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Efecto de la tiamina sobre el crecimiento y la produccidn de aromas en Ceratocystis fimbriata 1

Inicialmente, la preparaciéﬂ de aromas estuvo orientada a la combinacién de los ingredientes
aromaticos. Este desarrdlio ocurrid casi exclusivamente en el sector de las bebidas alcohblicas, sin
embargo, cuando los quimicos fueron capaces de aislar y sintetizar otras variedades interesantes, se dio
inicio a la imitacion de aromas frutales.,,

Cada ingrediente del aroma confiere un olor caracteristico, pero los productos capaces de conferir
el olor y sabor al alimento se encuentran en combinaciones de varios ingredientes. La naturaleza sigue los
mismos patrones, por ejemplo, en las frutvas, el aroma es en casi todos los casos una mezcia de
ingredientes quimicos definidos. ;4 o

Actuazlmente, Iz industria de los aromas ha evolucionado, pero continia persiguiendo nuevas metas,
entre ias que pueden mencionarse las siguientes:

1. Identificar y sintetizar los ingredientes de los aromas que se encuentran en la naturaleza, asi como la
creacién de nuevas moléculas.

2. Presentar a los consumidores aromas convencionales y no convencionaies que sean aceptables.

5. Considerando que un gran nimero de alimentos, adquieren sus sabores y aromas durante su
preparacion, la industria de los alimentos necesita adicionar al alimento, los aromas y saborizantes,
cuando por alguna razén no se dupliguen las condiciones de preparacion convencionales. o,

La industria de los alimentos ha extendido sus horizontes y en estos tiempos la biotecnologia ha
tenido un gran impacto en diversos sectores tecnologicos como son: alimentos, agricultura, farmacia,
diagndstico, quimico, energético, ambiental, etc. Sin embargo, actualmente, este impacte parece apuntar
a favor del sector alimentario, ya que éste (ltimo es, en términos de mercado, el mayor usuario de los
procesos biotecnoldgicos. 5 5,

Aunique son diversas las dreas de la Industria alimentaria en las que la biotecnologia ha
incursionado, el campo de los aromas, es uno de los mas importantes tanto en el aspecto econdmico como
en el tecnoldgico.

En el aspecto economico las ventajas son varias: 1) se reducen los costos, 2) s€ estandariza la
calidad y 3) se termina con la dependencia de factores especulativos tales como la disponibilidad de
materias primas. Las ventajas técnicas son 1} la posibilidad de tener ala mano los constituyentes de un
olor determinado, 2) las formas de dosificacion permiten adicionarlo al alimento de forma que antes era
imposible preparar al utilizar ingredientes aromaticos obtenidos de fuentes naturales.

En conclusién, el conocimiento y la disponibilidad de los constituyentes esenciaies de un aroma
permiten, el uso dnico de aquelias sustancias dque son directamente las responsables de conferir el aroma
y eliminar aguellos que interfieren con la actividad o estabilidad del alimento.

Considerando las ventajas que ofrece a la industria de los alimentos la manipulacidn de las
sustancias responsables de conferir aroma, sabor y potenciar un sabor especifico, la Viotecnolegia se ha
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Efecto de la tiamina sobre el crecimiento y la produccion de aromas en Ceratocystis fimbriata 2

servido de microorganismos que son capaces de generar compuesios naturales. En especial, los hongos
filamentosos pueden producir aromas y enzimas relacionados con el aromay sabor. (, 4 5

Ceratocystis fimbnata es un hongo filamentoso del cual se ha reportado que puede producir aromas
frutales ( principalmente aroma a platano), dependiendo de los sustratos que se encuentren en et medio
de cultive, sin embargo se ha encontrado que es necesario adicionar tiamina al medio de cultive donde se

desarrolle Gematocystis fimbniata para obtener un crecimiento Sptimo. gy,

Algunos de los productos que se obtienen de su fermentacién son ¢l acetato de etilo, acetaldehido,
propionato de etilo, acetato de isobutilo, entre otros mas, los cuales son de gran importancia en la
industria de los alimentos, donde se utilizan como saborizantes que mejoran las propiedades
organolépticas. ; 5

Con los resultados obtenidos en este trabajo se ha demostrado que la adicidn de tiamina al medio
de cultivo liquido, favorece Ia produccién de ésteres y algunos alcoholes, mas que la adicion de tiamina al
medio solido. Asi mismo, se ha demestrado que 1a adicidn de tiamina en e medio liquido, favorece la

produccién de algunos de los compuestos volatiles que forma &n[m;ﬁhs_ﬁuézmta, especialmente se
incrementa la produccién de acetato de etilo.

Facultad de Estudios Superiores Zaragoza Unwversidad Nacional Autdnoma de México



Efecto de la tiamina sobre el crecimiento y la produccidn de aromas en Ceratecystis fimbriata 3

1. FUNDAMENTACION TEORICA

L.a bictecnologia es la aplicacién controlada y deliberada de agentes bioldgicos sencillos (células
vivas o muertas) o componerrtes celulares, en operaciones échicamenie beneficiosas, bien sea de
fabricacion de productos u operaciones de servicios. i, 1

La biotecriologia microbiana, a veces llamada microbiologia industrial es un antiguo campo que ha
sido retomado en los Uitimos afios debido a la adicidn de téonicas de ingenierts genética. La microbiologia
industrial originalmente e:mpezo’ con los procesos de fermentacton alcohdlica, tal es el caso de Iz
fabricacidn de cerveza y de vino. Fosteriormente se desarroliaron los procesos microbianos para la
produccion de agentes farmacéuticos, y para la produccidn de aditivos alimentarios y aminoacidos, entre
otros. m 1z En la tabla 1, se resumen algunos gjemplos de produccién de aromas por microorganismos. e

Microorganismo Aroma Compuestos
Hscordea bydacoets Afritado: rosa 2- fenigletol, furan 2-carboxilate
Afrutado: p\atanc, B-Metil bubirl acetato, gama y delba decalactona,
W} mmfzﬁmw Durazno, pera, resa geranio, ¢itronelol, nerol linalol, geranii acetato
Fragante: geranio Citronelol, citronell, acetalo geranial, geranmiol, nerol,

Coratocgstis rariaspong linalol, gerant! acetata
@mtaqsiu‘ Wreseens Afrutado: rosa Ester metiiico det Acido cindmico
_&g@k cordaling Afrutado: jazmin Ester metilico del Acide cindmico
ﬂmm Lactis Afrutzdo rosa Citronelel, linalo, geranio

p-metilacetofenona,
Wycoacarta uda Afrutado- aimendras, pasto p-tokil-1-¢tanol

p-tolil-aldehido

Thujopsene, S-octenona,
,pem},:r?[rm deciombens Fino, rasa, manzana, hongo T-octen B-ol 2 -feniletanol, nerodiol

Metil benzoats, meti! salicilato,
Lhioliinmus sp. Afrutado: rosa 2-feniletanol, gama-decalactona
Sporobalmyees odorfer Durazno

Trans-1-10-dimetil trans
Srreptomyees adori Tierra, alcanfor D-decalot

¥ ﬁ-r 2 -exo-hidroxi-2-dimetilborato

Trmetes adoraia Afrutado miel. rosa, anfs Metil fenil acetato,

Geraniol, nerol, citronelol
Tnchoderma oy Caco &-pentil-2-pirona

Tabla 1. Compuestos aromaticos producides por microorganismos
Fuente: Sharpell, 1985.,.,
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Efecto de la tiamina sobre el crecimiento y la produccion de aromas en Ceratocystis fimbriata 4

Este campo de los aromas y sabores se encuentra dentro de ia bictecnologia alimentaria, la cual
puede definirse como el uso de las tecnologias biolégicas para la produccibn, transformacion ylo
prcscrvacién de alimentos, o bien para la produacién de materias primas, aditivos coadyuvantes
empleados en la industria alimentaria.

De igual manera, la biotecrologia alimentaria se involucra en los procesos de transformacidn, como
una etapa del proceso que cumple con una o varias funciones, como es, &t mejoramiento de las
caracteristicas organolépticas, quimicas, fisicoquimicas o nutricionales. Quizis el mayor impacto de la
biotecnologia alimentaria se ubica en la elaboracidén de materias primas y aditivos para la elaboracion de
alimentos. Por ejemplo, en el drea de eduloolorantes, aminoacidos, vitaminas, colorantes, biopolimeros,
potenciadores de sabor, dcidos organicos y aromas en las propiedades organolépticas, etc. Los productos
mas importantes en esta cavegoria son los aminoacidos, varios de los cuales se producen
econdmicamente en grandes cantidades via procesos microbianos. v, )

Ahora bien, ya que el microorganismo utiizado en este trabajo fue (Cmlocysts fmbnata a
continuacion se mencionan algunos aspectos de este hongo, iniciando con una breve descripoién de las
dificultades taxonomicas y de nomenclatura que ha ocasionade

Lratocystis fmbriata es econdmicamente importante ya que es la causa de la podredumbre de las
papas. La enfermedad se describio por primera vez por Halsted en 1890, quien dié al hongo el nombre de

&mtagm&.;éﬁézmtm En ese tiempo el peritecio fue considerado como picnidio y el género (ratocystrs fue
establecido con (Gratacystis fimbrata Dos afos después, Saccardo transfirid el hongo de la podredumbre
negra al genero &be;mm como ssz_ﬁaéaatm En 1929, Beeley nombré a un patégeno del arvol del

caucho como &&m&m_ﬂz el cual después fue conocido como ;S,é'nézmlﬂmm_m

En 1900, Zimmerman descrivié a Kostrella coffea como hongo det café con cuerpos
frutales similares al picnidio de S_Mmtm pero las relaciones de este hongo con las especies
causantes de la podredumbre negra de las papas no fueron evidentes hasta 1951 cuando FPontis
comparé aislamientos del café con los de las papas. En 1923 Efliot descubrid que el picnidio de! patégeno
de las papas eralo que actualmente se conoce como peritecio, con asci evanescente y a este hongo se¢ le

hamé  (Gemetostomells fmbnata E|  hongo después fue transferido a Ophiostoma  en 1934 y a
Endoconidiophora en 1935, En 1950, Bakshi revivid el nombre genérico, (ematocystis Esta posicion fue
mantenida por Hunt quien considerd a Ceratocystrs, Kostrella, Endoconidiophora, y Cphrostoma como  sindnimos,

-(17-20)

El género @emtaybkse caracteriza por ascématas solos o agregados, superficiales o inmersos en
el sustrato, ostiolares o no ostiolares, globosos o subglobosos de color hialine a café obscure o hegro;
generalmente presentan cuellos ostiolares usuaimente largos y cilindricos, a menudo con un anillo de hifa
alrededor del ostiolo, El centro contiene células parenquimatosas. El asci es de globoso a subgloboso, y
produce ocho esporas en diferentes niveles en el centro del peritecio que evanescen en la madurez. Las
ascosporas hialinas, ya sea con o sin la vaina gelatinosa tienen formas variables, curveadas, lunadas,
reniformes, o de forma de sombrero (figura 1). En otras palabras, ¢l aénero se caracteriza por peritecio de
color oscure con largos cuellos negros y un centro psritccial plsctascésoo, posee ocho esporas, ¢l asci €6
evanescente dispuesto de forma irregular: las ascosporas son unicelulares, hialinas, y exudados del
ostiolo en una matriz pegajosa.

Focultad de Estudios Superiores Zaragoza Uriversidad Nocional Autornoma de Méxice
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)_;Tﬂ
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Figura 1 (Ceratocystis fimbriata A. Ascoma madura. B. Botén, asci globoso: en la parte de arriba se observa el dpice

det cuelle ostiokar. €. Ascus con ascosporas. D. Ascosporas.

Universidad Nacional Autdnoma de México
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Efecto de la tiamina sobre el crecimiento y la produccidn de aromas en Ceratocystis fimbriata 6

En trabajos posteriores se ha ampliado el concepto genérico para incluir especies con dos ascosporas,

especies con peritecio hialino y especies en la cual la base del peritecio es de diferente color al del
cuello.
(18,19}

Debido a que se han encontrado diversos aislados de hongos con morfologias muy similares a la de la
podredumbre negra en diversas localizaciones geograficas sobre una gran variedad de huéspedes,
incluyendo el café, arbol del caucho, cacao, arbol del piat.ano crotalaria, roble, 4lamo y varias especies de

frutas con hueso, en muchos casos se vacild en identificar al patdaeno como ﬁﬂﬂt@c_ﬁtmﬁaém porgue
los aislamientos no fueron patégenocs para las papas & porque la morfologia 6 dimensiones de las
estructuras reproductivas no coincidieron con las caracteristicas reportadas del hongo. Considerando
esto, Webster y Butler intentaron redefinir al hongo @m@gﬂf_ﬁm&m& sobre bases morfoldgicas y
bioldgicas, para lo cual inciuyeron aisiamientos de numerosos huéspedes y de areas geogrificas muy
separadas. Compararon la morfologia y fisiologia en el mismo ambiente y detido a que la fertilizacion
cruzada se muestra en forma natural, también realizaron estudios de hibridizacion. En ese trabajo se
estudiaron mis de 45 aislamientos de 11 diferentes hudspedes y diversas areas geograficas. Los cultivos
crecieron sobre Agar Extracto de Maita (MEA) ..p

Las colonias de &m{agﬁ!mﬁménm producidas sobre agar extracto de matta fueron organizadas
en tres grupos generales en base a su color, y distribucion del peritecio. El primer grupo en el cual ¢l
peritecio se distribuyd uniformemente sobre la superficie de la colonia, incluyd aislamientos de café, arbol
de pidtanoy roble. Las colonias de este grupo fueron hialinas de color café ofive claro. El segundo grupo
incluyé aislamientos de alamo y de frutas con hueso. En este grupo los peritecios fueron producidos en
4rupos o en anilios concéntricos. Las colonias fueron de color café a oliva oscuro. Los aislamientos de
cacao y de papas formaron el tercer grupo. Los perivecios producidos crecieron solos o en pequefios
grupos Y las colonias presentaron una coloracion gris humeante a verde oliva oscuro. gy

Aunque las colonias producidas por los aislamientos de un huésped particular pueden parecer
idénticas, se observaron variaciones considerables entre las colonias de los otros huéspedes. Es evidente
en £5as observaciones, que aunque hay similitudes basicas entre las colonias dentro de log grupos, no
hay una morfologia colonial particular ia cual sea caracteristica de las especies, asi como tampoco hay
una morfologia uniforme de los peritecios y ascosporas. Debido a esto, los intentos por identificar los
aislados que se sospechaba eran ﬁm!zgsrm‘_iaétmpar comparacion de las colonias que producen los
aislamicntos obtenidos de las papas son de poca confianza. ,,y En base a lo anterior se concluyd que,

aunque se debe tomar en cuenta la morfologia colonial y las caracteristicas de los estados conidiales,
solo el estado perfecto del hongo ¢s taxondmicamente confiable. ¢

For otra parte, respecto a la morfologia microscbpica de (lmlogystis fimbrate, e encontré que
presenia dos tipos de esporas: eexuales y asexuales. Las ecporas sexuales que se pueden observar en

Coratocystss fimbriata son ascosporas, y las esporas asexuales se pueden subdividic en endoconidias
cilindricas, endoconidias doliformes y conidlas de pared gruesa. i

Es interesante notar que la forma de sombrero de las ascosporas noe se menciond en las primeras
descripciones de (ratocystis fimbriata , pero después son mencionadas como ascosporas con forma de
sombrero con una vaina gelatinosa en el borde {(figura 2). Las ascosporas salen de tubos germinativos
después de 24 horas sobre agar extracto de matta, los cuales emergen del area de la espora rodeada por
&l borde. Figura 2 B. Generalmente !a produccidn de un tubo germinative es pronto sequido por otro.

Facultad de Estudios Superiores Zaragoza Universidad Nacional Autdnoma de México
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Por lo que se refiere a las esporas asexuales se observaron tres formas distintas, las cuales
fueron identificadas en todas las cepas listadas en la Tabla 2. Los endoconididforoe con forma de
matraz (Fig16, A, B, C, } caracteristicos de este tipo son hialinos y subhialinos, septadas y pueden
originar hifas aéreas o subterraneas solas o en grupos. Los endoconidios cilindricos (Figura 3,D) son
truncados y han sido observados en cadenas de mas de 20 esporas 1argas.

Huésped Localizacion

Papas, zﬁomm papes Louisiana
Virginia

Cacao, Theobroma cacao Ecuador

Turriaiba, Costa Rica
Mayacea, Costa Rica

Caté, (Yfea arabica Turrialba, Costa Rica
Mississipi
Washington

élamo, ﬁ%pu/ﬂs Eremulodes Pensilvania

Alamo “Tem bloroso® Minnesota

Alamo . Nuevo México

Roble, CJuercus ellipsotdalis Minnesota

Albaricoque, Lrunus armensaca California

Melocatén, Drunsus perstca California

Almendro, Drunus amypdalus California

Tabla 2  Fuentes de los cultivo de (ertocystis fimbrinta

Las endoconidias doliformes difieren de las precedentes en forma y tamafto (Figura 4, A-H). Los
endoconidiéforos son mas anchos y mas cortos en la punta, en contraste a los estrechos
endoconiditforos de forma de matraz que producen las endoconidias gilindricas . Las endoconidias
doliformes son al principio hialinas, y s¢ vuelven de subhialinas a café claro con la edad. Estas pueden
producirse por separado, pero tienden a agruparse (Figura 4, E), particularmente alrededor del peritecio.
Los endoconidios doliformes han sido observados en cepas de (%mlocyshis fimbriata de Alamo, roble, Arbol
de plétanOy frutas con hueso pero no en cepas aisladas de papas, café y cacao. P

Las conidias de pared gruesa se encortraron en todas las cepas estudiadas por Webster, aunque
no fueron tan numerosas en cepas de café, arbol de platano y dlamo como en las cepas de otros
huéspedes. En la naturaleza estidn usualmente fijadas en el tejido dei huésped mientras que los
endoconidios son producidos sobre la superficie del Muésped. La forma de las conidias de pared gruesa
varia de ovales a subglobosas con paredes lisas o rugosas. Eflas se forman aisladas o en cadenas cortas
(Figura 5, A, B, C, D) sabre conidiéfaros simples o ramificados y son de color café palido a café oliva. En
agar extracto de malta gsrminan a las 48 horas a 25 °C. La germinacion puede también ocurrir i stiu en
cultivos de &-10 dias de edad (Figura H,l} . 4

Facultad de Estudios Superiores Zaragoze Universidad Nacional Auténoma de México



Efecto de la tiamina sobre el crecimiento y la produccidn de aromas en Ceratocystis fimbriata &

Figura 2 Esporas de C{iTMCJEySﬁ;S‘ ﬁm&nktg con su caracteristica forma de sombrero. A. Ascosporas vistas con
aceite de inmersidn en un microscopio compuesto. B. Ascosporas germinando. C. Micrografia electrénica de una
ascospora mestrando la pared mds externa afrededor de la espora vy el borde.D. Un par de ascosporas en un ascus
Joven.

Facultad de Estudios Superiores Zaragoza Uriversidad Nacional Auténoma de Méxco




Efecto de la tiamina sobre el crecimiento y la produccidn de aromas en Ceratocystis fimbriata 9

Figura 3 Comdiéforos y endoconidios cilindricos de (bratocystis fimbnats . A y B. Conidiéforos con forma de
matraz . C. Tres comdiéforos origindndose de una hifa del micelio. D. Endoconidias truncadas. E y F. Endoconidias
ctlindricas germinando de tubos germinatives que se transforman en conidiéforos.

Faculted de Estudios Superiores Zaregoza Universidad Necional Autdnoma de México



Efecto de la tiamina sobre el crecimiento y la produccién de aromas en Ceratocystis fimbriata 10

Figura 4 Endoconidias doliformes y sus endoconidiéforos. A y B.Hifa aérea terminada como un endoconidicforo.
C. Endoconidiéforo, vy la manera en que las conidias se forman dentro del endoconidiéfore. D. Endoconididforos
doliformes y cadena de conidias doliformes. E. Agregacién de endoconidiéforos doliformes y cadenas de conidias,
F. Ramuficacion tipica de una hifa sumergida de Chrafucystis fmbriata 6. Hifa mostrando anastomosis. H. Poreién
de una base peritecial con hifas no diferenciades.

“acultad de Estudios Superiores Zarcgoza Umversidad Nacional Autdnoma de México
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Figura 5 Conidias de pared gruesa, producidas por Chratecystrs fimbrata

Facuitaa de Estudios Supericres Zaragoza Universidad Nactonal Autdnoma de México
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En la literatura han surgido algunos desacuerdos como &l modo de formacidn de estas
esporas en (Gratorystis fimbriata . Las observaciones realizadas en este trabajo permitieron concluir que los
conidios de pared gruesa se forman como salientes del apice del conididforo (Figura 5 F, G, J). La pared
més externa de las esporas esta sequida de la pared mas externa del conidiéforo (Figura 5 C, E, F). En el
caso de endosporas la pared mas externa del conidiéforo no contribuye a ia formacion de la £5POTa . oy

For otra parte, se ha establecido que muchos hongos son incapaces de sintetizar ciertas
vitaminas, 0 son capaces de sintetizar solo alqunas, y para obtener un crecimiento vegetativo normal,
esas vitaminas deben ser proporcionadas al medio en el cual el honge crece. (g, 15, 25 235

Algunos hongos sufren una mayor deficiencia vitaminica, esto es, que elios no crecen a menos que
sean proporcionadas las vitaminas, otros sufren de una deficiencia menor o parcial, pero crecen mucho
mas rapidamente si las vitaminas estéan presentes en el medio. g 1, 2. 23

El género Ceratocystis es particularmente interesante porque ilustra todas las generalidades
expresadas arriba, cuando se estudia la relacién de alguna de sus especies para la tiamina (vitamina B,),
piridoxina (vitamina Be), y biotina (vitamina H).

En experimentos realizados por Bamett y Lilly se evaiud el efecto de la tiamina sobre el
crecimiento de diferentes cepas de _@zmtmﬁtzLﬁuémia. aisladas de distintas fuentes. Se utilizaron
concentraciones de tiamina entre 0.8-100 ug de tiamina por litro, obteniéndose mayor crecimientto en
forma proporcional, al incrementarse la concentracion de tiamina, arriba de 25 ug/L. Segqiin los resuttados
reportados, al trabajar con 100 ugl/l de tiamina, se obtuvieron 111 mg de micelio, en un periodo de once
dias que duré |a fermentacion en medio liquido. Por otra parte, al trabajar con combinaciones de tiamina,
biotina, piridoxina e inositol, se encontrd que hubo crecimiento en todos los medios con tiamina, pero en
aquellos en que la tiamina no se proporciond, el crecimiento fue e56aso0. g 1, 22 23)

Crratocystis fimbriata crece muy poco en ef medio basaly la adicién de piridoxina o de biotina solas o
jurtas tienen poco efecto sobre el crecimiento. Cuando la tiamina se adiciond, el crecimiento fue

satisfactorio, pero el desarrollo fue mas rapido cuando los medios fueron suplementados con tiamina y
piridoxina, tizmina y biotina, o con las tres vitaminas. En base a esto se puede decir que @zmtagf&tls
fm&aéta tiene una completa deficiencia de tiamina y una deficiencia parcial para la piridoxina y la biotina. ;o

10,22,23)

Barnett y Lilly encontraron que el honao &m[acym:_ﬁ!ﬁm aislado a partir de las papas mostré
el requerimiento de tiamina para la produccidn de peritecio. g 1, 22 23

Se llegd a la conciusidn de que el peritecio no se produjo cuando la tiamina fue omitida en el medio
de cultivo y en los aislamientos autofecundos se observé la produccion de peritecio cuando la tiamina fue
incluida en el medio de cultivo. El crecimiento vegetativo fue muy escaso en 1a ausencia de tiamina. Estos
resultados indican que el requerimiento de tiamina para la produccion de peritecio es una caracteristica

de todos los aislamientos de (bralocystts fimbnata sin importar su huésped u origen geografico. s o, 2 2)

Robbins y Ma, también realizaron experimentos en los que concluyeron que .&m!acysfmﬁménata
crecié en un medio suplementado con tiamina y que es capaz de sintetizar biotina y piridoxina a partir de
azicar, mineraies y asparaging. 5 .22 23
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Como se puede observar con todo lo mencionado anteriormente, la naturaleza de las vitaminas

proporcionadas influye en la produccion de pigmentos y en el crecimiento. &zatagm’zs_ﬁaﬁaata desarrolla
sobre agar, un micelio algodonoso blanco cuando se le proporciona tiamina, pero con tiamina y viotina, con
tiamina y piridoxina, o con las tres vitaminas el micelio crece hiimedo con una escarcha blanca. g 1, 7,23

Respecto a la fuente de carbono, cuando en ¢l medio de cultivo se encuentra la fructosa y la

glucosa, (Geratocystis fmbriata utiliza preferencialmente la glucosa, ho utiliza lactosa o rafinosa y no
sintetiza cantidades detectables de oligosacaridos con maltosa o sucrosa, sin embargo, puede utilizar la
sucresa para su crecimiento. .,

Wilson y Lilly también observaron que la proporcion de crecimiento y el peso seco del micelio
producido fue menor cuande el medio fue esterilizado por fitracion que cuando el medio fue esterilizado

por autoclave. La utilizacién de aziicares autoclaveados fue igual, o mejor que los azilcares esterilizados
por filtracién. ., '

Ahora bien, considerando que la variable indepcﬂdiem:.e que s& manejé en este trabajo, fue la
concentracion de tiamina, es esencial mencionar la importancia de las vitaminas y en particular la de la B,
en el metabolismo productor de aromas.,

Muchas vitaminas son precursores de coenzimas, y por ello las vitaminas deben ser
proporcionadas a los organismos. Las vitaminas son los factores de crecimiento generaimenie mas
necesarios y se definen como compuestos organicos requeridos en cantidades pequefias para crecer y

funcionar, que no sirven ni come fuente de energia, ni como ladrilios para la consvruccién de
macromoléculas. ;s as 27

La forma activa de la vitamina B, o tiamina es el pirofosfato de tiamina o cocarboxilasa y actia
como coenzima de diversos sistemas enzimaticos. La tiamina tiene un importantisimo papel en el
metabolismo y puede introducirse a la célula facilmente ya que es una molécula relativamente pequefia y
ademas hidrosoluble. 4 1qina vez que se ha introducido a la célula, es rapidamente fosforilada y se impide
su salida de |a célula. Esta forma fosforilada de la tiamina actia como coenzima y se le conoce como
Pirofosfato de tiamina (TPF). El pirofosfato de tiamina también puede actuar como grupo prostético. zp zq)

La ruta para la formacion de Acetil-CoA es un gjemplo de una de las rutas en que participa el
Pirofosfato de tiamina, y esta ruta es esencial en el metabolismo de cualquier organismo, ya que el Acetil-
CoA es un producto de degradacion de carbohidratos, Acidos grasos, y aminodcidos, pero también es una
melécula a partir de la cual se forman macromoléculas que son indispensables para el crecimiento y
duplicacién de las células. o 5

La formacién de Acetil-CoA s a partir del piruvato, ¢l cual, después de una serie de reacciones
catalizadas por la piruvato deshidrogenasa da lugar a la formacion del producto mencionado. La piruvato
deshidrogenasa, es un complejo muitienzimatico que requiere de la coenzima TPP en la primera etapa de
reacciones, para transformar el piruvato a Acetil-CoA. op a5 34

Otro de los procesos metabolicos donde la tiamina, en su forma de coenzima, muestra su mayor

actividad, es en la descarboxilacion u oxidacién de ciertos cetoacidos, entre ellos el piruvato y el a-
ﬂmglum rato. (33, B4}
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PIROFOSFATO DE TIAMINA

Muchos microorganismos tienen la capacidad de sintetizar todos los componenetes de sus
coenzimas, pero algunos microorganismos o son capaces de hacerlo y hay que proporcionaries éstas
vitaminas. g 36En estudios realizados anteriormente se ha encontrado que &m@ﬂtﬁﬁé&aﬁa presenta
una defisiencia total de vitamina B, por lo tanto se debe proporcionar a su medio de cultivo para
optimizar eu crecimiento. La concentracién de cualquier micronutriente que ¢ recomienda adicionar ai
medio de cultivo, ya sean vitaminas o minerales, es de concentraciones menores a 10" molL. (9.10,37)

En la fermentacién alcohdlica, el pirofosfato de tiamina (TPP) participa como coenzima de la
piruvato descarboxilasa. La coenzima se necesita debido a que la descarboxilacion de un a-oxoacido como
el piruvato requiere la acumulacidn de carga negativa en el carbono carbonflico en el estado de transicion,
lo que es definitivamente una situacién inestable Este estado de transicién puede ser estabilizado por la
deslocalizacién de la carga negativa en un “sumidero de electrones” adecuado. Mientras que los

fragmentos carbonados de los restos de aminoécidos de las proteinas no cumplen bien este papel, et TPP
lo puede realizar facilmente. 4,

El pirofosfato de tiamina también actla como coenzima en las reacciones transcetolasa-TIF,
reacciona con el cetoazicar apropiado para romper el enlace C2-C3 para formar el intermediario TTP-
alicolaldehido (glicolaldehido activo) el cual es transferido a un aldehido aceptor adecuado de la ruta de las
pentosas o hexosas monofosfato para la oxidacién de la giucosa. ;, 55 a4 ESTa ruta metabdlica es una
alternativa importante para la ruta glucdlisis-ciclo de Krebs, aunque no tan importante para la produccién
de energia como para la produccion de pentosas que se requieren para la sintesis de RNA, DNA y NADPH

para la biosintesis de Acidos grasos y otros productos. Esta ruta también puede proporcionar azdcares
intermediarios para la glucéiisis. .

Resumiendo, las funciones de la tiamina se realizan en forma de Pirofosfato de tiamina (TFF) en
las células, El TPP funciona como coenzima en varios sistemas enzimaticos en ¢l metabolismo de los
carbohidratos y de los aminoacidos, las enzimas en las que actiia como coenzima son la piruvato
deshidrogenasa, piruvato oxidasa, piruvato deshidrogenasa, 2-oxoisovalerato deshidrogenasa,
transcetolasa, piruvato descarboxilasa, benzoilformato descarcoxilasa, oxalil-CoA  descarboxilasa,
tartronato semialdehido sintasa, acetolactato sintasay sulfoacetaldehide liasa. ()
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A pesar de que existen diferencias estructurales y de organizacion en las células procaridticas y
eucaridticas, todos los organismos muesiran una gran similitud a nivel celular, De hecho, varios rasgos a
parte de los estructurales y de organizacion, tales como la replicacién y el material genético son muy

similares en las bacterias, plantas y animales pero las semejanzas se aceniian mas cuando se comparan
los procesos metabilicos.

Debido a gue nio se han estudiado las rutas metabdlicas de (matocystis finbriata a nivel taboratorio,
a continuacion se presentan algunas propuestas de las posibles rutas que puede sequir @mtaq&‘m

fimbnata para la elaboracién de sus productos con aroma. Las rutas que aqul se proponen se tomaron de

la literatura, y cabe mencionar, que la mayorla concuerda con los producios formados por las levaduras
que fermentan el mosto.

En previae investigaciones se ha idenificado que los productos que forma (Zratacystis jimbriats son los
siguientecs:

Clasificacion en base a su grupo Productos voldtiles formados por
funcional Loratacystss fimbriata

Aldehidos Acetaldehido
Alcoholes Etanol
Butanol
Isobutanol
isopropanol
Esteres Acetato de etilo

Acetato de lsocamilo
Acetato de isobutilo
Butirato de etilo
Propionato de etilo
Cetonas Acetona

Diacetilo

Tabla 3 Clasificacion de productos volétiles formados por Gmufaystis fubriats, de acuerdo a su grupo funcional

En la tabla 3 e muestran los productos que se obtienen en una fermentacion con (brafocysiis

fimbrata De éstos productos, el acetaldehido, el etanol, acetato de etilo y propionate de etilo, son los que
participan en el aroma a frutas; y mas particulanmente, en el aroma a platano, se encuentran el isobutanol
vy el acetato de isobutiio.

Ahora bien, considerando la importancia de éstas moléculas, a continuacion se presentan las

posivles rutas metabdlicas que sigue @m}fa@s&k _Mggm parz la elaboracion de sus productos, iniciando
con la formacion de acetaldehido y etanol, posteriormente con la formacion de ésteres, para lo cual, sdlo
se detalla la formacidn del acetato de etilo ya que &l mecanismo para la formacién de los otros ésteres
es similar, después se habla de la formacién de alcoholes fusel {alcohol isoamilico, isobutilico y amiiico), y
finaimente se habla un poco de la acetona, isopropanol, n-butanol y dei diacetilo, los cuales, aunque no

participan en el aroma a frutas y a platano, se incluyeron en este apartado de rutas metabdlicas, ya que
son importantes en la industria de los alimentos.
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FERMENTACION ALCOHOLICA
ACETALDEHIDO Y ETANOL

La glucdlisis es | via por la que la glucosa se transforma a través del intermediario fructosa 1,6-
bifosfaio, a piruvato, con la produccién de 2 moles de ATP/mol de glucosa. El piruvato, en condiciones
anaerdbicas sufre una primera reaccién de descarboxilacién y forma el acetaldehido y CO, . Esta reaccion
es catalizada por la piruvato descarboxilasa que necesita de la coenzima pirofosfato de tiamina (TPP), la
cual se encuentra fuertemente unida al enzima de forma no covalente. 35 59, 40)

El acetaldehido formado por descarboxilacidn del piruvato se reduce a etanol por el NADH, y ésta
ditima reaccién es catalizada por la alcohol deshidrogenasa (ADH).

La funcién de la fermentacién alcohélica ee la regeneracién anaerdbica de NAD+ para poder
continuar la glucélisis. A su vez, la glucdlisis se utiliza para la produccidon rapida de ATP, el cual es un
nucledtido de alta energia que todos los organismos necesitan generar para crecery mantenerse. 54, ss)

C0O: NADH NAD’
O 0O OH
it | |
CHsz --C--- C CH; --C-H
| > i
O Piruvato H des::z::;im H
Piruvato deshidrogenasa  Acetaldehido Etanol

Figura 6 Reacciones de la fermentacién alcohdlica: (1) la descarboxilacién del piruvate para formar
acetaldehide, sequida de (2) su reduccién a etancl po el NADH,

FORMACION DE ESTERES
ACETATO DE ETILO

En trabajos realizados por Nordstrom existe evidencia de que et CoA participa en la formacion
anaerdbica de acetato de etilo. Se observd que cuando las reacciones que involucran la formacion de CoA y
Acetil-CoA, son inhibidas, se incrementd la formacién de 4cido acético y disminuyd ¢l rendimiento de
acetato de etilo. xg

Al parecer, Ia formacién de Acidos parece competir con la formacion de ésteres. Sin embargo, la
formacién del éster requiere encrgla aportada a través de la participacion de CoA. El siguiente esquema
(figura 7) del metabolismo del Acetil-CoA en levaduras, predice ¢l efecto sobre 1a formacién de ésteres y
como se puede observar , la restriccion de biotina podrfa limitar el consumo de CoA para la sintesis de
lipidos via malonil-CoA y el aporte de intermediarios del ciclo de los 4cidos tricarboxilicos, los cuales son
importantes como bioprecursores de Acidos nucléicos y para la sintesis de proteinas en condiciones
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anacrébicas, por lo tanto, la falta de biotina en el medio facilita que haya una cantidad mayor de Acetil-
CoA disponible para la formacidn de mas ésteres. De acuerdo a la figura 7 si el consumo de Acetil-CoA en
&l crecimiento fuera restringido (reacciones IVC, YA y Vb), una mayor cantidad de acetil-CoA (formado por
la via de la reaccidn Il) podria estar disponible para la sintesis de ésteres (reaccion 1), g

Se considera que la descarboxilacion oxidativa del piruvato es importanie en la formacion
anaerdbica de acetil-CoA. La formacidn de ésteres se estimula cuande otras reacciones acetil-CoA son
inhibidas.

Al parecer, hay una correlacion entre el crecimiento y la formacion de ésteres. Esta afinmacion ge
reficre a que sl por alguna causa se detiene la produccion de ATP y de acetil-CoA, no habria forma de
sintetizar las macromoléculas necesarias para el crecimiento de la célula. Por lo tanto, la formacién de
ésteres disminuye cuando el crecimiento cesa pues no habria formacién de energia ni de acetil CoA, ya
sea para la sintesis de moléculas para la duplicacién o simplemente para la formacion de productos de
desecho mediante los cuales se obtlene energia. (s

La formacién de los ésteres a partir del acetil-CoA se da por unha reaccidn de alcohdlisis, la cual s
catalizada por accion de la alcohol acetittransferasa.

D6 acuerdo a esto puede suponerse que el butirato y propionato de etilo también son formados
por alcohdlisie. 26 reacciones que se proponen en la literatura son as siguientes

R-CO-COOH + NAD + CoA-SH .p R-CO-SCoA + NADH; +CO;

R—CO—SCO A + R"OH alcoho! acetil Trcmsferasn’_ R"CO"OR

REACTIVOS P PRODUCTO
Acetil-CoA + Etanol Acetato de etilo
Acetil-CoA + Alcohol amilico Acetato de isoamilo
Acetil-CoA + Tsobutanol Acetato de isobutilo
Acido butirico + Etanol Butirato de etilo
Propionil-CoA + Etahol Propionate de etilo

Tabla 4 Reacciones hipotéticas mediante las cuales se obtienen los ésteres formados por Geratocystss fimbriata

El Propiotil-CoA puede obtenerse de la oxidacion de los aminoécidos isoleucina, valina o metionina,
aunque también es un producto de degradacion de los acidos grasos de cadena impar.
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Glucosa
. v Biotina ,
Acetaldehido Acido pirdvico _» Acido oxalacético
IVa
jus Lipoato
TPP
ATP
v , v
Etanol Acido —» Acetil-CoA —» (Ciclo de TCA
Acetico 1 IVb
Biotina IVe ATP
ATP
v
Malonil-CoA
Vb
Esteres Lipidos Proteinas

Figura 7 Esquema simplificado del metabolismo del acetil-CoA

y dcidos nucleicos

FORMACION DE ALCOHOLES FUSEL

Los alcoholes fusel se forman en medios definidos que contienen amonio como inica fuente de
nitrégeno, sin embargo, los esquelctos carbonados de estos alcoholes se obtienen por la desaminacion de
aminoacidos sintetizados intracelularmente, ya sea del pool de los oxoadcidos é directamente por

descarboxilacién y reduccin de (05 ox0ACIAOS. g, 42, 43)

De acuerdo a la figura B, la reserva de oxoacidos influye |a formacién de alcoholes fusel. Ayrapaa,

observd la relacion entre el nitrbéaeno asimilable en el medioy la

formacién de alcoholes fusel, después de lo

cual, llegd a la conclusién de que dos factores son los que influyen:

1) La cantidad de nitrégeno disponible para la transaminacion y ammnacion. se, wv.s)
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Los oxodcidos que resuttan por la falta de nitrdgeno son convertidos a los correspondientes
alcoholes. Los oxoacidos se originan del metabolismo de carbohidratos, los cuales deben ser también la
fuente de oxoAcidos y de aicoholes fusel cuando las levaduras crecen sobre sales de amonio como (nica
fuente de nitrégeno. se 47,

Aminoécidos

+

Aminodcidos Desaminacidn
A con oxoglutarato
<4-ransaminacion o Acrdo' .
Glutdémico
v

OXOACIDOS

Sintesis Descarboxilacion
Y reduccion

v

Alcoholes
Fusel

Figura 8 Esquema hipotético de la formacién de alcoholes fusel

2) La relacién depende de la inhibicion por retroalimentacion de aminoacidos sobre aquellas reacciones las
cuales sintetizan sus cadenas de carbono.

Ayrdpaa scfiald, que a niveles suficientes de nitrégeno para permitic ¢l desarrolle de rutas
biosintéticas, pero insuficiente para ocupar los oxodcidos en las reacciones de Transaminacion, se¢
incrementa la formacion de alcoholes fusel a partir de oxoacidos fibres.
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For otro lado, sl se ihcrementan las cantidades de nutrientes nitrogenados exbgenos, la
posibilidad de llevar a cabo |a transaminacidn también se incrementaria, los oxoécidos serian usados y se
formarian tnenos alcoholes fusel. Sélo cuando un aminodcido se encuentre en exceso a lo necesario, la
célula formara su correspondiente alcohol fusel por desaminacién por la ruta de Erfich. (36, 44,47)

ALCOHOL ISOAMILICO

Los estudios muestran que el mecanismo de formacion de alcoholes en las levaduras involucra
estados sucesivos de transfomacién enzimatica por enzimas como la transaminaea, carboxilasa y la
alcohol deshidrogenasa. sy s

El objetivo de este conjunto de reacciones es proporcionar Acido glutamico a partir del cual pueden
sintetizar otros aminodcidos (prolina , ornitina y arginina), dando ¢l correspondiente 2-0x04GidO. (s6,42)

CO-COOH
I fransaminasa
(CHz)g-CH-CHa-CH-NHz -<COOH +  CH,-CH; -COOH ———%*
L-leucina Acido 2-oxoglutdrico
CHNH; -COOH

(CHz)e-CH-CH.-CO-COOH  + |
CHz- CH:-COOH
Acido 2-oxoisocaproico Acido glutdmico
Carboxilasa
(CH3)2-CH-CH2-CO-COOH 3 (CH3)e-CH-CH2-CHO + CO;

Acido 2-oxoisocaproico Isovaleraldehido

(CHg)z—CH-CHz-CHO + NADHZ Alcohol deshidrogenasa

»
-

(CH3)2-CH-CHz- CHz-OH + NAD
Isovaleraldehido Alcohol isoamilico

Figura 9 Mecanismo de Erlich para Ja formacién de alcohol isoamilico

El alcohol isoamilico corresponde al fragmento carbonado que resta de la leucina, la cual al ser
desaminada por la transaminasa, y seguir las deméas reacciones en las que participa ia carboxilasa y la
alcohol deshidrogenasa, rinde finalmente alcohol is0amilico. (. )
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ALCOHOL ISOBUTILICO

El alcohol isobutilico, al igual que otros alcoholes, puede ser formado a partir de
fragmentos de carbono generados en el catabolismo de los carbohidratos. Estos fragmentos, como ya se
ha mencionado son los 2-oxoAcidos, los cuales son intermediarios en la transaminacion con glutamato.

47)

CHs CHs CHs
| Acetil-CoA | arreglo |
CcO p C(OHYOOH _____y CH3;-C-OH
l ‘ reductive I
COOH CQ CHs H-C (OH)COOH
Acido pirtivico dcido acetoldctico Acido 2,3-dihidroxi-isovalérico
CHs CHs CHa CHs CH;3 CH;3
CcH e <
| | |
CH.-OH CHO CQ-COOH
Isobutanol Isobutiraidehido Acido 2-oxoisovalérico

Figura 10 Mecanismw de la formacién de alcohol isobutilico

HlCH
Lo

|
CH-NH,-COOH

Valina
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ALCOHOL AMILICO

Con 2-oxobutirato, en vez de piruvato, la correspondiente secuencia conduce a la isoleucina y de
alif, a través del 2-oxo-3-metilvalerato al alcohol amilico. (a6

2-oxobutirato » 2-acetohidroxibutirato

k
2.3-dihidroxi-3-metilvalerato

v
| -isoleucina - — 2-oxo-3-metilvalerato

v

Alcohol amilico < > Metilbutiraldehido

Figura 11 Mecanismo de formacidn del alcohol amilico

ACETONA, 1ISOPROPANOL, N-BUTANOL

Una fraccién significativa del Acetil-CoA se convierte en acctoacetato 6 {D)-B-hidroxibutirato.

A este tipo de fermentacién se le conoce como butirica, y es realizada por algunas especies de
Clostridium,

Esta fermentacion conduce a una variada serie de productos, pero siempre sc forma butirato, bien
como producto final o como intermediario en la formacion de n-butanol. s

La glucosa se convierte en piruvato y el piruvato después de una serie de reaccioties se convierte
en acetil-CoA, CO, y cquivalentes de reduccién. Entonces el acetil-CoA se reduce a productos de
fermentacion usando el NADH formado en las reacciones glucofiticas. Las proporciones de los diferentes
productos son influidas por la duracién y las condiciones de fermentacién. Dependiendo del pH seran los
productos que se¢ obtengan. En la primera ctapa se forman los Acidos, pero a medida que ¢l pH decae
empiczan a acumularse los productos neutros, la acetona y el butanol. s se s9)
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Glucosa
Glucélisis
v

Piruvato

Reaccidén fosforocldstica

Pi v
Acido acéTicomAcefii—Pd—ﬂceﬁl-CoA + C0; +Fdyeq — P H; *
2
ATP  ADP
Acetaldehido Acetil-CoA
Etanot Acetoacetil-CoA —p Acido acetoacético
CHsy -CO-CH, ~-CO-CoA €0;
¢ 2K Acetona
B-Hidroxibutiril-CoA CH3 -CO-CH4
Crotanol-CoA Isopropanol
2H CHa —CHOC-CHa
Butiril-CoA
! > Acido butirice
l N CHs ~CH, ~CH; -COOH
Butiraldehido
l 2H
Butanol

CH;3 -CH; -CH; ~-CH,OH

Figura 12 Via de ka formacién de acetona, isopropanol, butanol y dcide butirico
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DIACETILO

Observaciones realizadas en levaduras han permitido formular la hipétesis de que la formacién de

diacetilo esta relacionada con el o -acetolactato o la L-vaiina.
Esto se fundamenta en lo siguiente:

1.

En Sacch. Cerevisiase y otros organiemos el acetolactato es un precursor de la acetoina (el cual ¢5
un precursor del diacetilo} y de la valina.

Preparaciones “libres de células® de Sacch. Cerevisiase convierten el a-acetolactate a 2-
oxoisovalerato, y este da lugar a la valina en un sistema que requicre NADP.

Se encontrd que la formacién de diacetilo durante la fermentacién fue fuertemente disminuida por la
adicién de L-valina, pero no por aigiin otro aminoécido u otro compuesto nitrogenado. (sq

Todo lo anterior favorece el punto de vista de que el diacetilo se forma como subproducto de 1a
sintesis de valina partiendo del piruvato via acetolactato, por lo que se sugiere que algiin tratamiento
tiende a suplantar la ruta anaerdbica por ia ruta aerdbica (p.¢f. un Incremento en el contacto con aire
por transferencia durante la fermentacién y se predispone a la célula a formar diacetilo). (4

Ertonces pucde decirse que si la célula requiere valina, puede por cambios adaptativos,
incrementarse la capacidad de la levadura para sintetizar la valina y de csta forma el diacetilo,

CHs; -CO-COOH + CHz -CHC
Acido 2-oxoisocaproico  Acetaldehido
CH3-C(OH)-COOH CO-CHs
| 3 CH3-CO-CHOH-CH3z ——p |
CO-CH;s CO-CH3
Acido 2-acetoldctico Acetilmetilcarbino! (acetoina)  Diacetilo

v

CHs-C(OH)-CHOH-COOH —» (CH3)~CH-CO-COCH
Acido-2,3-dihidroxi-isovalérico dcido 2-oxoisovalérico

v
(CH3)2-CH-CHNH,-COOH
Valina

Figura 13 Mecanismo de la formacién de diacetilo
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Ceratocysizs fmbriata es un hongo Flamentoso que ha sido estudiado por su capacidad de
producir aromas frutales que pueden ser de gran interés para la industria de los alimentos, vy,
considerando que la vitamina B, (tiamina) es necesaria para el mejor crecimiento de Loratocystis
fmbnata y ademas que los procesos fermentativos que pueden ser utilizados a nivel industrial
deben ser optimizados, en este Lrabajo se pretende determinar el efecto de la tiamina al ser
adicionada al PDA(medio sélido, para la obtencion del inbculo) y/b al medio de cultivo liquido, asi
como la concentracién de tiamina que proporcions un mayor crecimiento y produccién de volatiles,
al trabajar con dos concentraciones de tiamina menores y una mayor a 10™ mol/l. (33.7 ma de
tiaminall). g

Focuitad de Estudios Superiores Zaragoza Universidad Noctonal Auténoma de México



Efecto de la tiamina sobre el crecimiento y la produccidn de aromas en Ceratocystis fimbriata 26

3. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de ia tiamina en el crecimiento y produccidn de compuestos volatiles
a diferentes concentraciones de tiamina (2.5, 125, 375 pa/mL), en un medio de cultivo lauido,
utilizando esporas cultivadas con y sin tiamina en PDA.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Cuantificar por analisis del espacio de cabeza (headspace), utilizando cromatografo de
gases, la concentracion de compuestos volatiles totales formados durante el crecimiento de

(eratocystis fimbriata por un lapso de 120 horas a las diferentes concentraciones de tiamina.

Establecer cual ¢s el tiempo en que se obtiene la mayor concentracion de los compuestos
volatiles de interés.

Determinar la relacién existente entre el crecimierto de (Gmtocystrs fmbriata con respecto
a la concentracidn de tiamina, mediante la cuantificacion del peso seco (g)-

Determinar la concentracidn de tiamina a la que se obtuvo ¢l mayor rendimiento de
biomasa y de productos volatiles totales.
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5. HIPOTESIS

En sstudios realizados con Gmtocystis fimbnuata se concluyd que la produccién de aromas
frutales esta asociada con su crecimiento, y ademas, que puede obtenerse una mayor cantidad
de biomasa cuando se le adiciona tiamina al medio de cultivo, por lo tanto, es factible suponer que

- al adlicionar tiamina al PDA ( medio sdlido) y al medio de cultivo liguido, mayor serd la
produccion de biomasa y de voldtiles con aroma frutal.
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6. MATERIAL Y METODOS

INSTRUMENTQS

Balanza analitica Mettier

Balanza semianalitica Mettler

Cromatdgrafo de gases Hewlett Packard 5890 {8as acarreadorheiio grado cromatografico; detector aire
e hidrégena)

Columna Carbowax 20M (30 m de longitud, 0.25 mm de didmetro)

Espectrofotémetro UY-Visivle

Potencidmetro Corning

EQuiro

Autoclave AESA

Bomba de vacio Felisa Modelo 1600

Campana de flujo laminar Yeco

Estufa Felisa

Microscopio Nykon Type 104

Parrillas de agitacion y calentamiento Thermolyne 1000
Refrigerador Generat Electric

Shaker con agitacién y temperaturas controladas

MATERIAL DE VIDRIO

Cajas petri

Camara de Neubauer

Cubreabjetos

Embudo Biichner

Frascos seroldaicos de 100mt

Matraces Erlenmeyer de 125mL, 250mL y 1000mL
Matraces Kitazato de 250 mL

Pipetas graduadas de 1mi, 2mL, Sml,y 1OmL
Pipetas Pasteur

Portaobjetos

Frobetas de 25mlL y 100mL

Termémetros con escala de 10°C a 150° C

Tubos de ensaye 13100

Tubos de ensaye 18x150

Vasos de precipitado de 10mi., 100mL, 250ml, 600mL
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OTROS

Algodén

Barras de agitacion magnéticas

Espétula metdlica

Gasa

Gradillas metdilicas

Housing con membrana de 0.22 p de teflén ( Millipore)
Jeringa de cromatografia qas tight de 2 mL
Ligas

Mechero Fisher

Micropipetade 25 gl Volac

Migropipeta de 50 ul. Gilson

Fapel aluminio

Papel fittro Wathman No. 2

Perilla

MEDIO DE CULTIVO SOLIDO

Agar Papa Dextrosa { Merck)

REACTIVOS PARA MEDIO LIQUIDO ESTANDAR

Glucosa J.T. Baker

Urea J.T. Baker

Sulfato de amonio J.T. Baker

Fosfato de potasio monobasico J.T. Baker
Nitrato férrico J.T. Baker

Sulfato de Zinc J.T. Baker

Sulfato de magnesio 7 H,0 J.T. Baker

MATERIAL BIOLOGICO

Se utilizd una cepa de @em[aqssm;ﬁu&mta CBS 374-83, proveniente de (Centralalbureau Yoor
Schimmelcutbures) Baarn, The Netherands.

MANTENIMIENTO DE LA CEPA
La cepa se congervd en agar inclinado de Saboraund, cubierto con aceite mineral estérit.

PREPARACION DEL INOCULO

Se emplearon esporas frescas cultivadas en seis matraces de 250 mL utilizando 79 mL de agar
papa dextrosa prcparado de acuerdo a las instrucciones del provccdor, se inoculé 1a cepa por puncién Nl
incubd a 309 C por cinco dias.
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COSECHA DE ESPORAS

Se colocaron 70 mL de agua en un matraz de 250 ml, 30 perias de vidrio y un agitador magnético.
Todo esto se esterilizé en el autoclave a 121 °C (15 psi) durante 15 minutos. Después de que el matraz y su
contenido alcanzaron ia temperatura ambiente, en una campana de flujo laminar y con un mechero Fisher,
s6 vacid su contenido en uno de los matraces donde se cuftivaron las esporas. Se agitd durante tres
minutos en una placa de agitacion a tres cuarios de la capacidad total de la placa y s vertié el contenido
de este matraz en otro de los seie matraces. Esta misma operacidn se realizd con los siguientes cinco
matraces en las mismas condiciones.

CONTEQ DE ESPORAS

Se tomaron 0.5 mL de la solucidn de esporas y este volumen se llevé a 4.5 mL de agua para
obtener una dilucidn 110. Con una pipeta Pasteur se Tomd una cantidad de la suspension de esporas y
después de agitar un minuto con vortex, e realizé la cuenta de esporas en la cimara de Neubauer ( factor

de conversién (25) (10* Y13, Se contaron 13 cuadros. El nimero de esporas se calculd con la siguiente
relacion:

N= n ((25x10* )113) (¥ d)
Donde N = nitmero de esporas fecnperadas
N= nimero de esporas contadas
d= factor de dilucién

V= volumett de la solucidn de esporas

Se obtienen aproximadamente 1x10° esporae por matraz.

PREPARACION DE MEDIO LiQUIDO ESTANDAR

En este trabajo 6e usb ¢l medio fiquido estandar de maxima produccién para Geralorystis fmbriata,
elaborado por Christen. )

La composicion del medio liquido esténdar es la siguiente:

Glucosa 80 g/L
Urea 1.9 g/
Sulfato de amonio 45 g/L
Fosfato de potasio monobésico 1.0 g/L
Nitrato de calcio 4 H,0 10 g/L
Sulfate de magnesio 7 H,0 0.75 a/L

Oligoelementos: ( s¢ usaron 2 mL por cada litro de media liquido estandar)

Nitrato férrico 725.8 magfL
Sulfato de Zing 7 H,0 432 ma/l
Sulfate de magnesio 7 H,0 203.0 mg/L
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Se disolvié Iz glucosa en 200 mL de agua. Se reguld el pH de la glucosa a seis con una solucion
de hidréxido de sodio 0.5 M. La solucién de glucosa se esterilizd sin ningdn otro componente del medio
después de ajustar el pH. Las macrosales y ofigoelementos se esterilizaron por separado a 121°C (15 psi)
durante 15 minutes. La urea y el sulfato de amonio se disolvieron en un matraz con 200 ml de agua y s¢
esterilizaron por separado a la misma presion y temperatura mencionadas arriba. 4,

En la fermentacién liquida se usaron 40 frascos serologicos de 100 ml. En ios frascos se
adicionaron 20 mL de medio liquido esténdar y se procedid a inocular con et volumen calculado que
contuviera aproximadamente 2x107 esporas. Los frascos se cubrieron con seis capas de gasa con los hilos
entrecruzados con una capa de algoddn intermedia. Los tapones de gasa se sujetaron con ligas.

METODOS DE ANALISIS

BIOMASA

Se fitrd ef contenido de cada uno de los frascos seroldgicos de 100 ml por fittracién al vacio,
utilizando discos de papel whatman previamente pesados ¢ identificados, los cuales se manipularon con
pinzas. Los discos de papel whatman con el material filtrado (micelio) se secaron por 24 horas a 65°C.

MEDICION DE pH

Se midib el pH empleando un potenciémetro Corning con electrodo de vidrio. El potenciémetro se
calibré con soluciones buffer de pH cuatro y diez.

ANALISIS DEL ESPACIO DE CABEZA (HEADSPACE)

Se empled un cromatdgrafo de gases Hewlett Packard, modelo 5890, equipado con un detector de
ionizacién de flama y una columna capilar de carbowax con 50 m de longitud, con un diametro interno de
0.25 mm, y con un espesor de pelicula de 0.25 pm . La temperatura del inyector y del detector utilizada
fue de 225°C. La temperatura del horno se controlé automaticamente con el programa de calentamiento
con temperatura inicial de 35°C durante 3 minutos, y una rampa de temperatura de 5°C cada minuto
hasta llegar a 190°C. Se usd helio como gas acarreador, y para ¢l detector, hidrégeno y aire. La relacion
split fue 1:40 y el volumen de inyeccion de 2 mL.

Para cuantificar los componentes del headspace se elaboraron curvas estandar inyectando de O-
40 microlitros de los compuestos de interés en una ampolleta de 500 mL. Se equilibré la temperatura de
la ampolieta durante 15 minutos a 30°C. Se inyectaron 2 mlL de los compuestos de interés al
cromatégrafo de gases. Se elaboraron curvas estandar graficando area comtra concentracion en
microlitros por litro.

CONSUMO DE GLUCOSA

Ef consumo de glucosa se determing mediante el método de Trinder, utilizando la prueba enzimatico-
coloriméetrica, GOD-PAP.
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FUNDAMENTO DEL METODO

La determinacion de giucosa se efeectia medianie el método de Trinder segin las sigueintes reacciones:
Glucosa + 0, + H, 0 —— % __y H, O, + Gluconato

H, O, + Fenol + 4-Aminofenazona _"32__’ Quinona + 4H, 0

REACTIVOS
Reactive 1 TRIS pH 7.4 92 mmol/L
Solucion Tampdn Fenol 0.3 mmol/L
Reactivo 2. Glucosa oxidasa 15000 UL
Peroxidasa 1000 U/L
4A-Aminofenazona 2.6 mmol/L
Estandar Sol. Glucosa 100 maft.

PREPARACION Y ESTABILIDAD

Se disolvieron los enzimas del reactive dos con el contenido del reactive uno. Esta solucién monoreactiva
&% estable un mes a 2-8 ° C 6 siete dias a temperatura ambierte, al abrigo de la luz.

En la técnica se manegjaron los siguientes parametros:

Longitud de onda 505 nm
Temperatura 20°C
Cubeta o celda 1cm paso de la luz

Se ajustd a cero con blanco de reactivo

Blanco Estandar Muestra
Esténdar - 20 ul -
Muetra - - 20 ul
Reactivo 2mL 2mi 2mb

Se mezcld ¢ incubb 30 minutos a temperatura ambiente. La coloracion es estabte 30 minutos a
Lemperatura ambiente.

El método es lineal hasta valores de 500 maldL, por lo que cuando las congentracionss fueron
superiores a este valor se diluyeron las muestras y s¢ muttiplicé ¢l resultado por el factor de dilucidn.

El caloulo de la concentracion de glucosa se realizé con la siguiente formula.

Densidad dptica de la muestra
mg/dl. Glucosa = x concentracion del esténdar
Densidad dptica del estandar
mg/dlL x 0.0955 = mmol/L Concentracion del estandar : 100 ma/dl
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PROCEDIMIENTO GENERAL

FASE 1

Se prepard una solucidn patron (solucion stock) cuya concentracion fue de 10 mg/ mL. De esta
solucién se adicionaron 2.5 mL en 500 mL de agar papa dextrosa para obtener una concentracion de 50

mg/L de tiamina en ¢l agar. La cepa de Qemtagzstt,gﬁmémta se sembré por punteo en seis matraces con
75 mL de agar papa dextrosa. A éstas esporas, sembradas con 5 mg de tiamina /L de FDA se les
denomind esporas T+. Los matraces se colocaron en una incubadora a 30° C (+/- 1°C) durante cinco dias.
Después de los cinco dias para la obtencién de las esporas, se procedit a preparar y esterilizar los
materiales necesarios para la fermentacidn. Se prepard un litro de medio liquido estandar, para lo cual se
pesaron las cantidades especificadas ent la seccidn de medio de cultivo liquido estandar, se esterilizd y
enfrio hasta llegar a la temperatura ambiente.

En condiciones de esterilidad ( campana de flujo laminar y mechere Fisher) se colocaron 200 mbL
de medio esténdar en tres matraces de 500 mL. Se prepard una solucién patron con una concentracién
de 1mg/ ml y se adicionaron los volimenes que se especifican en la tabla 5, para obtener las siguientes
concentraciones de tiamina 2.5 ugf/ mi, 12.5 ug/ mL,y 37.5 ug/ mL en los respectivos matraces con 200
mL de medio liquido estandar. La solucién patedn (solucidn stock) de tiamina antes de adicionarse a los
respectivos medios llquidos, se esterilizd por fittracion.

Concentraciones de tiamina en los medios 2.5 ugimiL 12.5 pa/ml 37.5 uafmi
liquidos para realizar la fermentacion
Yolumen de solucién patron que se adiciond 05 mL 25 mt 75 mL

a 200 mt de medio liguido estandar

Tabla 5  Volimenes para preparar medios de cultivo con tiamina

Se prepararon diez frascos seroldgicos con 20 ml de medio estandar a los cuales no se les
adicioné tiamina. Estos frascos se etiquetaron como medio estandar . Se tomd un pequefio volumen del
medio esténdar restante y se midié el pH. Después se prepararon diez. frascos serolbgicos con 20 ml de
cada concentracién de tiamina 2.5 ugi mL, 12.5 ug/ mL y 37.5 pal/ mL. Cada determinacion se hizo por

duplicado por lo cual se trabajé con diez frascos. Los frascos fueron previamente etiquetados para evitar
confusiones.

De acuerdo a la cuenta de esporas se calculd el volumen para inocular aproximadamente 2x107
esporas en cada frasco. Se inocularon los 40 frascos de vidrio de boca chica y se cubrieron con 5¢is
capas de gasa y algoddn, ajustando los tapones con liga. Se incubd a 30° Cy s¢ mantuvieron en agitacion
lenta. El andlisis de espacio de cabeza (headspace), biomasa (fittracién ), y pH, ¢ realizaron a las 24, 48,
72, 96 y 120 horas de fermentacién en ese arden. La determinacion del consumo de giucosa, s¢ realizd
después de las 120 horas de fermentacion, para contar con todas las muestras por analizar.

La fittracion de la biomasa se realizd en discos de papel wathman No.2 previamente identificados y
pesados. L.as muesiras se colocaron en una estufa a 65° C por 24 horas.
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Con el liguido filtrado se midié e! pH y s¢ guardaron los filtrados en tubos de ensayo ctiquetados
para cuantificar la giucosa del medio con el kit Glucosa GOD-PAF Trinder.

FASE 11

En esta parte del experimento se cultivaron sin tiamina las esporas de Cemtocystis fmbriata en agar papa
dextrosa, por lo que en este trabajo se les llamd esporas T- . Se siguié el mismo procedimento de la Fase |
y ambas fases se realizaron dos veces por duplicado.

TRATAMIENTO ESTADISTICO

Se promediaron los resultados de biomasa, pH, consumo de glucosa y se obtuve la desviacion
estandar. Por lo que respecta a los resultados de produccién de volatiles se trataron con el procedimiento
de comparacion apareada de Tukey, el cual permite comparar K medias entre oi.

Tukey demostrd que todos los lfmites de confianza paran, - n, vienen dados por

H
1/
Fi-vi)ta k,v,un/ﬁs (1/my +1Iﬁs)1

Donde q ,, es el nivel de significacién superior apropiado del rango estudentizado para K medias y v
¢l ndmero de grados de libertad en la estimacién de la varianza o por la desviacion estandar. Esta formula
es exacta si el niimero de observaciones de todas las medias es igual y aproximada si las medias se basan
en distintos nimeros de observaciones.

La longitugd del intervalo de confianza para cualquier nivel de confianza dado es mayor cuando se
utiliza el estadistico de rango q ,, que cuando se utiliza el estadistico t, puesto que el estadistico de
rango tiene en cuenta la posibilidad de que cualquiera de las k(k-1)/2 posibles parejas de diferencias pueda
ser seleccionada en el contraste. Los valores criticos de q , / /2 han sido tabulados. El nivel de
significacion (error tipo [) e6 a=0.05

+ Qv o2 [VZ(Q/M +1 ) S

Cualquier diferencia observada, mayor en valor absoluto que el valor obtenido con ¢sta formula,
puede considerarse estadisticamente significativa.

Para este estudio k=8 diferentes concentraciones de tiamina y n= 4 observaciones de cada tipo.
Se estimé la media y, de cada tratamiento Ly la varianza s°.

A continuacién se presenta la descripcién del procedimiento que se realizé para la comparacién
aparcada de Tukey con los resuftados de ta acetona, asi como la forma en que s¢ interpretan.
Los resultados de la produccidn de volitiles, en este caso de¢ la acetona, fueron integrados con el
programa Origin. El modelo al que se ajustd su comportamiento, correspondio a la regresion polinomial
descrita por la siguiente ecuacion:
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Y= AQ +Alx +A2X*+ A3X®

Con este programa de computadora, Lambidn se obtuvieron las desviaciones estandar, asi como
los coeficientes de correlacién. En el anexo 2 se presenta un ejemplo de los resultados obtenidos con el
programa Origin utilizando los datos del acetato de isobutllo para el medio estandar T+.

Una vez que se obtuvieron los promedios de las Areas bajo la curva de ia produccidn de acetona, la
desviacién esténdar y la varianza, se promedit la varianza total (6°, ) y se colocaron en una tabla como
la que se muestra en el giemplo de la acetona para la comparacién apareada de Tukey para AsBC de
produccion acumuiada de la acetona (tabla 6 ).

Se realizaron los célculos para obtener el pardmetro de comparacion, y se procedié a calcular las
diferencias de las medias (y,- y, ) de las 4reas bajo la curva de la produccion de acetona en los diferentes
medios trabajados en este experimento.

Para obtener las diferencias de las medias de la primera fila, y, tomd el valor de la media del
estandar T+, Y ay, s¢ le asignaron los valores de las medias 2.6 T+, 125 T+, 375 T+, estandar 1-, 25 T-,
12.5T-, 37.5T-. Las diferencias de medias de la segunda fila se obtuvieron, asignando a y; el valor de la
media 2.5 T+,yy, tomd los valores de las medias, de los medios 12.5 T+ ... 37.5 T-. Para la tercera fila, y,
toms el valor de la media 125 T+,y y, tomé los valores de los medios 37.5 T+...37.5 T-. De forma similar
se obtuvieron las diferencias de medias que se presentan en el ejemplo, asignando el valor y, a la media de
cada uno de los medios de cultivo, excepto la media del area bajo la curva del medio 37571-.

Siguiendo este pocedimiento se obtuvieron las 28 diferencias de medias ( Tabla 8 ) y después se procedid a
calcular ¢l pardmetro de comparacién, que ¢s el valor absoluto, respecto al cual s¢ han de comparar las
diferencias de las medias

K- 8

&%=

V= kik-1)/2
V=(8 (8-1)/2
V=8(7)/2
V=28
a=0.05
qQ kv, ar2f
q a.28. 0.025/2' %= 4.46/2'7
q 8 28/2'%= 3.15

21/2

+ G kv, a2/ ((1/n + 1) )2 = 3.15 ( (1/4+1/4)0.018 )°

~=0.298 ( Valor de referencia )

Focultad de Estudios Superiores Zaragozo Universidad Nactonal Auténoma de México



Efecto de la tiamina sobre el crecimiento y la produccidn de aromas en Ceratocystis fimbriata 36

Para la interpretacion de los resuttados, es suficiente comparar el valor absolute obtenido con las
diferencias de las medias. De esta forma puede considerarse estadisticamente significativa cualquier
diferancia mayor et valor absoluto, conh el valor de referencia.

Para el cjemplo de la acetona, las 28 diferencias de medias son mayores, en valor absoluto, con el

valor de referencia (0.298). De acuerdo a la comparacion apareada de Tukey, hay diferencia estadizticamente
significativa entre cada uno de los medios.

ed

Cumparodiinapnrenda de Tukey pire #’Eﬁﬁﬁw die produseidn
epumilnda de Acedon
| Tratamiento] STD T+ | 25T+ | 125T+| 375 T+ | STD T- 1 25T | 125T- | 3757T- |

;ﬁ:‘%‘

ABC 795 17.69 6.2 25.02 296.65 35091 168.45 234.76
sd 0.2 0.0054 0.01 0.096 0.12 0.27 0.14 Q.16
sd? Q.04 292E-05 00001 Q00922 Q0144 Q0729 00196 0.0266

2
sy 0018

[Tratamiento] STDT+ | 25T+ | 125T« [ 375T« | STDT- | 257- | 1257T- | 375 T- |
Acetona 795  17.69 6.2 2502 29660 35091 16845 23476

* 5974 1.75 -17.07 -2887 -34296  -1605 -226.81
* 11.49 -7.33 -278.96 -333.22 -150.76 -217.07
* -18.82 -290.45 -34471 -162.25 -228.66
* -271.63 -32589 -14343 -209.74
Valor de referencia = 0.298 * -54.26 i28.2 61.89
* 182 .46 11615
* -121.76
K=8
Sz
V= k(k-1)/2
V=(8 (8-1)/2
V=8(7)/2
V28
«=0.05

qk,y, /2/21/2
q8,28,0.025/21/2= 446/21/2
§8,28/21/2= 315

+q kv, af2/28/2 {{l/n + Un)s® )2 =
=315 ( (1/4+1/4)0.018 Y2

+20.298 (Valor de referencia)
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DIAGRAMA DE FLUJO

Se prepararon 500 ml de agar papa
dextrosa. Se esterilizd y se dejo
enfriar. A este medio se e
adicianaron 2.5 mL de una eclucién
de tiamina (10mg/ mL), ia cual se
esterilizd por filtracién al adicionaria
al medio de cultivo. Se agitdé y se
dividié el medio de cultivo en seis
matracee de 250 mb. Se dejé
solidificar y ee sembrd la cepa de
2hmbratn por punteo. (Esporas T+)

Se prepararon 500 ml de agar papa
dextrosa (no se adiciond tiamina).
Se esteriiizd y el medio de cultive se
dividié en & matraces de 250 mi. Se
dejo solidificar y se sembrd por
puncién. (Esporas 1-)

Se incubd a 30° C por cinco dias

Se prepard material de vidrio con papel aluminio para esterilizar.
Se hicieron tapones de gasa entrecruzada, con una capa de
algodén para los frascos serologicos de 100 ml. Se hicleron
tapones para matraces.

Se pesaren los reactivos para preparar 1000 mb de medio
fiquido estandar. Se esterilizaron los materiales de vidrio y
el medio de cultive a 121° € y 15 psi durante 20 minutos.

Se realizé la cosecha de esporas, el conteo, y se calculd el
nimero aproximado de esporas para el indoulo.
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Se prepararon 200 mL de medio liquido estindar con 25, 125 y
375 g/ ml de tiamina (ver tabla en el procedimiento)

corresponde.

Se prepararon diez frascos de estandar, y de cada concentracion de
tiamina (2.5, 125 y 375 ua/ mL) con 20 mL del medio que le

aproximadamente 2x107 esporas.

Se inocularon cada uno de los 40 frascos con un volumen gue contuviera

Se cuantificd la biomasa al tiempo OT
para lo cual s¢ tomd una muestra
del mismo volumen inoculado en los
frascos de 100 ml, se filtrd y se
mantuve por 24 horas cn una estufa
aes°C

Se incubdé a B0°C y se mantuvo
en agitacién.

Se midib et pH
del filkrado

A las 24, 48, 72, 96 y 120 horas
se tomaron 2 frascos de cada
concentracibn  de tiamina, se
realizd el analisis de headspace y
se fittrd el contenido de los ocho
frascos. Se obtuvo ¢l peso ecco,
después de calentar 24 horas a
65° C en una estufa.
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Se¢ tomd una muestra de cada
filkrado y se midié el pH

La parte restante de cada muesira,
s¢ guardd en un tubo de cneayo
perfectamerie ctiquetado, se tapd
con parafim y se mantuvo eon
congelacién.

Después de recolectar todas las muestras de
filtrades durarte 5 dias, se cuantificd la
glucosa por el método enzimatico GOD-FPAP/
Trinder

Se repitio ¢l experimento

Se hicieron promedios, grificas y se analizaron los
resuttados obrtenidos.
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RESULTADOS

Las dos fases del experimento se repitieron dos veces por duplicado, se promediaron los
resuttados y se obtuvieron las figuras y tablas que se presentan acontinuacion. A los resultados
obtenidos en la produccién de aromas se les aplicd un modelo de regresion polinomial, a partir def
cual ¢ obtuvieron las areas bajo la curva de la produccion de cada compuesto. En el anexo 2 se
presenta solamente un ejemplo de los resulttados obtenidos con el programa Origin, debido a que
la cantidad de informacibn procesada fue muy grande.

Se aplico el modelo de regresion polinomial, ya que el comportamiento de la produccion
acumulada de cada volatil se ajustdé a este modelo. Los coeficientes de correlacion de la
prodiccién acumulada se encontraron en un rango de 0.99995-0.95689, y la desviacion
estandar en un rango de 0.0137-37.8576. Respecto a los resuitados de biomasa, pH y consumo
de glucosa, también se calculd la desviacidn estandar, las cuales fueron de 0.007-1.8, 0.07-
049y 0.53-5.81098 respectivamente.

Considerando estos resultados se puede decir que los métodos utilizados para la
cuantificacion de biomasa, pH, consumo de glucosa y productos volatiles fueron repetibles y se
maneijaron en condiciones semejantes.

Por otra parte, el tratamiento estadistico que consistio en la comparacion apareada de
Tukey indica que hubo diferencia estadisticamente significativa mayor at 5% entre la produccion
de cada medio de cultivo { medios T+ y T-), en los diferentes compuestos volatiles obtenidos ,
excepto, en la produccion de alcohol amflico, en los medios estandar T+y 37.5 T+.
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Figura 15 Formacién de biomasa, consume de glucosa y varacidn de piH en 120 horas de wedfib ¢ glucosa

fermeatacién en medio liquido esténdar con 2 5 mg/L. de taming, utilizando esporas de ¢
fumbrigtg cultvadas cer 5 mg de Tiamena/L de PDA.
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Figura 16 Formaciér de biomasa, consume de glucosa y vartacién de pH en 120 hores de
. , . ) —H— Cglucosa
fermentaciénen medio liquide esténdar con 125 mg/L. de tieming, uhlizande esporas de €
fimbreata <ultivadas con % mg de hemina/i_ de PDA.
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Figura 17 Formacién de bromase, censumo de glucesa y variacién de pH en 120 horas de ~Ig— C.glucosa

fermentocién en medio liquide esténdar con 37.5 mg/L de tiamina, utibizande esporas de &
fimbrigta cultivadas con S mg de Tamuna/L de PDA.
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Figura 19 Farmaciin de biomasa, comsuma de glucosa y variacidn de pH en 120 horas de —li— C glucosa

fermentacidn enmedio lquide estdndar con 2.5 mg/l. de tiaming, utilizande esporas de
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Figura 20 Formacién de biomase, consume de glucosa y variacién de pH en 120 horas de pH
fermentacién en medio liqudo esténdar con 125 mg/L de Harming, utilizende esporas de € —— C.glucosa
fimbriata cuttivadas sin tiaming en PDA.
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Figura 21 Formacién de biomasa, consumo de glucesa y variacién de pH en 120 horas de pH
fermentocidn en medis liquide estdndar con 375 mo/L de tiaming, uttizando esporas de & il C.glucosa

[frobraota coitivadas sin riamina en PDA.

Fecultad de Estudios Supericres Zaragoza Umiversidad Nacional Auténoma de México




Efecto de la tiamina sobre el crecimiento y la produccidn de aremas en Ceratocystis fimbriate

45

COMPARACION DE AREAS BAJO LA CURVA DE BIOMASAS OBTENIDAS CON ESPORAS
HYI-

ABC de produccién total de compuestos volGtiles

Bicmasa (g/t)

Esporgs T+ Esporas T-

Figura 22 Comparaciénde biomasas obtendas con esporas Ty T- de £ fwbnes
durante 120 horas de fermertacion en medie liquide.
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Figure 23 Produccidn asumuleda de compuestos voldhiles cbtenidos
en 120 horas de fermentacidn en medio liqudo con cxparas T+ y T~ de £ fmdrate
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Praduccidn de compuestes voldtiles (umol/L)

Tiempo (k)

Figura 24 Preduccidn de compuestos voldtiles totales formades en 120 horas de

fermentocidn en medio liquido, con esperas T+ de £ fimbriata
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Figura 25 Produceidn de compuestas voldtiles formados en 120 horas de
fermentacién en medio liquido con esporas Y- de £ fimbriata
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37.5 mg/L de tiamina T-
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RENDIAGENTO DE LA BIOMASA Y PRODUCTOS VOLATILES,
CON ESPORAS T+ Y T- DE £ fimbriata
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Figura 26 Rendimento de ko biomasa
con esporas T+ de £ Aminatz , ebtenida
enlZ0 horas de fermentacide,

en medio fiquide.

10G 120

—@— I\, Estindar

T+
43— 2.5 mg/L
tiamina T+
12.5 mg/l.
‘tiarming T+
e 375 me/l
Hamina T+

Rendimtento de la produccién (umol de
wolétiles totales/ g de glucosa consumida)
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Figura 28 Rendimiento de la produccidn de compuestos
volétiles con esporas T+ de & fmbnata, en 120 horas de

fermentacién, en medio liqudo.
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Trarming T+
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Rendimiento de la bamasa (g de
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Figura 27 Rendimiento de la biomesa
cor esporas T- de & fmbnata, - i_5 mg/L tharmna
obtenido en 120 horas de fermentacién, 125 viamina
en medio liquido. iy ma/L

- 375 mgfl. haming

T
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volétiles totales/qg de glucosa consumida)
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Figura 29 Rendimente de la produccidn de compuestos
voldtiles con esporas T- de & Awdrale, en 120 horas de
fermentacion, en medio ffgude.
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tiamma T-

125 mg/l de
tiamuina T-

- 37 % ma/l de
tamina T-
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Ares bajp la curva de productonspldties cbenidos Awants 20 hores.do fermortiacife

ABC ABC ABC ABC
Froducto Estdndar T+ 2.5 T+ 12.5 T+ 375 T+
Acetaldehido 191.75 221502 175.863 242,62
Acetato de Etilo 10359.3 1323586.5 6571.38 2199.73
Acetato de lsoamilo 508.01 47418 260.95 516.55
Acetato de lsobutile 286619 202.26 176.25 199.22
Acetona 7.95 17.69 6.2 25.02
Alcohol Amilico 270.66 277.06 220.51 271.62
Aloohol Isgamflico 11.87 5014 &.74 9.06
Butanol 625.67 22046 501.286 276.19
Butirato de etilo 236.17 153.04 115.62 2835.95
Diacetilo 126.1 226.33 176.04 166.40
Etanol 6743%.02 59866.33 3575.64 50043
lsobutanol 629.67 22046 501.26 27619
lsopropanol 14.3 18.79 1.49 7.49
Suma de volatiles totales 20177.67 19366.70 12696.16 1974.58

Tabla 7 Areas bajo la curva de los productos obtenides en 120 horas de fermentacién liquida,

utilizando esporas cultivadas con tiamina en agar papa dextrosa

ABC ABC ABC ABC
Producto Esténdar T- 2.5 T- 12.5 T- 37.5T-
Acetaldehido 52,77 221.5 20522 155.2
Acetato de Etilo 26324 A42665.2 45830.7 4666
Acetato de [soamilo 5956.46 1095.55 £58.862 359.62
Acetato de [sobutilo 77472 1810.09 1561.59 705.27
Acetona 296.65 350.91 16545 25476
Alcohol Amilico 437.5 443.55 257.16 220
Alcohol 1spamilico 86.6547 1.48 15.94 o
Butanol 559.37 144.94 407.866 430.992
Butirato de etilo 12,57 456 59 129.6 ©.15
Diacetilo 20843 770.47 1223.65 ©28.13
Etanol 974.5 14418.2 105211 3930.62
isobutanol 552.37 14404 467.66 450.992
lsoproparnol 15.25 4.025 o Q
Suma de voldtiles totales 53186.24 G20H37.35 64916 1186697

Tabla 8 Areas bajo la curva de los productos voldtiles obtenidos en 120 horas de
fermentacion liquida, utilizando esporas cultivadas sin tiamina en agar papa dextrosa
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Acetaldehide (umol/L)

Acetato de etrlo (umol/L)

Q 20 40 6G 80
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Figura 30  Produccidn de Acetaldehide
durante cince dds de fermentacién en medio

liquido con esporas T+ de £ fmbnats,
a diferentes concentraciones de tiamina.
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Figura 32 Produccidn de Acetate de etile
durante cinco dies de fermentacidn, en medio
liquide con esporas T+ de (2 fménata,

¢ diferentes concentraciones de Tiamna
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Figurg 31  Produccién de Acetato de 1sobutile B—25Ts
durante cinco dias de fermentecidn en medio liguido .
con egpores T+ de £ fwinate, a diferentes 375 Ta

concentraciones de tiamina.
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Figura 33 Preduccitn de acetato de soamile durante qinco
dies de fermentecidn, en medio liguide con esporas T+ de &2
fwbrats, a diferentes concentraciones de tiammag
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Acetona (umal/L)

Tiempo (h)
=y Egttindor T+
Figura 34  Produceién de acetona durante cinco 25T
dias de fermentacién en medio liquide, con esperas T+ 125T+
de £ fninatz a diferentes concentraciones de tamina T BTE T

Alcohol amihco (ural /LY

Tempo (h)
—&r— Estdnder
Figura 36 Produceidn de Alcchel amilico 25T
durante cinge dias de. fermentacién en medio liquide, 1257
con esporas T+ de & fmdnale a diferentes concentraciones de — 3751+

Tiaming

Alcohol isoamilice {umol/L)

Tiempe (R}

Figure 35  Produccidn de Aleohot iscamilico durante

einco dies de fermentacién en medio liquido, con esporas T+
de & fimbnate a diferentes cancentrociones de tiamina,

e Esténdar

—&—257T.
125 T+

— —375 T+
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Figura 37  Produccién de Butanol durante cinco dies de
fermentacién en medio liquido, con esporas T+ de & fminata
diferentes concentraciones de Tiemina
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Figura 38  Produccidn de Butireto de etilo durente cince dias

de fermentacidn en medio liquido, con esporas T+ de 2 fxinataa
diferentes concentraciones de tianuna

Figura 39 Produccién de diacetilo durante cinco dias
de fermentacidn en medio liquide, con esporas T+ de
£ fmbuatea diferentes concentraciones de tiamina.
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Figura 40 Produccidn de etanol durarte cinco dies de fermen- ol 25 T
tacibn en medio fquido, con esparas T+ de ¢ fimbnatsa diferentes 125 T

concentraciones de tiomina s w375 Te
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Figura 52 Produccidn de Butirato de Ehilo Figura 53 Produccién de Diacetilo durante
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8. ANALISIS DE RESULTADOS

Comparacion de curvas de crecimiento,
Consumo de glucosa, pH y produccién de aromas

En las figuras (14-21) se muestra el crecimiento de las esporas de (£ fmbniata cultivadas con y sin
tiamina (esporas T+ y esporas T-, respectivamente). En el tratamiento con esporas T+ (figuras 14-17) se
observa, que 6l crecimiento obtenido durante las primeras 24 horas, fue mas lento que en los medios con
esporas T-, pues en los medios T+, la mayor cantidad de biomasa formada en las primeras 24 horas fue
de 1.8 g {excepto en el medio estandar T+), mientras que con los medios T-, la mayor cantidad de biomasa
obLenida en et mismo tiempo fue de 5.1 a. De acuerdo a esto se observa que la adicién de tiamina a las
esporas, afecta en el crecimiento, ademds, hay que considerar el hecho de que en el medio estandar T+ se
obtuvo la mayor catitidad de blomasa total (43 a/L), y al ir aumentando la concentracion de tiamina, el
crecimiento disminuyd (34 a/L en el medio 37.5 T+), lo cual indica que l2 tiamina adicionada al medio
lquido, posiblemente ejercid un efecto Inhibitorio, mientras que en el medio estandar T+, ia cantidad de
tiamina adicionada a las esporas (5 mgfL) favorecio e crecimiento (figura 22).

En el caso de las esporas T- (figuras 18-21), s¢ observa el efecto contrario al presentado en los
medios con esporas T+, ya que al ir aumentando la concentracién de tiamina, ee incrementd la cantidad
de viomasa (18 gfL en el medio estandar T- ; 38.5 en el medio 37.5 T-) y aunque cada medio se comportd

diferente, en general, se¢ observa que, ia mayor produccién de biomasa se did a las 72 horas, excepto en el
medio estandar T-(figura 22).

Ahora bien, aunque las curvas de biomasa no tienen los suficientes puntos para determinar el
inicio y final de una fase en una curva tipica de crecimiento, se aplicé el log 10 a la biomasa y se obtuvieron
las curvas de crecimiento que se presentan en el anexo 1, en la figura a de este anexo s¢ observa que eh
los medlos T+, probablemente, la fase lag fue un poco mas prolongada que en los medios T- (figura b) ya
que el crecimiento fue mas lento, y la fase logarftmica parece presentarse poco antes de las 24 horas y
terminar entre las 48 y 72 horas, para dar lugar a la fase estacionaria que probablemente ée presenta

antes de las 72 horas y después de las 96 horas, y finalments dar paso a la fase de muerte que parece
iniciar entre las 96 y 120 horas.

Por otra parte, en los medios con esporas T- (figura b del anexo), se observa una pendiente mayor
en las rectas que van del tiempo 0 alas 24 horas, las cuales parecen indicar que antes de las 20 horas se
inicia la fase logaritmica, esto se puede sustentar con trabajos previos, realizados con ,%éaktg, @ N
los que no se adiciond tiamina al medio llquido, y en los cuales se utilizd la produccion de CO, como
indicador del crecimiento. En éstos trabajos se menciona que, en no mas de 20 heras sc¢ observa un
drastico incremento en la producclén de CO, en ef medio. Lo cual puede sustentar que en un medio sin
tiamina como el medio estandar T-, la fase lag dura aproximadamente 20 horas; y respecto a las
pendientes de los otros medios, se puede ver que son mayores { figura b del anexo 1) por lo que quizas fue
menor el tiempo de la fase lag o por lo menos cercano a 20 horas. Ahora bien, la fase logaritmica parece
terminar en el lapso que va de las 24 a las 48 horas, para luego dar inicio a la fase estacionaria que
quizés inicia antes de las 48 horas y termina antes de las 96 horas, pues en {a figura b del anexol sc
observa que a las 96 horas la curva muestra un declive, lo cual indica que s¢ inicid la fase de muerte.
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Aungue cabe mencionar que después de que disminuye la formacién de biomasa (antes de las 96 horas),
ésta se mantiene (medio 2.5 T-) o incrementa como en el caso de los medios 125y 37.5 T-. La explicacién
para esto se encuentra en la literatura, en donde se menciona que al finai de la fase estacionaria, cuando
empieza la fase de muerte, las células muertas sufren lisis y se liberan en et medio nuevos sustratos, los
cuales sirven como fuente de energia para las demas células.

Con todo lo mencionado anteriormente, se puede decir que hay diferencias evidentes en el
crecimiento que presentaron ambos tipos de esporas en el medio fiquido, y que la adicién de tiamina en
diferentes concentraciones marcd el comportamiento de cada medio. En el caso de los medios con esporas
T+, se obtuvo la mayor cantidad de biomasa ( en el medio estindar T+ se obtuvo un 59.04% mas de
biomasa con respecto al medio esténdar T-, en el medio 2.5 T+ ge obtuvo un 44.85 % mas de biomasa con
respecto al medio 2.5 T- , en el medio 12.5 T+ et crecimiento fue 12.12% mayor con respecto al medio 125 T-,
y en &f medio 37.5 T- 1a biomasa fue mayor en un 8.48% con respecto al medio 37.5 T+) . Por otra parte
la produccién ‘total de compuestos volatiles fue mayor en los medios con esporas T- { en el medio
estandar T+ la produccic’m de volatiles fue mayor en un 58.77 % con respecto al medio estandar T-, en ¢l
medio 2.5 T- la producoién fue mayor en un 69.03 % con respecto al medio 2.5 T+, en el medio 1257 la
produccién fue mayor en un 80.44 % con respecto al medio 12.5 T+, y en el medio 37.5 T+ la produccidn fue
39.65 % mayor coh respecto al medio T-, de forma general se puede decir que [a biomasa fue meror en log

medics con esporas T-, sin embargo, la produccidn total de compuestos volatiles fue mayor (figuras 22 y
23 ).

El efecto que ejercié la tiamina en las esporas no es bien comprendido, sin embargo, varios
investigadores que estudian la induccion enzimatica, coinciden en que la informacidn genética codificada en
el DNA controla la formacién de las enzimas celulares, y la formacién de las enzimas a su vez, ¢s
determinada por la concentracién de los nutrientes det medio y de efectores de bajo peso molecular, por lo
que quizis, las esporas T+ fueron afectadas por la presencia de tiamina en la sintesis de sus enzimas. .,
43}

Ademés, otra posible explicacién de esto es considerando que las esporas T+ tomaron det medio
de precultivo la cantidad de tiamina permitida por la consistencia del medio solido (FDA), pero al llevarse a
un medio lfguido con més tiamina, la tiamina adicionada ejercié efecto inhibitorio en el funcionamiento de
las enzimas, por lo que en los medios con mis tiamina se observa un decrecimiento.

Lo anterior se fundamenta en trabajos realizados por varios investigadores que concluyen que et
control del metabolismo en la céiula se inicia en la regulacion del consumo de los nutrientes. Estos
nutrientes son tomados por mecaniemos de iransporte especificos de forma que ia célula puede
concentrarios dentro de ella partiendo de soluciones diluidas en el exterior. Los procesos de consumo de
nutrlentes los controla la céluta, y cuando la cantidad de nutrentes tomados ha alcanzado una
concentracién determinada, en algunos casos innecesaria (o hasta perjudicial) el consumo se detiene. eqe-

51)

Por otra parte, las esporas T-, al encontrarse en un medio liquido con mayor facilidad de difusién,
consumieron del medio la tiamina, ta cual indujo la formacién de las enzimas que la requieren y por ello se
favorecid el crecimiento ( aunque no tanto como en los medios T+), y como se vera mas adelante, también
ia formacién de compuestos volatiles.
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For lo que se reflere al consumo de glucosa, se observa una disminucion dréstica de la fuente de
carbono en el medio durante las primeras 24 horas. Dicha glucosa es metabolizada para dar inicio al
crecimiento. En las figuras 14-21 se muestra que la glucosa se consume de! medio rapidamente.

En las figuras 26-29, se muestra el comportamiento de los coeficientes de rendimiento de
sustrato referido a biomasa y productos volatiles con esporas T+ y T-, en éstas figuras se observa que el
mejor coeficiente de rendimiento de sustrato referido a la biomasa (y,,} 6¢ obtuvo a las 72 horas en los
medios con esporas T+, y aunque los valores son muy similares,ee puede notar que el medio estandar T+,
fue el medio en que se obrtuvo el mejor rendimiento a las 72 horas ( y,, = 0.34). En los medios con esporas
T-, &l mayor coeficiente de rendimiento de sustrato referido a la biomasa lo presenté el medio con 37.5 mg
de tiamina ( y,, = 0.2, a las 72 horas), lo cual concuerda con los datos reportados en la figura 22. Ahora
bien, al comparar dichos coeficientes, se observa que los mejores coeficientes de rendimiento de sustrato
refereridos a biomasa se obtuvieron en los medios T+, lo cual coincide con lo mencionado anteriormente.

Respecto a los coeficientes de rendimiento de sustrato referidos a producto (y,.), en ias figuras
28y 29 se observa que los mejores resultados se presentaron en los medios estandar T+ (y,, = 3.1 a las
72 horas), 2.5 T+( y,. = 2.8, a las 72 horas), 2.5 T (Y, = 4.44 alas 4B horas)y 125 T- (y,, = 35.64 a las
48 h; Ype = 3.6 a las 72 h; y,, = 3.75 a las 72 h). Estos resultados coinciden con los medios que
produjeron la mayor cantidad de volatiies con esporas T+ y T-. Nuevamente, si comparamos los
coeficientes de rendimiento de sustrato referido a los productos obtenidos con ambos tipos de esporas
T+y T-, se observa que los medics T- presentaron los mejores rendimierttos. De agui, se puede concluir que,
en los medios con esporas T+, la tiamina favorecié at crecimiento, pero no la produccion de volatiles. En los
medios con esporas T-, no se favorecid el crecimiento como en los medios con esporas 1+, pero si fue

mayor al observado en el medio estandar T-, y respecto a los compuestos volatiles, se favorecié la
produccibn de éstos.

Respecto a los valores de pH de los medios con esporas T+ (figura 14-21), se observan valores muy
similares en cada uno de los medios hasta las 66 horas, dcspués de lo cual hay diferencias mis visibles,
5in embargo, & patrén de comportamiento es el mismo. Es decir, el pH baja a vaiores comprendidos entre
3.2-35 a las 48 horas, después sube a las 72 horas, y nuevamente disminuye alcanzando valores
comprendidos entre 3.4 y 4.5. En los medios con esporas T-, los vaiores de pH fueron méas variables entre
cada medio, por gjemplo, el medio estandar obtuvo los valores de pH mas acidos que los obtenidos en los
otros medios T-. También se ve en la grafica que el valor de pH mas bajo que se obtuvo en el medio
estandar fue a las 22 horas, después de lo cual empieza a subir nuevamente.

Al parecer, en los medios con esporas T+, después de alcanzar el pH més bajo que la célula filngica
toleré (a las 48 horas), ésta reaccioné para contrarrestar la concentracién de iones H+, formando los
ésteres y ademas obteniendo energla por otras rutas metabdlicas, esto se puede ver en las figura 24,
donde se muestra que la mayor produccién de compucstos voldtiles, y principalmente de ésteres (figuras
27-29, 39), se da después de las 48 horas, por lo cual es factible suponer que la célula los formd como
una medida auxiliar para poder seguir sobreviviendo en el medio y ademas para obtener los productos
necesarios. La misma explicacién aptica para los medios con esporas T- ( figura 23, 41-43, 53) sblo que en
estos medios el aumento de |a produccién se did después de las 24 horas, ya que fue a este tiempo en el
que fos medios T- ( excepto medio estandar T-) mostraron el pH mas bajo (3.3-2.7). En base a lo anterior,
se puede concluir que hay una estrecha relasion entre cipHy la formacion de productos por la célula.

Aqul’, es importante recordar que os valores de pH medidos corresponden a las modificaciones det
exterior de |2 célula, sin embargo, en el interior de la célula, también existe un rango de pH que la celua
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tratard de mantener para continuar con sus procesos internos de obtencion de energla, esto lo hace
manteniendo un gradiente de iones H+ interno, y sacando at exterior la cantidad que altere sus funciones,
aunque debe considerarse due la célula no puede desechar indefinidamente al exterior todo lo que le afecte
en su interior, ya que las concentracidn de iones H+ en el exterior también puede afectar sus funciones de
consumo de sustratos, asi como el funcionamiento de las enzimas extracelulares, por esto, llega un
momento en que la célula no puede continuar con la diferencia de gradientes de concentracién tanto en el
Interior como en el exterior, y finalmente la célula muere. py 50,51,

Ffecto del incremento de tiamina en el medio liquido sobre el crecimiento y

produccion de aromas con esporas T+ y 1~ de (& fimbriata

En las figuras 22 y 23, se observa que al aumentar la concentracion de tiamina en gl medio fiquido
con esporas T+, la produccion total acumulada de compuestos voltiles disminuyd (dreas bajo la curva de
20,042-14,815.7), al igual que la produccidn de biomasa ( 42.5 ¢/l a 54 g/L). Por lo gque pusde suponerse gue
la tiamina al proporcionarse para la formacién del indculo y ademés adicionaria al medio fquido, produjo un
efecto inhibidor al encontrarse en exceso en el medio de cultivo, y esto puede fundamentarse, considerando
que la afinidad de una enzima para uniree con su sustrato, puede variar si en el medio e¢ encuentran

otras pequefias moléoulas que afecten su unién con el sustrato y por lo tanto impidan que la enzima
reaccione con el sustrato,

Al parecer, en esta parte del experimento, las enzimas que requiersn de pirofosfato de tiamina,
cumplieron su funcién hasta donde les fue posible, y a pesar de que la produccién total acumulada en los
medios con esporas T+ fue menor con respecto al estandar T+, su produccion fie mayor al comparar con el
estandar T-, por lo que la tiamina favorecié la produccion.

Respecto a la produccion individual de compuestos volatiles con esporas T+ y T-, pueden
observarse las cantidades obtenidas de cada volatil en las tablas 7y 8. Sin embargo, el hecho de que la
produccidh de ciertos volatiles sea mayor y de otros sea menor,s¢ debe a las necesidades de las célula, a
la formacién de ciertos productos téxicos, asi como a las fluctuaciones de pH, y a la cantidad de
nutrientes en el medio.

Por otra parte, en las figuras 22 y 23, en donde s¢ muestran los resuitados con esporas T+, se
observa que la adicion de tiamina al PDA ( al inbculo), produce un incremento en ia biomasa y en foe
volatiles en el medio llquido estandar, sin embargo, la adicién de una cantidad ligeramente mayor a 0
imoles de tiamina /L al medio liquido, produce la disminucién de la biomasa, pero sobre todo, afecta la
produccién de los compuestos volatiles.

Por otro lado, la adicién de tiamina a los medios l(quidos con esporas T-, incrementd la biomasa
(175 g/L a 58.6 g/L) y los volitiles al aumentar |a concentracldn de tiamina en el medio ( Areas bajo la
curva de 7,238.5 a 65,615.9), excepto en la concentracién con 37.5 ug/ml de tiamina donde los volatiles
disminuyeron { ABC = 54,365.55), obteniéndose una pmduccién menor a la formada en los medios 25 y
12.5 ug/mL pero mayor a la obtenida en el medio estandar T- (ABC = 7,258.5).

Ahora bien, al observar ias cantidades de cada volatil formado en el medio T- con 375 mg de
tiamina/L (ver tabla &), se puede notar que las Areas bajo la curva que corresponden a los ésteres son
muy bajas, y como ya s¢ menciond anteriormente, éstos probabiemente se forman a partir del Acetil-CoA,
por lo que parece ser que en este medio, esta moiéeulz siguib las rutas biosintéticas que permiticron la
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duplicacién y crecimiento de la célula, viéndose el reflejo de esto en |a biomasa, y el efecto inverso en los
productos de fermentacion, Aunque también debe considerarse que quizas en este medio existia un mayor
nimero de células viables, que se reprodujeron méas répidamente, y por ello ia mayoria de las moléculas

precursoras obtenidas en ¢l cataboliemo, se utllizaron para la formacién de las macromoléculas
hecesarias para el crecimiento.

Como s Muestra en la tabla 8, la cantidad de productos formados por esporas 1- de Caratocystis
fmbriats y con tiamina en el medio liquido, son mucho mayores que las obtenidas con las esporas T+, por lo
que podria suponerse que, at encontrarse la tiamina en un medio completamente fiquido, ias moléeulas de

tiamina tuvieron la facilidad de introducirse a ta célula y ser fosforiladas por los ATPs recién formados en
la giucdlisia.

Por otra parte, la fase de adaptacién, es la etapa en la cual la céiula reconoce los nuirientes de
los que dispone y empieza a sintetizar los enzimas que requiere para la obtencién de energia y para su
crecimiento, puede pensarse que de alguna forma la presencia de tiamina indujo la formacion de una
mayor cantidad de las enzimas que requieren tiamina, al estar presente en &l medio.

En la tabla  se pueden observar que hay diferencias etitre los medios con esporas T-, ya que de
algunos producteos se obtuvieron mayoeres concentraciones y de otros menos, por eiemplo, en &l caso del
medio con 12.5 ug/mlL (T-), a pesar de que fue el medio con una produccién total acumulada mayor, de
todos sus productos no se obtuvieron las concentraciones més altas, sélo de algunos de ellos. Lo mismo
para el estdndar T-, a pesar de que fue el medio en ¢l que se obluvo menos produccion, hay algunos
productos como el isopropanol, et alcohol lsoamilico y otros que se obtuvieron en mayor cantidad que con el
medio 12.5 ug/mL, y se observa ¢l miso efecto al comparar con los otros medios con esporas T-.Esto se
debe primordialmente af acoplamiento de las reacciones tanto catapblicas como anabdlicas, ademas en
este caso a la presencia de tiamina.

En la tabla 8, se observa aue en el medio 2.5 T- 1a producgidn de los ésteres fue alta con respecto
a los otros medios T- excepto para la produccidén de acetato de etilo que fue mayor en el medio 12.5 T-, por
lo que se puede decir que la coenzima TTP favorecid la formacién de Acetil-CoA que se utilizd para la
formacién de todos estos ésteres, pero ademis, el acetato de etilo, es el producto que s obtuve en
mayor cantidad en el medio, y para su obtencién se rsquir'ié de etanaol, ¢l cual se obtuvo por la fermentacion
alcohdlica. En 1a fermentacién alcohblica el TPP también es utilizado por la piruvato descarboxilasa, y
favorecid la obtencibn de acetaldehido, pero principalemtne la de etanol, ya que en ia célula se requiere de
la formacién de NAD+ que se utiliza en la oxidacién de otras moléculas. Por lo que se refiere al etanol
formado, la cdlula lo transformd en acetato de etilo para obterer la energia de hidrélisis del acetil-CoA(-
31.5 KJ/mol), y para no detener la formacién de mas NAD+, por haber una alta concentracion de etanol en
el medio. Las cantidades de etanol y acetaldehido formadas, seguramente corresponden al equilibrio en
que podian estar por las condiciones del medio. Todo lo mencionado €5 en cuanto a la formacion del
acetato de etilo, pero por lo que se refiere a los otros ésteres el hecho de que sus alcoholes se deriven de
otras rutas modifica completamente la situacion.

Et alcohol iscamilico corresponde al resto del esqueleto carbonado de la leucina después de haber
sido desaminado. e sy ES Importante mencionar, que nuevamente ¢l TPP participa en la formacion de
valina, leucina, & isoleucina, por lo que cabe penear, que al poder obtener éstos aminoacidos a partir del
piruvato (valina y leucina; ia isoleucina requiere de piruvato y 2-oxobutirato), se aprovechd esto, para la
obtencién de otros aminoécidos por transaminacion ya que también los requicre la célula. Por otro lado,
hay que recordar que los oxodcidos que resuftan de la transaminacibn, es decir, los fragmentos
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carbonados de los restos de aminodcidos, se convierten en alcoholes, sdlo si el medio se encuentra carente
de amonio. sy En base a esto, de acuerdo a los resultados, y considerando ia cantidad de acetato de
isoamilo formado y la pequeMa cantidad de alcohol isoamilico se puede decir que hubo una buena
produccidn de leucina en el medio para suplir las necesidades de la célula, si no las bptimas, por lo menos
las esenciales con respecto a log otros medios.

Por un lado se tiene que ia produccién de acetato de ieoamilo fue buena (2.5 T-), pero hay que
recordar que el alcohol isoamilico formado tuvo [a posibilidad de ser reutilizado para la obtencion de otro
aminoAcido, sin embargo, la célula prefirié 1a obtencidn de energia al favorecer la reaccion del alcohol con el
Acetil-CoA, quizds porque en ese momento la célula requerta de la energla para otras reacciones
prioritarias y los aminodcidos no eran necesarios en ese momento 6 quizds la cantidad de nitrégeno en el

medio no fue euficiente para reutilizar los restos de carbono. La misma cxp!icacién se puadc aplicar para el
isobutanol gue se ver a continuacion.

Por lo que se refiere al isobutanol, éste también se deriva de los 2-oxoacidos. Al parecer en este
medio (2.5 T-) las condiciones favorecieron la formacién de aminodcidos pues la cantidad de isobutanol

formado fue la menor al compararse con los otros medios, aiin considerando al estandar T- , y ademas la
cantidad de acetato de isobutilo confirma esto.

Et alaohol amflico después de ciertas reacciones puede formar ia isoleucina, pero una reaccién
nunca se lleva a cabo al 100% a menos que se estén modificando las condiciones para favereceria, lo cual
no fue et caso por lo que se obtuvo la cantidad indicada en los resultados.

En cuanto a la formacién del propionate de etilo (medio 2.5 T-), s¢ observa que se favorecio la
formacidn de este compuesto con respecto al estandar, pero al comparar con los otros ésteres formados
fue el que se obtuvo en menor concentracién, posivlemente porque la ruta que permite [a formacién del
propionato no es muy necesaria para la célula y en la reaccion que forma el propionato de etilo, el reactivo
limitante es el propionil-CoA, el cual se pusds obtener de la oxidacidn de los aminoicidos isoleucina, valina
o metionina, y también de la sintesis de Acidos grasos Impares, en donde en la vuelta final de la B-
oxidacién de éstos Acidos grasos se obtiene el propionil-CoA, sin embargo, es factible pensar que en este

caso, ¢l propionil-CoA se obtiene de la oxidacion de los aminoAcidos mencionadoes, aunque no se descarta
la segunda opcidn.

Resta hablar un poco, acerca del isopropanol, el butanol, la acetona y el acido butirico o su
precursor el Butiril-CoA que es probablemente de donde se obtiene ¢l butirato de etilo.

Se puede observar que la produccién de acetona se favorecié, y si es que el butiril-CoA es el
precursor del butirato de etilo, también se favorecié este producto con la adicidn de tiamina. Por lo que
respecta al butanol, disminuyd su concentracion, pues el butiril-CoA, que pudo llegar a formar el butanal
se transformd en butirato de etllo, esto quizas por cuestiones de equilibrio o porque 1a hidrdlisis de enlace
del butiril-CoA, para formar el éster genera una gran cantidad de ehergta.

Finalmente, respecto al Isopmpano! el equilibrio que eo afectado por el pH del medio, tendié a
favorecer a la acetona que es precursor del isopropanol.

Arriba se detallé la produccidn de cada compuesto volatil en el medio 2.5 T-, por lo que para evitar
ser repetitivos, aqul solo ss propondréan de forma general, las explicaciones de porqué se favorecieron
determinadas rutas que aumentaron la produccién de aromas en los medios 125 y 37.5 ug/mL.
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Como ya se ha dicho anteriormente, la célula siempre busca su beneficic mediante el maximo
aprovechamiento de los sustratos que encuentira en el medio en que crece para la obtencion de energia, es
decir, la célula consume los sustratos del medio de acuerdo a la encrala que deba proporcionar para sus
actividades en un instante determinado. Ahora bien, considerando lo anterior, y ademas que la hidrélisis
del entace Acetil-CoA, puede proporclonar un AG® ‘de —31.5 KJ/mol, reaccion que es ligeramente {1 KJ/mol)
mis exergdrica que la hidrélisis del ATP, es factible pensar que la célula favorezca éstas rutas, en algunas
ocasiones mis y en otras menos, dependiendo de las condiciones en el medio de cultivo. Sin embargo, el
camino que en un momento dado siga la célula para obtener su energla, también dependerd de los
productos finales de las rutas que se encuentren funcionando, pues estos productos pueden actuar como
inhibidores de su ruta, cuando se encuentran en clerta concentracion, por lo que la célula, tiene que tomar
otras medidas, ya sea buscar otra ruta o transformar el producto que sirve como inhibidor en otro
compuesto, al parecer (2 fimbriata transforma éstos productos en ésteres, pues la hidrélisie del enlace
Acetil-CoA al transformarse en éster con etanol, aicohol isoamilico o isobutanol, le proporciona energia
para otras funciones.

A su vez, los alcoholes, como son el alcohol amilico, isoamilico e isobutanol se obtienen de
reacciones de transaminacién, en la elaboracién de aminozcidos, y ya que la célula requiere de los
amino4cidos en grandes cantidades, también se favorecié eu obtencidn, aunque cabe aclarar que de
haberse encontrado mas amonio en el medio, éstos restos de fragmentos carbonados conocidos como 2-
oxoé4cidos pudieron ser reutilizados para ia formacidn de mas aminoicidos, pero debido a la falta de
amonio en el medio, s¢ utilizaron para formar los respectivos éeteres, excepto el alcohol amflico.

Por lo que respecta al etanol, 1a reaccion para su obtencién se favorecid con la presencia de
tiamina lo que también contribuyd a la formacion del acetato de etilo.

En la tabla & e muestran los resultados de los medio 12.5 y 37.5 T-, y se observa que la adicién
de tiamina, definitivamente no favorecid a ciertos productos como es el caso de la acetona, ¢l alcohol
amilico, el butanol (comparado con el estandar), al butirato de etilo en el caso del medio 375 T-
(Gnicamente), al isobutanol y al isopropanol, esto s¢ debié sequramente a que la célula encontré mayor

beneficio al continuar por otra ruta o porque las condiciones de pH del medio de cultivo no permitieron
continuar por |las rutas afectadas.

Por otra parte, el acetato de etilo y el diacetilo, fueron los productos mayoritarios en &l medio 12.5
T- al comparar con cualquiera de las concentraciones obtenidas en los otros medios.

La explicacion para el diacetilo es que debido a que €5 un subproducto de [a sintesis de valina
partiendo del piruvato via acetolactato, quizés por las condiciones del medio ésta fue la ruta mas
favorecida. Para que esta ruta se favoreciera tuvo que haber un incremento en el contacto con aire, para
suplantar la ruta anaerdbica por la ruta aerdbica, segun estudios realizados por Kringstad y Rash. ;s

Respecto al medio 37.5 T+, sdlo se puede decir que |a concentracién trabajada de tiamina, inhibié
las enzimas que participan en su metabolismo pues la produccién de aromas fue ligeramente superior a ia
del estandar.

En los pérrafos anteriores, se plantearon algunas posibles explicaciones basadas en &l
metabolismo, de las diferencias entre la produccién de aromas en cada medio con esporas T-,ya que fue en
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fstos medios, donde se obtuvo la mayor produccidn de compuestos volatiles. Ahora se presentaran
algunos aspectos de los perfiles de produccidn de cada volatil.

En la figura 30, se observa gue la produccién de acetaldenido fue detectada en el andlisic dei
cepacio de cabeza deﬁpués de las 24 horas en todos los medios, excepto en el medio 12.5 T+, que se
detectd antes. Después de este periodo de 24 horas, la produccion fue incrementando, y en los medios
2.5y 37.5 T+ alcanzé su méximo a ias 96 horas ( 14 y 2.3 umol/L respectivamente ), después de lo cual
disminuyd, sin embargo, en el medio esténdar y 12.5 T+, se redujo la produccion a las 96 horas y después
hubo un aumento de acetaldehido formado. Debido a que el tiempo que se mantuvo ta fermentacion fue de
120 horas, no se sabe si en estos medios la produccién continué o disminuyd, aunque hay que considerar el
hecho de que el acetaldehido es un reactivo precesor del etanoi, por lo que se puede suponer que las
condiciones o necesidades de la célula , no favorecieron la formacién de acetaldehido en el lapso de las 72
a las 96 horas, por lo que disminuyd la produccion de acetaldehido.

Respecto al acetato de isobutilo (figura 31), se observa que es detectado después de las 24 horas
y va aumentando la produccién. En el medio estandar la maxima produccion s da a las 72 horas { 0.935
pmoliL) y después disminuye, pero en los medios 2.5 y 57.5 T+ la produccién siguié aumentando
alcanzando su méximo a ias 96 horas, después de lo cual disminuyd. De csta figura, ee importante
observar que el medio estandar T+ fue el que produjo una mayor cantidad de acetato de isobutile, por lo
que puede decirse que el medio con menos tiamina obtuvo la mayor produccion.

E! acetato de etilo, es ¢l producto que se obtuve en mayor concentracién en todos los medios, y en
la figura 32, se observa que en el medio 2.5 T+ se obtuvo Ia producctén mas alta de este producto (10113
umol/L), et porciento podria expresarse que la produccion de acetato de etilo fue mayor en un 21.75 % con
respecto al medio estandar T+, mayor en un 48.1% con respecto al medio 12.5 T+, y un 30.50 % respecto
al medio 375 T+, ademas se puede notar que después de las primeras 24 horas se inicia su produccidn, la
cual aumenta y disminuye de forma diferente en cada medio.

En la figura 33 se observa la produccion de acetato de isoamilo, la cual es diferente en cada
medio. En este caso, s¢ observa que en todos los medios (excepto en el medio 12.5 T+) la produccion Inicia
después de las 24 horas, al igual que la produccién del acetato de etilo y acetato de isobutito.

La produocién de acetona, se observa en la figura 34, y como puede notarse, s¢ inicia dcspués de
las 96 horas. Debido a que la fermentacion no se estudié por méas de 120 horas, no se puede determ inar si

la produccién continué aumentando o disminuyd.

Como se metciond anteriormente, ot alcohol isoamilico, necesita det acetil-CoA para formar el
respectivo éster. Probablemente la reaccién generalizada para la formacién de ésteres es:

R-CO-CoA + R-QH “echlecelireiond  R-CO-OR + CoA

En la reaccidn se observa que para formar un écter es necesario un alcohol, asi como el acetil-
Coh, y considerando que [ﬁn&‘o@s&@fmﬁu&ﬁq forma los respectivos ésteres de los alcoholes que produce,
excepto el del isopropanol (figura 42) y el alcohol amilico (figura 36), es probable que no forme 65105
ésteres debido a que la concentracion de éstos alcoholes no es la suficiente para que s¢ efectie la
reaccién, sin embargo, en el caso de los otros aicoholes: isoamilico, etanol y el isobutanol que se obtienen
en concentraciones mas altas, se obtienen los respectivos ésteres, por lo que la concentracion de los
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alcoholes influira en el desplazamiento de la reaccion hacia la formacion de ésteres, y también afectara a
a concentracién de alcoholes que haya en el medio.

Ademés, esta consideracion ayuda a explicar, el porgue e observan estas fluctuaciones en el
comportamiento de la produccién de dichos alcoholes (figuras 35, 40, 41), es decir, sl la concentracion de
uno de estos alcoholes que forman su respectivo éster, aumenta mucho, lo mas probable es que la célula
reaccione para formar el éster, sin embargo, al disminuir la concentracién del alcohol, la formacion del
éster se interrumpird, y solo continuara i vuelve a incrementarse la producién del alcohol. For otra parte,
se considera que el alcohol, funciona como reactivo limitante, ya que ta otra parte del éster
probablemente se obtiene del acetil-CoA, 1a cual es una moléoula muy importante en el metabotiemo de la
célula, y que se obtiene en grandes cantidades.

Por lo que respecta al etanol (figura 40), se observa que |a produccion describe un perfii parecido a
una curva de crecimiento, ademés hay que notar que entre las 24 y 48 horas la concentracion de etanol
no era muy alta, quizés porque el etanol formado, se ocupé en la obtencidn de acetato de isobutilo,
acetato de etilo, acetato de isoamilo y propionato de etilo.

En la figura 36 se observa que a las 24 horas el alcohol amflico ya es detectado en los medios 2.5
y 125 T+, después disminuye a las 48 horas y vuelve a incrementar en el lapso de 48 a 72 horas, después
de lo cual disminuye. También puede observarse, que con excepcion del medio esténdar, en los otros
medios se presenta la formacién del alcohol amflico, después hay una ligera disminucién y nuevamente se
incrementa la produccion llegando a eu maximo y vuelve a disminuir.

La figura 38 muestra gue la mayor concertracién de butirato de etilo se presenta en el lapso de
las 48 a las 72 horas, pero principalmente en el medio estandar T+,

El perfil de la produccién de diacetilo que se muestra en la figura 39, muestra que la produccién
de este vol4til inicia después de las 24 horas, va aumentando hasta las 96 horas y luego disminuye,
excepto en el medio 12.5 T+ donde el aumento es hasta las 72 horas, y después disminuye.

Respecto a la produccion de propionato de etilo (figura 43), se observa que en casl todos los
medios la producoién del éster se inicia a las 24 horas, sin embargo, cada medio presenta utl
comportamiento distinto en la formacion de este volatil.

En las figuras 44-47, 52, 57 s¢ observa que |a produccién de cada uno de éstos compuestos
(acetaldehido, acetato de isoamilo, acetato de etilo y acetato de isobutilo, butirato de etilo, proplonato de
etilo) se detecta en el analisis de espacio de cabeza (headspace) a las 24 horas casi en todos los medios,
lo cual es importante observar, ya que en los medios con esporas 1+, la deteccidn del producto y la mayor
produccién, se presenta en el transcurso de lag 24 a las 4& horas.

Como se observa en las figuras 44-47, 52, 57, no hay un comportamiento similar en los diferentes
medios para la produccién de cada compuesto, sin embargo, hay gque considerar que 1a produccién de cada
uho de los volitiles esta relacionada entre si, por ejemplo, en el caso log ésteres influye la concentracion
de los alcoholes (figura 49, 54, 55) aunque también los requerimientos de energia, asi como la formacion
de algunos productos neutros (acetona) para evitar la acidificacion del medio.

En la flgura 48, s observa que las mas altas concentraciones de acetona se presentaron a las
24 horas, después de lo cual disminuyd ia formacién de este producto. Al comparar con (a produccion de
acetona en los medios con esporas T+, se observa que en dichos medios la produccién de acetena se
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presentd después de las 96 horas, y con las esporas T-, Ia produccién maxima fue cuantificada a las 24
horas. Probablemente la produccion de acetona es una medida para disminuir la acidez del medio.

De forma general, puede decirse que los ésteres, parecen estar parcialmente asociados con el
crecimiento, pues la sitesis de éstos se inicia después de un periodo de cresimiento previo, debido que se
necesita la acumulacién de los metabolitos primarios para su formacion, y después su produccidn se
relaciona con el crecimiento. Respecto a los alcoholes y el acetaldehido, éstos son subproductos del
catabolismo energético (metabolitos primarios) y su produccion esta relacionada con el crecimiento,
aunque los subproductos pueden ser aprovechados para la obtencion de otros productos necesarios para
la célula o bien para obiener energia, debido a esto es que en las figuras de los perfiles de produccion de loa
compuestos (figuras 30-57), s6 observan tantas variaciones y diferencias entre un medio y otro. En tabla
9 se muestran los intervalos de tiempo en los cuales los medios con esporas T+ y T- presentaron la mayor
produccién de cada compuesto volatil. En los casos donde se da un intervalo, es porque hubo diferencias
en los tiempos en que se obbuvo la mayor produccion en cada tiempo, por lo que se manejé como intervalo
Y en los casos en que se muestra una hora especfﬁca, €5 porgue, 66¢ fue el tiempo en que se cuantificé la
produccio'n mas alta del producto. Aunque debe, considerarse ¢l hecho de que estos resultados fueron
arrojados por los tiempo en que se analizaron las muesiras, sin embargo, se pudo dar el caso de que se
obtuviera una produccidn mayor en otro tiempo intermedio en el cual no se analizd la muestra, por lo que

estos tiempos son dalos tentativos, en los que se obtiene la concentracion mayor de cada compuesto
volatil.

De 1a comparacién de tiempos de maxima produccion con esporas T+ y T- que se presenta en ia
tabla 9, se observa que la produccién de ésteres , isobutanol e isopropanol se dié 24 horas antes en los
medios con esporas T-, y la maxima produccién del alcohol amilico e isoamilico se presentd  en tiempos de
fermentacién iguales con ambos tipos de esporas.

Producto Tiempo (h) en el que se obtuvo | Tiempo (h) en el que se obtuvo la
la mayor produccién en medios | mayor produccidn en medios con
con esporas T+ esporas T~

Acetaldehido 72-120 48-72
Acetato de etilo 72-120 48
Acetato de isoamilo 48-96 24-72
Acetato de isobutilo 72-96 48
Acetona 120 24
Alcohol amilico 72 72
Alcohol iscamilico 96 96
Butanol 72 96
Butirato de etilo 72-96 48
Diacetilo 72-96 72-96
Etanol 96-120 48
Isobutanol 96 72-96
Isopropano! 72 120
Propionato de etilo 72-120 48-72

Tabla 9 Tabla comparativo de tiempos en los que se oobtuvo la mayor producccién de compuestos voldtiles
con esporas T+ y T- de (ualogystis fimbriata.
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Medios de cultive en que se obtuvo la mayor produccién de cada compuesto voldtil

Anteriormente se¢ menciond que la produccién de cada volatil fue diferente en cada medio de
cultivo, en algunos medios se favorecié la produccidn de solo algunos volitiles, mieniras que se inhibid ia
produccion de otros. En la tabla 10 se puede observar el medio de cultivo en que se obtuve la mayor
produccién de cada volatil, asi como |a relacién de aumento de la produccién con respecte al estandar T-
(sin tiamina) y el tiempo en que se obtuvo ta mayor produccidn del compuesto volatil. De estos resultados
se puede rescatar que el medio de cultive 2.5 T-, fue en el que se favorecid la pr‘oduac;ién de mas volatiles,
después le siguit el estandar T+, sin embargo, el aumento de la produccion en el medio estandar T+ sélo
fue ligeramente superior a a del esténdar T-. En el medio 12.5 T-, se favorecit la praduccion de acetato de
etilo y de diacetilo, sin embargo, cabe mencionar que la produccion en este medio fue una de las més
importantes, ya que el aumento de la pr‘oduccién el comparacién con el estandar fue considerablemente
mayor.

También debe destacarse, que |a adicion de tiamina al medio de cultivo, en algunos casos no
favorecié la produccion de ciertos volatiles, tal es ¢l caso del alcohol isoamilico, ya que como se observa, el
medio estvandar T- que no contenia tiamina fue el que produjo este alcohol en mayor cantidad.

Producto Medio de cultivo en |Relacién del aumento de | Tiempo (k) en el que se
que se obtuvo la mayor |la produccion con obtuvo la mayor
produccion respecto af estdndar T- | produccion
Acetaldehido 257T- 1: 4 48
Acetato de etilo 1257T- 1:13 48-96
Acetato de isoamilo 25T- 1:2 24-48
Acetato de isobutilo 257T- 1:2 48
Acetona 25 7T- 1:1 Ligeramente mayor 24
Alcohol amilico 2571~ 1:1 Ligeramente mayor 72
Alcohol isoamilico Estandar T- * 96
Butanol Estandar T+ 1:1 Ligeramente mayor 72
Butirato de etilo 257- 1:4 48
Diacetilo 125 T- 1:6 72
Etancl 2.5 T- 1:15 48
Isobutanol Estandar T+ 1:1 Ligeramente mayor 96
Isopropanol Estandar T+ 1:1 Ligeramente mayor 72

Tabla 10 Relaciones del aumento de la produccion de
voldtiles del medios esténdar T-

cada voldtil, con respecto a la produccién de los
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8. CONCLUSIONES

La mayor produccidn de aromas se obtuvo utilizando esporas T- en el medio fiquido a una
concentracion de 2.5y 12.5 mg/L de tiamina, aunque no se obtuvieron las concentraciones mas altas
de todos los productos en éstos medios.

Los productos que se obtuvieron en mayor conceniracion fueron los siguientes: &l acetato de stilo, del
cual la mayor produccién (MF) fue de las 48-96 horas de fermentacién en el medio 125 T- ,
acetaldenhido (MP 48 horas; medio 2.5 T-), acetato de isoamilo ( MP 24-48 horas; medie 2.5 T-),
acetato de isobutilo (MP 48 horas; medio 2.5 T-), butirato de etilo { MP 48 horas; medio 2.5 T-).
diacetilo ( MP 72 horas; medio 12.5 T-),etanot (MP 48 horas; 2.5 T-).

El mayor rendimiento de biomasa se obtuvo en el medio estandar T+ { fermentacion en medio Hquido
sin tiamina y esporas cultivadas con tiamina).

Con esporas T-, el incremento de tiamina hasta 37.5 ug/ml produjo inhibicién del crecimiento y por lo
tattto de la pmducciér: de aromas, sin embargo, por debajo de esta concentracion, entre un rango de
2.5-12.5 ug/ml se favorecid, en sspecial, la produccion de acetato de etilo y de los otros ésteres.

Con esporas T+, al incrementarse ia concentracion de tiamina, el crecimiento disminuyd, al igual que la
produccién de compuestos volatiles (excepto en el medio 37.5 T+). Mientras que con esporas T-, al
incrementarse la concentracion de tiamina en el medio liquido, el crecimiento aumenté al iqual que la
produccién de compuestos voldtiles (excepto en ef medio 37.5 T-). Por lo tanto, la doble adicion de
tiamina, en las esporas y en el medio ffquido, no mejora la produccidn de aromas, sélo 1a inhibe, por lo
aue ta hipdtesis se rechaza.

La tiamina favorecid el crecimiento y la produccion de aromas en los medios T- al actuar en las rutas
que requieren el Pirofosfato de tiamina(TPP), debido a que su presencia en el medio induce |a formacion
de las enzimas que necesitan TPP.
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9. RECOMENDACIONES

% Realizar un experimento, en el que se proporcionen ademas de todos los nutrientes del medio
liquido estandar, 125 mg/L de tiamina, y aminodcidos como leucina y valina ( para la
formacién de més dsteres y alcoholes: isobutanol, alcohol isoamilico, acetato de isobutilo,
acetato de isoamilo)-

& Realizar las fermentaciones con Medios naturales econdmicos ricos en tiamina, para
establecer el medio mas conveniente, en base a la produccién y costos.

-

% Una vez obtenido el medio dptimo realizar un escalamiento del proceso en un fermentador.
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Curvas de crecimiento con esporas T+ de Ceratocystis fimbriala

Tiempo vs Log 10 de la biomasa

Log 10 de la biomasa

Figura o} Curvas de crecimiento , uhilizando esporas T+ de € fimbriate, en medio liquido
e diferertes concentreciones de tiarmna.
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e 25 T
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Curvas de crecimiento con esporas T- de Geralocysts fimbriata
Tiempo vs Log 10 de la biomasa

Log 10 de la blomasa

Figura b) Curves de crecimiento , ufihzonde espores T- de € funbrata

en medio liguide, o diferentes concentraciones de tiamina
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Aneno 2

ACETATC DEISOBUTILO
ST+

Polynomial Regression on Datal_A
y=A0 + Alx+ AZx"2 + AZ XS +..

Parameter Yalue od

AD 0,0690%2616  0,21566

Al -0,054964927 0,01850

AZ 0,0023068655% 3,96255E-4
AL -1L226023E-B 2,25645E-6
R =0,99844

R*2=0,29689

SD =0,22249

[nteg of Datal_A from zero

i=1-—->6
x=0-> NG
Area Peak at Widih Height
286,1928 16 48 55298
6
51
4
3+
mcl/L I
2+
1 p=
gL
0 20 40 80
Tiempo (h)
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