relacionada
con la composicion del medio de fermentacion, ya que al cambiar la fuente de
nitrogeno su comportamiento fue diferente y por lo tanto esto repercutio en la

produccion de metabolitos.

72



10. Perspectivas

El uso de fermentaciones mixtas como herramienta biotecnologica para el desarrollo
de nuevos productos como bebidas fermentadas, donde se mejoren las
caracteristicas organolépticas y se reduzca el contenido de alcohol ya que de
acuerdo con estudios (Wilkinson y Jiranck, 2013; Dzialo et al., 2017), puede

contribuir a mejorar la salud de los consumidores.

Realizar el mismo estudio probando otras fuentes organicas de nitrégeno, para
determinar cuéles son los compuestos producidos y poder relacionarlos con la
fuente nitrogenada utilizada.

Cambiar la fuente de carbono, utilizando otros azucares, ya que de acuerdo con
Piddocke et al. (2009) y Dekoninck et al. (2012) la relacion carbono-nitrégeno tiene
efectos sobre la produccién de algunos metabolitos, por lo cual también debe ser

un factor de estudio complementario.

Emplear otras combinaciones de especies de levadura con el fin de ampliar los
estudios de los compuestos producidos en la fermentacion mixta y poder elegir a
las especies que vayan de acuerdo con los productos deseados.

Explorar la presencia o ausencia de otros compuestos presentes en las
fermentaciones aplicando como herramientas la Cromatografia de

Gases/Espectroscopia de Masas.
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ANEXO |

Porcentaje de Consumo de Fructosa

Concentracion inicial de Fructosa: 100 ug /mL (equivalente a 100 g /L de fructosa)

Concentracion de Fructosa residual:

S. cerevisiae pura 2.21 pg/mL
T. delbrueckii pura 4.45 pg/mL
Mixta 2.12 pg/mL,

Ejemplo de calculo:
100pg  —> 100%
221 yg—— X
X=221

100-2.21=97.79 %

Rendimiento de etanol

De acuerdo con la ecuacion de fermentacion alcohdlica:

C,H,0, —2C,H.OH +2CO,

1 mol de fructosa equivale a 2 mol de etanol

Por lo que de acuerdo con el peso molar de la fructosa (180.16 g/mol), los gramos
de fructosa en la reaccion serian 180.16 g, y si el peso molar del etanol es de 46.07
g/mol, los gramos de etanol en la reaccion serian 92.14 g. Por lo tanto, un poco mas

de la mitad de la cantidad de fructosa se transforma en etanol.
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Partiendo de la reaccion, primero se calcul6 el rendimiento tedrico de etanol en la

fermentacion.
Rendimiento tedrico de etanol:

Considerando que se afadieron 100 g/ L de fructosa al mosto.

1 mol fructosa
180.16g fructosa

100 g fructosa ( ) = 0.555 mol fructosa

2 mol etanol

0.555 mol fructosa( ) = 1.11 mol etanol

1 mol fructosa

46.07g etanol
1 mol etanol

1.11 mol etanol ( ) = 51.13 g etanol

51.13g/L= 51.13 ug/mL
Por lo que el rendimiento tedrico de etanol es de 51.13 pg/mL

Ahora para calcular el rendimiento de etanol de cada fermentacion se hizo el
siguiente calculo:

Ejemplo de calculo:

Fermentacion Concentracion de etanol al final de la fermentacion.

S. cerevisiae pura 47.28 pL/mL

51.13uL/mL  —>  100%
47.28 yLmk  —> X
X=92.47 %

Este calculo se realizo para cada una de las seis fermentaciones.
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Area

Area

Curvas patrén

Curva patréon para la cuantificacion de fructosa.

14000000

12000000
y =120750x - 226534

10000000 R?=0.999
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2000000

0
0 20 40 60 80 100 120

Concentracién (ug / mL)

Curva patrén para la cuantificacion de etanol.

6000000

5000000 y =36221x + 25698

R*=0.9987
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Curva patrén para la cuantificacion de glicerol.

1200000
1000000
y =50479x + 12375
300000 R?=0.9949

Area

600000
400000

200000

0 5 10 15 20 25
Concentracion (uL / mL)

Curva patrén para la cuantificacion de compuestos congenéricos solubles

en agua.
3500
3000
o 2500
g
< 2000
1500
1000
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0
0 2 4 6 8 10 12
Concentracion (uL / mL)
—@— etil lactato  —@— 1-propanol metanol 2-butanol
etil lactato 1-propanol metanol 2-butanol
y =257.71x - _ y =170.39x + _ i
33381 y =280.98x + 6.1209 20199 y =289.16x - 1.2427
R2 =0.9998 R2 =0.9998 Rz =0.9999 R2 =0.9999

*La concentracion de las curvas se encuentra desde 0.001 a 10 (uL / mL), al ser rangos
pequefios no se aprecian claramente en el Grafico.
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Curva patrén para la cuantificacion de compuestos congenéricos no

solubles en agua.
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R2 =0.9999

R2 =0.9987
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*La concentracion de las curvas se encuentra desde 0.001 a 10 (uL / mL), al ser rangos
pequenos no se aprecian claramente en el Gréfico.

89




ANEXO I

Desde el ambito toxicolégico Mager (1988) describe lo siguiente respecto a

los alcoholes superiores encontrados en este estudio:
2-fenil etanol

En periodos largo de exposicion podria dafar el sistema nervioso central, en

periodos cortos puede causar tos, enrojecimiento de ojos.
2-metil-1-propanol

El 2-metil-1-propanol puede causar irritacion de ojos, de garganta, cefalea, mareos,
agrietamiento de la piel. Puede causar dafio en ojos, tracto respiratorio, sistema

nervioso central y piel.
2-metil-1-butanol

Este alcohol irrita las mucosas de los 0jos, la nariz y la garganta cuando alcanza
concentraciones de 100 ppm. Si bien se absorbe por via digestiva, respiratoria y
cutanea, la incidencia de enfermedades es muy baja. Los sintomas de enfermedad

generalizada son cefalea, mareo, nauseas, vomitos, diarrea, delirio y narcosis.
1-propanol

No se han notificado casos de intoxicacion relacionados con el uso industrial de n-
propanol. Para los animales de experimentacién es moderadamente toxico cuando
se administra por vias respiratoria, oral o percutanea. Irrita las mucosas y deprime
el sistema nervioso central. Se conoce un caso de fallecimiento por ingestion de 400

mL de n-propanol.
Metanol

El alcohol metilico tiene propiedades toxicas que pueden hacerse evidentes tanto
por exposicion aguda como cronica. En experimentos con animales se ha
demostrado que el alcohol metilico puede penetrar en la piel en cantidad suficiente
como para causar una intoxicacion mortal. En casos de intoxicacion grave,

generalmente por ingestion, el alcohol metilico actia de forma especifica en el
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nervio optico, causando ceguera como resultado de la degeneracién del nervio

optico.
Etanol

La exposicion prolongada a concentraciones superiores a 5 000 ppm causa irritacion
de los ojos y la nariz, cefalea, sopor, fatiga y narcosis. El peligro de este consumo
anomalo depende de la concentracion de etanol, que si es superior al 70 % puede

producir lesiones esofagicas y gastricas, y presencia de desnaturalizantes.
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