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1 Introducción 

Los microorganismos de interés industrial comparten una serie de características entre las 

que destaca el tamaño de las células microbianas, debido a que genera a una alta relación de 

superficie-volumen, lo que facilita el rápido transporte de nutrientes al interior de la célula y, por 

consiguiente, una elevada tasa metabólica (Lee et al., 2015). Además, los microorganismos 

utilizados a nivel industrial deben ser genéticamente estables y su escalamiento relativamente fácil. 

Entre estos microorganismos, las levaduras han sido usadas desde hace miles de años en la 

fabricación de pan y bebidas alcohólicas. 

Específicamente en la industria de las bebidas alcohólicas, las levaduras, son las 

responsables de llevar a cabo la fermentación, realizando la bioconversión de carbohidratos en 

alcohol, dióxido de carbono, biomasa y compuestos volátiles. La fermentación está influenciada 

por diversos factores como la naturaleza y tipo de levadura, la composición y concentración de 

sustrato, así como las condiciones fisicoquímicas de la fermentación (Bely et al., 2003; Bohlscheid 

et al., 2007). 

La fermentación a nivel industrial es inoculada con levaduras capaces de desarrollarse a 

altas concentraciones de sustrato y producto (carbohidratos y alcohol), por lo que se usan levaduras 

comerciales o nativas, a menudo Saccharomyces cerevisiae (Lee et al., 2015). Sin embargo, hay 

un reciente interés por el uso de levaduras no-Saccharomyces, debido a que estas  proveen a las 

bebidas una mayor cantidad y variedad de compuestos volátiles, generando bebidas alcohólicas de 

mejores cualidades organolépticas (Beckner Whitener et al., 2015; Canonico et al., 2018; Liu et 

al., 2016). Según la literatura, las levaduras no-Saccharomyces proliferan en las etapas tempranas 

de la fermentación, pero su crecimiento se inhibe rápidamente debido a su baja tolerancia al etanol 

(aproximadamente 30-50 g/L) (Segura-García et al., 2015). A pesar de ello, estas levaduras 

contribuyen significativamente a la calidad aromática de la bebida final (Romano et al., 2003; 

Sadoudi et al., 2012; Sun et al., 2014), aumentando el interés por el estudio de las levaduras no-

Saccharomyces (Canonico et al., 2018; Chen et al., 2010; Ciani et al., 2010; Rêgo et al., 2020; 

Romano et al., 2003; Segura-García et al., 2015). 
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En determinas condiciones de fermentación, estas levaduras compiten favorablemente con 

levaduras del género Saccharomyces en rendimiento y eficiencia de la fermentación (Bely et al., 

2003; Lopez-Alvarez et al., 2012), alcanzando niveles de etanol, comparables con los obtenidos a 

nivel industrial (Segura-García et al., 2015). Además, distintas especies no-Saccharomyces 

podrían usarse para diversificar los perfiles de sabor y aroma en las bebidas alcohólicas, por lo que 

es necesario buscar compuestos volátiles deseables que sean producidos por nuevas cepas de 

levadura para aumentar los perfiles sensoriales de las bebidas alcohólicas (Escribano-Viana et al., 

2018). Durante la producción de bebidas alcohólicas la modificación de sus características 

aromáticas es prometedora. Sin embargo, todavía hay pocos datos sobre levaduras no-

Saccharomyces que otorguen un sabor y aroma específico a cierta bebida alcohólica, por lo que se 

necesita más investigación para identificar cepas adecuadas para modular el sabor y aroma de 

determinada bebida alcohólica (Lorenzini et al., 2019). Las características organolépticas de las 

bebidas alcohólicas son un aspecto esencial en su calidad, siendo los ésteres los principales 

compuestos que le otorgan dicha cualidad. Los esteres son producidos durante la fermentación, 

principalmente por las actividades de las enzimas acetiltransferasas (EC 2.3.1.84). No obstante, 

hay reportes de que algunas esterasas (EC 3.1.1.1) también pueden tener capacidad de síntesis de 

esteres (Parkkinen et al., 1978; Parkkinen et al., 1982). 

Por todo lo anterior, el presente trabajo tuvo como objetivo analizar los perfiles aromáticos 

de 21 cepas de Pichia kluyveri aisladas de diferentes procesos fermentativos. Además, se estudió 

la producción de ésteres utilizando dos cepas de P. kluyveri en distintas condiciones de operación 

en dos sistemas de fermentación (micro fermentación y en mini biorreactores). Finalmente, se 

pretende definir un modelo que describa y mejore la producción de ésteres por este tipo de 

levaduras, que permita identificar puntos de operación con diferencias significativas en su 

producción. 
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2 Marco teórico 

2.1 Levaduras 

Las levaduras, ya sean ascomicetos o basidiomicetos, pueden definirse como aquellos 

hongos unicelulares, donde las hifas y/o seudohifas pueden o no estar presentes, cuyo crecimiento 

asexual resulta predominantemente de la gemación o fisión, y que no forman sus estados sexuales 

dentro o sobre un cuerpo fructífero (Kurtzman et al., 2011; Mendoza, 2005). Por lo que las 

levaduras representan un grupo muy diverso de microorganismos, e incluso las cepas que se 

clasifican como la misma especie a menudo muestran un alto nivel de divergencia genética y 

fenotípica (Gschaedler et al., 2015). La biodiversidad de las levaduras está altamente relacionada 

con su aplicabilidad, durante siglos, hemos explotado su potencial enzimático para la producción 

de alimentos fermentados como pan y bebidas alcohólicas.  

La levadura representa un excelente modelo científico debido a su origen eucariota y al 

conocimiento de su genética, así como al metabolismo examinado a detalle, por lo menos para 

Saccharomyces cerevisiae. En 1996, se dilucido el genoma de S. cerevisiae, lo que permitió el 

estudio global de la expresión y funcionamiento de su genoma. Hoy en día, la levadura se considera 

una herramienta versátil con fines biotecnológicos, principalmente en el sector alimenticio 

(bebidas y panes) y en la producción de biomasa (proteína unicelular, SCP por sus siglas en inglés). 

Recientemente, también se ha implementado su uso en la industria de los biocombustibles y la 

producción de compuestos heterólogos (Żymańczyk-Duda et al., 2017).  

En la industria alimentaria, Saccharomyces es el género de levadura más usado, mientras 

que los géneros de Candida, Endomycopsis y Kluyveromyces son comúnmente usados para la 

producción de SCP. Tanto los enfoques clásicos, como las estrategias modernas de manipulación 

genética, se enfocan en generar variantes relevantes para trabajar en condiciones industriales 

específicas (Barnett et al., 2005; Steensels et al., 2014). Se debe de considerar que sean cepas no 

patógenas con estabilidad genotípica y fenotípica y además deben tener tiempos de duplicación 

cortos y bajos requerimientos nutricionales (Żymańczyk-Duda et al., 2017). 

Su principal aplicación es en los procesos fermentativos, surge de su alta capacidad 

metabólica para transformar azucares en alcohol etílico y dióxido de carbono en condiciones 

generalmente anaerobias, además de una alta producción de compuestos aromáticos secundarios 

que proveen atributos organolépticos a determinados productos. S. cerevisiae ha sido considerada 
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como la levadura modelo para el estudio de la biosíntesis de compuestos volátiles, no obstante, 

actualmente se conoce que son las levaduras no-Saccharomyces las que producen las mayores 

concentraciones y variedades de estos compuestos (Jolly et al., 2014). 

2.2 Perfiles aromáticos de las bebidas alcohólicas. 

Los perfiles aromáticos de las bebidas alcohólicas se clasifican según las fuentes de los 

diferentes compuestos que contribuyen en él. Esto incluye el aroma varietal, formado por los 

compuestos provenientes de la materia prima; el aroma pre-fermentativo, constituido por los 

compuestos formados durante las operaciones de extracción y acondicionamiento del mosto; el 

aroma fermentativo, producido por levaduras y bacterias durante la fermentación alcohólica y 

maloláctica; y por último el aroma pos-fermentativo, que es el que otorgan los compuestos que 

aparecen durante el proceso de envejecimiento mediante acciones enzimáticas o fisicoquímicas en 

la maduración de las bebidas (Rapp, 1998; Schreier, 1979). En la etapa fermentativa, los 

compuestos responsables de estos perfiles aromáticos son los metabolitos secundarios sintetizados 

principalmente por las levaduras, para lo cual, se requiere de la interacción de diversas rutas 

biosintéticas del catabolismo y anabolismo (Morrissey et al., 2015). 

En las bebidas alcohólicas, los compuestos volátiles dominantes son los productos de la 

fermentación debido a su alta concentración. Los principales compuestos volátiles que otorgan el 

sabor y a aroma a las bebidas alcohólicas son los ácidos orgánicos, alcoholes superiores, ésteres y 

en menor medida, aldehídos. Sin embargo, cuando algunos compuestos están presentes en 

concentraciones excesivas, también pueden considerarse indeseables, tales como el acetaldehído, 

ácido acético, acetato de etilo y el diacetilo. Los compuestos aromáticos indeseables son los 

compuestos de azufre reducido, sulfuro de hidrógeno, sulfuros orgánicos y tioles (Lambrechts et 

al., 2019). 

A pesar de que los ésteres están presentes en las bebidas alcohólicas en concentraciones 

relativamente bajas, juegan un importante rol en las características organolépticas de estas, debido 

a que su umbral de detección es bajo. Los principales ésteres presentes en las bebidas son los 

ésteres de acetato, como el acetato de etilo y el acetato de isoamilo; así como los etil ésteres de 

ácidos grasos, como el hexanoato de etilo y el octanoato de etilo (Verstrepen et al., 2003a). 

Presentes en cantidades adecuadas estos compuestos confieren notas frutales y florales a las 

bebidas. 
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2.3 Fermentación Alcohólica   

La fermentación alcohólica es un proceso biológico que realizan algunos microorganismos 

en condiciones generalmente anaerobias, el cual consiste en la conversión de carbohidratos en 

alcohol, dióxido de carbono, biomasa y compuestos aromáticos. Desde una perspectiva bioquímica 

podemos definir como fermentación al proceso biológico en el que el último receptor de electrones 

es una molécula orgánica. Los azucares fermentables son utilizados por las levaduras como fuente 

de carbono para la obtención de energía por medio de reacciones de óxido reducción. La 

fermentación puede dividirse en tres etapas principales: el transporte de azúcar al interior de la 

célula, la transformación de los azucares a piruvato y la producción de metabolitos.  

En la literatura se han reportado 18 genes involucrados en el transporte de monosacáridos, 

en S. cerevisiae, cada uno de estos trasportadores tiene una afinidad diferente para cada azúcar 

(Gschaedler et al., 2015). Una vez que la glucosa ingresa en la célula, inicia un proceso metabólico 

conocido como glucolisis, del cual el producto final es el piruvato, y gracias a la acción de diez 

enzimas, el piruvato como nodo, es precursor de distintos metabolitos. Sin embargo, las tasas de 

producción de estos metabolitos están influenciada por diversos factores. 

2.4 Influencia de los factores de cultivo 

La etapa de la fermentación es fundamental ya que definirá en gran medida la calidad del 

producto. Sin embargo, el proceso de fermentación y por ende, la producción de alcoholes y ésteres 

está influenciada por diferentes factores como el tipo de cepas participantes, composición y 

concentración del medio, y las condiciones de fermentación (temperatura, presión, velocidad de 

agitación, oxígeno disuelto) (Arrizon et al., 2002; Bely et al., 2003; Bohlscheid et al., 2007). 

Respecto al tipo de microorganismo podemos decir que para que un organismo lleve a cabo 

el proceso de fermentación, éste debe de tener una capacidad fermentativa, la cual se define como 

la habilidad que tienen los microorganismos (especialmente levaduras), para consumir 

carbohidratos y producir etanol en condiciones ambientales y nutricionales controladas (Van Hoek 

et al., 1998). La capacidad fermentativa varia con respecto a la especie de levadura e incluso 

existen diferencias considerables entre distintas cepas (Gschaedler et al., 2015). Por otra parte, 

existen estudios sobre la sucesión de la microbiota nativa durante la fermentación de sustratos no 

estériles, resaltando la influencia de la capacidad fermentativa de cada uno de los microorganismos 

en ciertas condiciones (Rainieri et al., 2000). 
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A nivel industrial, debido a los altos costos de esterilización, ésta no se realiza, por lo que 

se incrementa el volumen y concentración del inóculo, el cual puede llevar a cabo un proceso 

eficiente de fermentación, estandarizándolo al usar una misma cepa y promoviendo de esta forma 

una calidad más consistente de los productos (Bely et al., 2003; Chen et al., 2010). Las cepas 

participantes se pueden clasificar en tres categorías: (a) fermentación espontánea, (b) cepas 

comerciales o nativas y (c) cepas de levaduras no-Saccharomyces. En la fermentación espontanea 

participan cepas nativas del sustrato como Torulaspora delbrueckii, Hanseniaspora spp. y 

Kluyveromyces marxianus que ceden progresivamente a S. cerevisiae, Zygosaccharomyces bailii, 

Candida milleri y Brettanomyces spp., lo cual provoca una alta variabilidad en la calidad de las 

bebidas (Lachance, 1995). Las fermentaciones con cultivos de levadura comerciales o nativas, a 

menudo utilizan S. cerevisiae (Díaz-Montaño et al., 2008). En la fermentación con cepas de 

levaduras no-Saccharomyces, destacan los géneros Brettanomyces, Candida, Hanseniaspora, 

Kluyveromyces, Pichia, Saccharomycoides, Zygosaccharomyces, Issatchenkia y Torulaspora. 

Con respecto a la composición y concentración del medio, la cantidad de nitrógeno 

asimilable tiene un rol importante en la duración y desarrollo del proceso. El nitrógeno influye en 

la velocidad de la fermentación y es precursor de la biosíntesis de algunos compuestos volátiles 

(Arrizon et al., 2007; Bely et al., 2003; Molina-Guerrero et al., 2007). Por otra parte, la deficiencia 

de nitrógeno puede causar el aletargamiento o detención de la fermentación.  

Así mismo, es importante considerar la naturaleza y concentración de la fuente de carbono 

en el medio de cultivo, además de la adaptabilidad de los microorganismos al estrés, debido a que 

la supervivencia celular puede depender de su capacidad de adaptarse rápidamente al entorno 

cambiante. Cualquier factor ambiental o nutrimental que pueda tener un efecto adverso en el 

crecimiento celular se considera condición de estrés. Existen diferentes tipos de estrés que afectan 

a las levaduras durante la fermentación: estrés por choque térmico, estrés por etanol, estrés 

oxidativo, y estrés osmótico por solo mencionar los más comunes, los cuales tienen una alta 

correlación con la composición y concentración del medio (Ivorra et al., 1999). 

Los mecanismos de protección contra alguna condición de estrés implica la síntesis rápida 

de moléculas protectoras y la activación de sistemas de transducción de señales que inducen 

eventos secundarios como el encendido de actividades enzimáticas y la transcripción de genes que 

codifican factores que tienen funciones protectoras (Ivorra et al., 1999).  
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Ivorra et al. (1999), realizaron un análisis de la expresión génica en condiciones específicas 

de estrés durante la fermentación, encontrando al gen HSP12 como indicador en las cepas con poca 

resistencia al estrés, por lo tanto, propensas a fermentaciones deficientes. 

Por otra parte, se ha reportado que con concentraciones elevadas de azúcar (>180 g/L), el 

crecimiento y la viabilidad de la levadura decrece debido al estrés osmótico y a la presencia de 

algunos inhibidores, tales como el etanol, CO2 y ácidos grasos saturados de seis, ocho y diez 

átomos de carbono, los cuales inhiben el transporte de azucares y nitrógeno (Ivorra et al., 1999; 

Munoz et al., 1989). Dicha inactivación suele presentarse en las levaduras carentes de amonio 

(Bohlscheid et al., 2007; Salmon, 1989; Wang et al., 2003). Con el objetivo de evitar los problemas 

tecnológicos antes mencionados, se adiciona alguna fuente de nitrógeno asimilable, generalmente 

en forma de sales de amonio o aminoácidos.  

Sin embargo, se ha reportado que solo sirve durante la fase temprana de crecimiento 

(Arrizon et al., 2002; Salmon, 1989). Según el Consejo Regulador del Tequila (2005), las 

principales fuentes de nitrógeno usadas industrialmente son la urea, el fosfato de amonio, y el 

sulfato de amonio. Otro ejemplo es que por lo general en la industria, se hace uso de materia prima 

variable como sustrato, como el jugo de agave, el cual presenta diferencias de composición entre 

cada lote.  

Por otro lado, dentro de las condiciones de cultivo, la temperatura es un factor sumamente 

significativo, debido a afecta el metabolismo, promoviendo la formación de metabolitos 

secundarios como ácidos orgánicos y alcoholes superiores (Torija et al., 2003). En la producción 

de vino y/o cerveza, por arriba de los 20°C se favorece la producción de alcoholes superiores, 

esteres y ácidos grasos, mientras que temperaturas entre 5°C y 15°C se favorece la producción de 

acetaldehído y diacetilo (Willaert et al., 2006).  

La temperatura y el oxígeno son variables importantes para dirigir el metabolismo de las 

levaduras a procesos anaerobio, aerobio o mixto. En el caso del oxígeno favorecer la síntesis de 

alcoholes, esteres y ácidos grasos o a la producción de acetaldehídos y diacetilos en el caso de la 

temperatura (Willaert et al., 2006). 
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2.5  Bioquímica de la Fermentación  

2.5.1 Biosíntesis de etanol 

Uno de los principales metabolitos en la fermentación es el etanol, el cual es sintetizado en 

la etapa llamada como fermentación alcohólica, la cual consiste en la conversión del piruvato a 

etanol, mediante dos reacciones consecutivas teniendo como intermediario al acetaldehído. Una de 

las enzimas involucradas depende de iones Mg2
+, y la otra podría requerir una activación de iones 

de hierro (Gschaedler et al., 2015). Sin embargo, la producción de etanol en levaduras provoca 

diversos problemas celulares, por ejemplo puede ser un inhibidor del crecimiento celular y de la 

división celular, asimismo disminuye el volumen celular, mientras que a altas concentraciones 

reduce la viabilidad y aumentan la muerte celular (Stanley et al., 2010).  

El etanol también influye en el metabolismo celular ya que disminuye la tasa de 

acumulación de ARN y proteínas, aumenta la frecuencia de mutaciones puntuales, y desnaturaliza 

proteínas intracelulares y enzimas glicolíticas (Stanley et al., 2010). Así mismo, afecta la 

integridad de la membrana celular, disminuyendo la permeabilidad de las especies iónicas y 

reduciendo la fluidez de la membrana plasmática, permitiendo la disipación transmembranal del 

potencial electroquímico provocando un incremento en la acidez intracelular (Gschaedler et al., 

2015). 

Liang et al. (2014) localizaron y clonaron los genes que codifican las cuatro enzimas 

alcohol deshidrogenasas de K. marxianus, esto para tratar de dilucidar el cómo esta levadura puede 

producir etanol a altas temperaturas. Los resultados mostraron que la capacidad de fermentación 

de K. marxianus a 40°C era la misma que la de S. cerevisiae a 34°C de acuerdo a la producción de 

etanol. Además, reportan que la enzima KmAdh1 (codificada por el gen ADH1) es la principal 

responsable de la producción de etanol a partir de la reducción de acetaldehído en la levadura K. 

marxianus. 

2.5.2 Biosíntesis de compuestos volátiles  

Los compuestos volátiles son los responsables del olor y el sabor en las bebidas alcohólicas 

(Amaya-Delgado et al., 2013). Estos compuestos se clasifican en compuestos con azufre, ácidos 

orgánicos, alcoholes superiores, compuestos carbonados y ésteres (Morrissey et al., 2015). De 

entre los cuales, los alcoholes superiores y los ésteres son los principales responsables de dar tonos 
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aromáticos, aumentando la calidad del producto (Swiegers et al., 2005; Verstrepen et al., 2003c). 

Por otra parte, los compuestos azufrados y dicetonas vecinales se consideran aromas indeseables.  

Todo el perfil sensorial de las bebidas alcohólicas es el resultado de la mezcla de diversos 

compuestos producidos durante el proceso de elaboración, sin embargo, la mayor parte de estas 

sustancias son sintetizadas durante la fermentación (Beckner Whitener et al., 2015; Pires et al., 

2014). La capacidad de sintetizar compuestos volátiles por una levadura está influenciada por una 

interacción dinámica entre diferentes componentes como lo es el medio de cultivo, la cepa, las 

condiciones de operación, así como los microorganismos con los cuales cohabita durante la 

fermentación (Beckner Whitener et al., 2015). Por ello, la síntesis de volátiles resulta un sistema 

complejo difícil de predecir; sin embargo, se conocen las rutas metabólicas establecidas para la 

síntesis de algunos de estos compuestos.  

En la Ilustración 1 se muestra un esquema general de las principales vías metabólicas de la 

levadura involucradas en la síntesis de compuestos volátiles. En la síntesis se requiere la 

interacción de tres metabolismos centrales carbohidratos, aminoácidos y ácidos grasos, derivados 

de las vías centrales anabólicas o catabólicas en la levadura (Morrissey et al., 2015). Iniciando con 

la asimilación de la fuente de carbono disponible en el medio de cultivo, la concentración de la 

fuente de carbono puede dirigir el metabolismo a la fermentación alcohólica o a la respiración 

celular (en presencia de oxígeno) (Gschaedler et al., 2015). A ciertas concentraciones es posible 

que el metabolismo de las levaduras se dirija hacia la fermentación, aunque el medio tenga niveles 

de oxígeno, a lo que se le conoce como efecto Crabtree (De Deken, 1966).  
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Ilustración 1 Vía metabólica para la síntesis de moléculas volátiles por levadura. Los pasos enzimáticos más 

importantes son señalados en circulos; 1, piruvato deshidrogenasa; 2, piruvato descarboxilasa; 3, Alcohol 

deshidrogenasa; 4, Alcohol acil-transferasa; 5, acil-coA: etanol O-aciltransferasa-ceto ácido descarboxilasa; 6, 

aminoácido transaminasa; 7, α-ceto-ácido descarboxilasa; 8, oxidorreductasa; 9, alcohol aciltransferasa.  Los 

compuestos volátiles finales se muestran en verde. En gris los carbohidratos y ácidos orgánicos cuantificados en el 

presente trabajo Modificada de Morrissey et al., (2015) . 

 

A continuación, se describe a detalle la biosíntesis de los alcoholes superiores y ésteres, tomando 

como base la información disponible para la levadura S. cerevisiae. 

2.5.2.1 Biosíntesis de alcoholes superiores 

Cualquier molécula con un grupo hidroxilo unido a hidrocarburo con más de dos átomos 

de carbono, con un mayor peso molecular que el etanol es considerado un alcohol superior. Dichos 

alcoholes superiores son generalmente precursores de algunos ésteres de acetato. Los alcoholes 

superiores se dividen en dos grupos: alifáticos y aromáticos. Los compuestos alifáticos incluyen al 

propanol, alcohol isobutilo, alcohol amílico y alcohol isoamílico, mientras que en el grupo de los 

aromáticos, el que el más importante es el 2-fenil etanol (Swiegers et al., 2005).  

Las levaduras sintetizan los alcoholes superiores mediante dos reacciones, la primera es 

una descarboxilación de los cetoácidos, y la segunda una reacción de óxido-reducción, en la cual 
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el aldehído es reducido al alcohol correspondiente. Los cetoácidos se pueden sintetizar por dos 

vías: la catabólica y la anabólica. La vía catabólica o vía de Ehrlich consiste en tres reacciones 

básicas que son catalizadas enzimáticamente. 

La primera reacción consiste en la transaminación de los aminoácidos para formar su 

respectivo α-cetoácido; la segunda reacción se realiza por la descarboxilación del α-cetoácido 

generando un aldehído; y la tercera reacción es la reducción del aldehído a su correspondiente 

alcohol superior (Varela et al., 2017). A continuación, en la Tabla 1, se muestran los principales 

alcoholes superiores producidos por levaduras y los aminoácidos de los cuales se originan. 

Tabla 1 Principales alcoholes superiores producidos por levaduras. Modificado de Swiegers et al. (2005). 

Alcohol superior Aminoácido 
Concentración en 

vino (mg/L) 

Umbral de detección 

(mg/L) 
Aroma 

Propanol 
Treonina, metionina, 

Ac. aspártico, serina 
9.0-68 500a Floral, jabón 

Isobutanol Valina ~140 500a y 200b Alcohólico 

Alcohol isoamilo Leucina 45-490 300ª Mazapán 

Alcohol amílico Isoleucina 15-150 300a y 65b Mazapán 

2-feniletanol Fenilalanina 10-100 125b Floral, rosas 

Tirosol Tirosina --- --- Miel 
a: en vino, b: en cerveza 

2.5.2.2 Biosíntesis de ésteres 

Los ésteres se encuentran dentro de los compuestos aromáticos que pueden sintetizar de 

forma natural las levaduras. Los ésteres son compuestos orgánicos derivados de ácidos 

carboxílicos en los cuales el grupo hidroxilo (-OH) se sustituye por un grupo alcoxilo (-OR) (Wade, 

2011). Estos compuestos se asocian a los diferentes aromas, por ejemplo el aroma a plátano maduro 

proviene principalmente del acetato de isoamilo (Wade, 2011). Los ésteres son sintetizados por un 

mecanismo de esterificación que consiste en una sustitución nucleofílica sobre el grupo acilo, 

catalizada por un ácido, una base o una enzima (Ilustración 2) (Wade, 2011). El mecanismo se 

resume en dos pasos: (1) adición del alcohol al grupo carbonilo (catalizada) y (2) deshidratación 

catalizada. Por otra parte, los alcoholes pueden formar ésteres inorgánicos con ácidos inorgánicos 
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como el ácido nítrico, sulfúrico y fosfórico. Así mismo, el grupo alcohol en un éster puede 

cambiarse por medio de una transesterificación, produciendo un éster y un alcohol distintos. 

Los ésteres presentes en las bebidas alcohólicas son producidos por las levaduras mediante 

una esterificación enzimática. Para poder llevarse a cabo la síntesis de ésteres, los ácidos orgánicos 

deben estar ligados a una coenzima-A, formando la acil-CoA. Las acil-CoA son moléculas 

altamente energéticas, en presencia de oxígeno son β-oxidadas en unidades más pequeñas (acetil-

CoA) en la mitocondria (Gschaedler et al., 2015). Esto sucederá cuando el ácido orgánico 

involucrado sea un ácido acético, ya que éste se volverá acetil-CoA. Sin embargo, la mayoría de 

la acetil-CoA producida por levaduras provienen de la descarboxilación oxidativa del piruvato.   

La producción de éster está influenciada por dos factores: las concentraciones de los co-

sustratos y la actividad de la sintasa de éster total. Sin embargo, la influencia relativa de estos dos 

factores sigue sin estar bien dilucidada (Verstrepen et al., 2003c). 

 Existen dos grupos principales de ésteres en las bebidas alcohólicas, los ésteres de acetato 

y los etíl ésteres de ácidos grasos. En el primer grupo, el grupo ácido es el ácido acético y el alcohol 

es etanol producido durante la fermentación u otros alcoholes superiores derivados del 

metabolismo de aminoácidos. En el segundo grupo, los etíl ésteres de ácidos grasos, el alcohol es 

etanol y el grupo ácido es un ácido graso de cadena media o larga (Verstrepen et al., 2003c). 

 

Ilustración 2 Mecanismo de esterificación. Modificada de (Wade, 2011). 

Paso 1. 

Paso 2. 
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2.5.2.3 Genes y enzimas en la síntesis de ésteres  

Las primeras investigaciones sobre la producción de ésteres se enfocaron en la 

disponibilidad de sustratos como el factor determinante. Estos estudios mostraron un cierto grado 

de correlación entre las concentraciones de sustrato y la correspondiente producción de ésteres, 

por lo que se aceptó que las concentraciones de sustrato regulaban la síntesis de ésteres (Calderbank 

et al., 2018; Thurston et al., 1982). Sin embargo, estudios más recientes en S. cerevisiae se han 

centrado en investigar el impacto de las actividades de la sintasa de éster en las tasas de formación 

de éster (Malcorps et al., 2018; Verstrepen et al., 2003a; Verstrepen et al., 2003b). Así mismo, se 

han enfocado en el análisis del efecto de variables físico-químicas en las tasas de formación de 

esteres por levaduras no-Saccharomyces (Amaya-Delgado et al., 2013; Ciani et al., 2010; Díaz-

Montaño et al., 2008; Gschaedler et al., 2015; Morrissey et al., 2015; Sadoudi et al., 2012; Segura-

García et al., 2015) 

La síntesis de ésteres ha sido mayormente estudiada en S. cerevisiae. En esta levadura los 

ésteres son producidos por acetiltransferasas que catalizan la reacción de condensación entre dos 

sustratos, una molécula activa de acil/acetil-coenzima A (acil/acetil-CoA) y un alcohol o alcohol 

superior (Malcorps et al., 2018; Nordström, 1962; Nordström, 1963; Nordström, 1964; Saerens et 

al., 2006). Las enzimas más estudiadas en la síntesis de ésteres son las llamadas alcohol 

acetiltransferasas (AATasa; EC 2.3.1.84). Estas enzimas catalizan la formación de ésteres de 

acetato a partir de un alcohol y acetil-CoA.  

Se han identificado tres AATasas: AATasa I, Lg-AATasa I, y AATasa II. Estas enzimas 

están codificadas por ATF1, ATF1 Lg-ATF1 y ATF2, respectivamente (Fujii et al., 1994; Fujii et 

al., 1996a; Malcorps et al., 1992; Yoshimoto et al., 1998; Yoshimoto et al., 1999). ATF1 y ATF2 

están presentes en las cepas de S. cerevisiae y de Saccharomyces bayanus, mientras que Lg-ATF1 

solo se ha reportado en las cepas de levadura de S. bayanus (Yoshimoto et al., 1998). Búsquedas 

basadas en la homología del genoma de S. cerevisiae no han revelado otros genes con homología 

a ATF1 y/o ATF2. (Malcorps et al., 1992; Mason et al., 2000). 

De igual manera la síntesis de etil éster de ácidos grasos es catalizada por dos acil 

CoA/etanol O-aciltranferasas (AEATasas) Eeb1 y Eht1, codificadas por los genes EEB1 y EHT1 

(Pires et al., 2014). Dichas éster sintasas están involucrada en la biosíntesis de los ésteres de ácidos 

grasos de cadena media (C6 -C10) (Dufour et al., 2003; Saerens et al., 2006). Otros estudios han 

sugerido la existencia de más AATasas involucradas en la síntesis de ésteres de acetato (Verstrepen 
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et al., 2003c) y AEATasas involucradas en la síntesis de etíl ésteres de ácidos grasos (Saerens et 

al., 2006). 

La Ilustración 3 muestra las reacciones químicas que envuelven la biosíntesis de ésteres de 

acetato y etíl ésteres de ácidos grasos, mostrando sobre las flechas los principales genes implicados 

en la reacción (Gschaedler et al., 2015). 

 

Por otra parte, las esterasas (EC 3.1.1.1.) pueden desempeñar un papel importante en la 

acumulación de ésteres. Las esterasas representan un grupo diverso de hidrolasas que catalizan la 

escisión, pero en algunos casos también la formación de enlaces éster. Ciertas esterasas pueden 

sintetizar acetato de etilo a partir de etanol y ácido acético en una solución tamponada simple sin 

ningún cofactor (Malcorps et al., 2018; Parkkinen et al., 1978; Parkkinen et al., 1982). En 

Acetobacter pasteurianus, la eliminación del gen EST1 que codifica una esterasa, provoca que no 

se produzcan el acetato de etilo y ni el acetato de isoamilo (Critiani et al., 2001; Kashima et al., 

2000).  

La levadura de sake Hansenula mrakii, se ha descrito una esterasa que sintetiza acetato de 

isoamilo (Inoue et al., 1997). Sin embargo, falta evidencia de la capacidad de síntesis de éster de 

las esterasas de levadura (Kashima et al., 2000; Parkkinen et al., 1978). 

A

) 

B

) 

Ilustración 3. Vía de síntesis de los principales ésteres. A) Ésteres de acetato. B) Étil ésteres de ácidos grasos. 

Modificado de (Gschaedler et al., 2015) 
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La eliminación del gen IAHI que codifica la esterasa previamente conocida como Est2, 

produce un aumento en la producción de acetato de etilo y acetato de isoamilo, lo que demuestra 

que la esterasa estudiada hidroliza principalmente estos ésteres y no es responsable de una parte 

importante de su producción (Fukuda et al., 1998b; Verstrepen et al., 2003c). Por otra parte, el 

efecto de Iah1p en otros ésteres, como el grupo de ésteres etílicos, aún no se ha estudiado a fondo 

(Verstrepen et al., 2003c).  

La purificación parcial de las actividades esterasa en S. cerevisiae ha demostrado que 

existen al menos dos fracciones diferentes con actividad esterasa, lo que indica que el proteoma 

puede contener más esterasas aún no identificadas (Fukuda et al., 1998b; Verstrepen et al., 2003c). 

El aceto de isoamilo se sintetiza a partir del alcohol isoamílico y acetil-CoA por la ATF1 y se 

hidroliza por la esterasa Iah1 en S. cerevisiae (Fukuda et al., 1998a). Fukuda et al. (1998a) 

compararon las actividades de Iah1 y Atf1, encontrando que la cantidad de isoamilo aumenta con 

una proporción creciente de la actividad Atf1/Iah1, por lo que el equilibrio de estas dos actividades 

enzimáticas es importante para la acumulación de acetato de isoamilo en el metabolismo de esta 

levadura. 

En el estudio realizado por Fujii et al. (1996b) encontraron que en las cepas haploides de 

S. cerevisiae atf1Δ, las actividades de la isoamil acetato transferasa y la etanol-acetato-transferasa 

fueron 80 y 20% más bajas, respectivamente, que en la levadura nativa. Esto dio como resultado 

una disminución del 80% en la producción de acetato de isoamilo y del 30% en la producción de 

acetato de etilo en comparación con la levadura nativa.  

En otro estudio, la sobreexpresión de ATF1 de una cepa de levadura de cerveza, aumentó 

27 veces la producción de acetato de isoamilo y 9 veces la producción de acetato de etilo en 

comparación con las transformantes de vector vacío (Fujii et al., 1994; Fukuda et al., 1998a). De 

manera similar, la sobreexpresión de Lg-ATF1 mostró un aumento de siete veces en el acetato de 

isoamilo y un aumento de dos veces en las concentraciones de acetato de etilo (Fujii et al., 1994). 

Por otra parte, se han realizado otras investigaciones utilizando mosto de uva o mosto de 

cebada como medio de fermentación y cepas industriales que sobreexpresan ATF1. La 

sobreexpresión de ATF1 en las levaduras de vino comerciales VIN7 y VIN13, aumentan de 3 a 10 

veces las concentraciones de acetato de etilo y de 4 a 12 veces las concentraciones de acetato de 

isoamilo en los vinos producidos (Lilly et al., 2000).  
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Del mismo modo, se ha demostrado que la sobreexpresión de ATF1 en una cepa de cerveza 

comercial produce concentraciones significativamente mayores de acetato de isoamilo y acetato 

de etilo en las cervezas producidas (Verstrepen et al., 2003b). Esto indica que el nivel de expresión 

de ATF1 es un factor limitante para la síntesis de ésteres (Verstrepen et al., 2003c).  

Tanto Nagasawa et al. (1998)  como Yoshimoto et al. (1999)  sugirieron que Atf2p podría 

ser responsable del 20% de la producción de acetato de isoamilo en una cepa Δatf1. Además, no 

queda claro si las proteínas Atf también son responsables de la formación de otros ésteres 

(Verstrepen et al., 2003c). Por otra parte, Verstrepen et al. (2003c) reportó que la cepa de S. 

cerevisiae atf1Δatf2Δ, no mostró síntesis residual de acetato de isoamilo, acetato de pentilo, acetato 

de hexilo, acetato de heptilo, acetato de octilo o acetato de fenil etilo. Cabe destacar que la 

producción de acetato de etilo, acetato de propilo y acetato de isobutilo se redujo solo en un 50% 

en la cepa atf1Δatf2Δ. Esto demuestra que existe al menos otra enzima aún no identificada con 

actividad AATasa en S. cerevisiae (Malcorps et al., 2018; Malcorps et al., 1992). 

Además de estas cinco enzimas, recientemente se describió una nueva enzima (Eat1) de la 

levadura Wickerhamomyces anomalus, responsable de las altas producciones de acetato de etilo 

(Kruis et al., 2017). Se han reportado altas producciones de acetato de etilo mediante la enzima 

Eat1 de W. anomalus y K. marxianus expresada en E. coli (Kruis et al., 2020; Kruis et al., 2017). 

Eat1 se encuentra en las mitocondrias y se han encontrado homólogos en cepas de S. cerevisiae, 

Cyberlindnera jadinii, Cyberlindera fabianii, Kluyveromyces lactis, Wickerhamomyces ciferrii, 

Hanseniaspora uvarum y Eremothecium cymbalariae (Kruis et al., 2017; Kruis et al., 2018b). La 

interrupción de Eat1 y cinco alcoholes acil transferasas (AATasas) (Atf1, Atf2, Eht1, Eeb1, Imo32) 

de S. cerevisiae, mostró que la cepa ΔAtf1ΔAtf2ΔEat1 todavía producía acetato de etilo, y la 

interrupción adicional de Imo32 (homólogo de Eat1) no podía explicar esta producción (Kruis et 

al., 2018a). Por lo tanto, S. cerevisiae tiene otros mecanismos para la producción de acetato de 

etilo y acetato de isoamilo, que podrían incluir AATasas desconocidos o diferentes reacciones 

enzimáticas (Kruis et al., 2018a).  

Por otro lado, van Rijswijck et al. (2019) encontraron que C. fabianii carece de un 

homólogo de Atf1, mientras que Pichia kudriavzevii carecía de homólogos de Atf1 y Atf2, siendo 

Eat1 el único miembro conocido de la familia ATT en esta última especie. 

 



Página 31 de 96 

 

Así mismo, se ha reportado que la reducción de la actividad de la AATasa está 

estrechamente relacionada con el grado de represión del ARNm de ATF1, lo que sugiere que la 

represión del gen es el principal medio para reducir la actividad de la AATasa in vivo (Fujii et al., 

1997; Verstrepen et al., 2003c). Sin embargo, la mayoría de los estudios de sobreexpresión se 

basaron en plásmidos multicopia, por lo que algunas diferencias entre las cepas pueden deberse a 

diferencias en el número de copias del plásmido, sin embargo, se tiene poco conocimiento de la 

posible contribución de otras enzimas en la actividad de síntesis de ésteres por lo que se define que 

los resultados no son concluyentes con respecto a los trabajos con cepas transformadas con 

vectores multicopia. 

2.6 Levaduras no-Saccharomyces en fermentaciones. 

Durante la fermentación alcohólica las levaduras producen principalmente etanol, CO2 y 

compuestos de sabor y aroma como productos secundarios. En el proceso de fabricación de tequila, 

se han detectado diferentes géneros de levaduras no-Saccharomyces, tales como Brettanomyces, 

Candida, Hanseniaspora, Kluyveromyces, Pichia, Saccharomycoides, Zygosaccharomyces, 

Issatchenkia y Torulaspora (Lachance, 1995), las cuales han sido identificados en otras bebidas 

alcohólicas, como el vino. Sin embargo,  en la industria de las bebidas alcohólicas se tiene un 

conocimiento limitado de los parámetros que afectan la fermentación del jugo de agave (Pinal et 

al., 1997) y la caracterización de la levadura (Flores-Berrios et al., 2005). 

El uso de levaduras no-Saccharomyces para la producción de bebidas alcohólicas ha sido 

documentada desde los 1990´s (Bilbao et al., 1997; Cabranes et al., 1997; Ciani et al., 1998; Ciani 

et al., 1995; Lachance, 1995) enfocándose principalmente en la producción de vino y sidra. 

Recientemente se han evaluado diferentes géneros de levaduras no-Saccharomyces, tales como 

Brettanomyces, Candida, Hanseniaspora, Kluyveromyces, Pichia, Saccharomycoides, 

Zygosaccharomyces, Issatchenkia, Torulaspora, Metchnikowia y Oenococcu, como cultivos 

individuales o en co-cultivos con S. cerevisiae, por su capacidad para aumentar la complejidad del 

sabor y aroma de las bebidas alcohólicas (Beckner Whitener et al., 2015; Canonico et al., 2018; 

Chen et al., 2010; Ciani et al., 2010; Escribano-Viana et al., 2018; Kong et al., 2019; Liu et al., 

2016; Sadoudi et al., 2012; Saerens et al., 2008; Segura-García et al., 2015; Sun et al., 2014). 
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 Existen diversos reportes del perfil aromático de las bebidas alcohólicas (Aguilera-Rojo et 

al., 2003; Kong et al., 2019; Lachenmeier et al., 2006; Sadoudi et al., 2012; Vallejo-Cordoba et 

al., 2004). Benn et al. (1996) distinguieron más de 175 compuestos volátiles en tres tipos de tequila, 

reportando altas concentraciones de alcoholes superiores y bajas concentraciones de ésteres, 

acetatos, terpenos, furanos, ácidos, aldehídos, cetonas, fenoles y sulfuros. La mayoría de estos 

compuestos se producen durante la fermentación, por lo que la composición de la comunidad 

microbiana es un factor clave en la calidad aromática de las bebidas fermentadas (Beckner 

Whitener et al., 2015; Canonico et al., 2018; Liu et al., 2016).  

Por otra parte, Rojas et al. (2001) evaluaron 11 cepas de los géneros Candida, 

Hanseniaspora, Metschnikowia, Pichia, Schizosaccharomyces, Zygosacharomyces y 

Saccaromyces, encontrando que las cepas de Hanseniaspora guilliermondii y Pichia anomala 

mostraban las mayores tasas de producción de ésteres de acetato. La evaluación de H. 

guilliermondii, P. anomala y S. cerevisiae en dos condiciones de aireación, mostró que un 

ambiente aeróbico promovía la síntesis de ésteres para las cepas no-Saccharomyces, pero afectaba 

la producción de S. cerevisiae en el medio sintético (Rojas et al., 2001).   

Por otro lado, Kong y Col. (2019), evaluaron una cepa de Pichia fermentans, en 

fermentación mixta con S. cerevisiae, para la producción de vino de uva espiga China, encontrando 

que el contenido de alcoholes superiores y ésteres aumenta de manera significativa con 

fermentación mixta, mejorando los rasgos frutales y florales de dicho vino. Así mismo, se ha 

reportado que algunas levaduras no-Saccharomyces producen una concentración baja de alcoholes 

superiores en el jugo de Sauvignon Blanc para la producción de vino (Sadoudi et al., 2012). Sin 

embargo, Segura-García et al. (2015) reportan producciones mayores de alcoholes superiores con 

K. marxianus que con S. cerevisiae en jugo de agave. 

2.6.1 Pichia kluyveri en fermentaciones alcohólicas 

Actualmente, son escasos los trabajos publicados sobre P. kluyveri en fermentaciones 

alcohólicas. Sin embargo, esta levadura ha mostrado un interesante potencial en la producción de 

ésteres, a pesar de sus relativas bajas producciones de etanol comparadas con levaduras del género 

Saccharomyces. De hecho, esta cualidad fue aprovechada por Saerens et al. (2017), quienes 

generaron las distintas versiones de la patente WO2014135673 (US 9580675), para la producción 

de cerveza baja en alcohol o sin alcohol con P. kluyveri. 
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Por otra parte, P. kluyveri ha sido usada en fermentaciones de cacao (Batista et al., 2015), 

de café (Feng et al., 2016), así como en fermentaciones mixtas con Saccharomyces para la 

producción de vino (Lu et al., 2016; Rojas et al., 2001; Whitener et al., 2017) y cerveza (Michel 

et al., 2016). 

Así mismo,  Segura-García et al. (2015), evaluaron a P. kluyveri en dos medios de cultivo 

(jugo de agave y medio mineral), encontrando que P. kluyveri mostró un mayor crecimiento que 

S. cerevisiae y K. marxianus en ambos medios. Estos resultados señalan que el crecimiento de esta 

levadura no-Saccharomyces es similar o mayor que el de S. cerevisiae.  

Por lo tanto, si el medio es adecuado las levaduras no-Saccharomyces pueden consumir 

azúcar y producir niveles de etanol (30 g/L) similares a los obtenidos en la industria (Segura-García 

et al., 2015). En el mismo estudio se reporta una gran producción de ésteres (acetato de etilo y 

acetato de isoamilo) por P. kluyveri y K. marxianus en comparación con S. cerevisiae. Además, 

solo se detectó la presencia de acetato de isoamilo en fermentaciones de P. kluyveri.  

Por otra parte, Amaya-Delgado et al. (2013) encontraron que éstas dos cepas no-

Saccharomyces produjeron hasta 130 veces más acetato de etilo que S. cerevisiae en las mismas 

condiciones de fermentación. Mediante un análisis de componentes principales, se clasificó a K. 

marxianus y S. cerevisiae en un grupo distinto que a P. kluyveri, identificando en esta última cepa 

una correlación entre la alta población celular y la alta concentración de ésteres e isobutanol. P. 

kluyveri, fue más eficiente para la producción de alcohol y etil lactato que S. cerevisiae, en las 

mismas condiciones de fermentación a escala industrial (Amaya-Delgado et al., 2013).  
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3 Justificación 

En la industria de las bebidas alcohólicas, la etapa de la fermentación es fundamental ya 

que ésta definirá en gran medida la calidad del producto, sin embargo, se encuentra influenciada 

por diferentes factores, que impactan en las producciones de los compuestos volátiles sintetizados 

en la fermentación  (Arrizon et al., 2002; Bely et al., 2003; Bohlscheid et al., 2007). Algunos de 

los factores más importantes son la naturaleza y tipo de levadura(s) usada(s), así como la 

composición y/o concentración del medio de cultivo, y las condiciones físico-químicas de la 

fermentación. 

Debido a estos factores y a una falta de estandarización en los procesos, existe una amplia 

variabilidad en la producción de alcoholes y ésteres. Además, no se tiene totalmente descrita la 

influencia de los factores que afectan la biosíntesis de ésteres. Por otro lado, los estudios de la 

producción de ésteres se han enfocado en las producciones de S. cerevisiae, a pesar de reportes que 

indican que la mayor cantidad y diversidad de estos compuestos es realizada por cepas no-

Saccharomyces (Jolly et al., 2014).  

De igual manera, antecedentes de investigaciones realizadas por el grupo de trabajo y las 

referencias en la literatura resaltan el potencial uso de levaduras no-Saccharomyces en las 

fermentaciones alcohólicas. Sin embargo, ni la capacidad metabólica ni las vías de síntesis de 

ésteres están ampliamente descritas para este tipo de levaduras, además de que existe un limitado 

conocimiento de los parámetros que afectan la síntesis de ésteres por cepas no-Saccharomyces en 

la fermentación.  

Esta situación ha promovido la investigación y estandarización de procesos fermentativos, 

por lo que el presente trabajo ayudará a entender y caracterizar la producción de ésteres por las 

levaduras no-Saccharomyces de Pichia kluyveri, así como fundamentar las bases de un análisis de 

expresión diferencial de la biosíntesis de ésteres bajo distintas operaciones de fermentación a escala 

laboratorio.  

Así mismo, el presente trabajo proporcionará las bases para la fermentación en condiciones 

de mini biorreactores y mejorará la producción de ésteres por levaduras Pichia kluyveri 

identificando su posible correlación con algunos parámetros de la fermentación. 
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4 Hipótesis 

La producción de ésteres varía considerablemente entre cepas del mismo género y especie 

(Pichia kluyveri), y la modificación de ciertas condiciones de fermentación pueden aumentar la 

producción de ésteres, así como reducir los tiempos de cultivo. 

  



Página 36 de 96 

 

5 Objetivos 

5.1 Objetivo General 

✓ Estudiar la producción de ésteres por diferentes cepas de Pichia kluyveri bajo distintas 

condiciones de operación y dos sistemas de fermentación. 

5.2 Objetivos Particulares 

✓ Realizar un análisis estadístico de los perfiles aromáticos producidos por 21 cepas de P. 

kluyveri para identificar y seleccionar cepas con características significativamente 

diferentes. 

✓ Caracterizar a nivel laboratorio y de mini biorreactor el crecimiento y la producción de 

esteres con las cepas de P. kluyveri seleccionadas. 

✓ Identificar las variables con las mayores diferencias en la producción de ésteres. 
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6 Metodología 

6.1 Cepas 

Las veintiún cepas de P. kluyveri pertenecen a la colección del Centro de Investigación y 

Asistencia en Tecnología y Diseño del Estado de Jalisco A.C (CIATEJ). Todas las cepas fueron 

previamente aisladas de diferentes procesos fermentativos, como mezcal, raicilla, tejuino y cacao 

(Tabla 2). 

Tabla 2 Descripción de las cepas de P. kluyveri usadas. 

Nombre Código Proceso Estado Región Año de aislamiento 

GRO3 1 Mezcal Guerrero Chilpancingo 2002 

MG2 2 Mezcal Guerrero Eduardo Neri 2014 

MG3 3 Mezcal Guerrero Eduardo Neri 2014 

ME1d 4 Mezcal Estado de México Malinalco 2016 

ME2b 5 Mezcal Estado de México Malinalco 2016 

ME3b 6 Mezcal Estado de México Malinalco 2016 

ME1c 7 Mezcal Estado de México Malinalco 2016 

ME4a 8 Mezcal Estado de México Malinalco 2016 

KH1b 9 Cacao Chiapas Tapachula 1 2016 

KH1a 10 Cacao Chiapas Tapachula 1 2016 

KB1h 11 Cacao Chiapas Tapachula 2 2016 

KB1c 12 Cacao Chiapas Tapachula 2 2016 

KB1f 13 Cacao Chiapas Tapachula 2 2016 

KB1e 14 Cacao Chiapas Tapachula 2 2016 

KB3g  15 Cacao  Chiapas  Tapachula 2  2016  

KB1b  16 Cacao  Chiapas  Tapachula 2  2016  

KB2a  17 Cacao  Chiapas  Tapachula 2  2016  

KB2d  18 Cacao  Chiapas  Tapachula 2  2016  

KN23 19 Cacao Tabasco Cunduacan 2009 

RJC  20 Raicilla  Jalisco  Cabo Corrientes  2017  

TZB  21 Tejuino  Jalisco  Zapopan  2016  
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6.2 Formulaciones de Medios. 

El medio YPD (extracto de levadura 10g/L, peptona 20g/L y glucosa 20g/L) fue usado para 

la reactivación y el crecimiento de las cepas. Para su preparación se mezclaron todos los 

componentes, disolviendo en agua y esterilizando en autoclave a 121°C por 15 min. 

 El medio con jugo de agave cocido de Agave tequiliana var. azul, fue proporcionado por 

una tequilera, ajustando a 100 g/L de azucares totales y adicionando fosfato de amonio (0.5 g/L) y 

sulfato de magnesio (0.05 g/L). El jugo de agave paso por varias filtraciones, primero con un 

colador de cocina, posteriormente con papel filtro en dos ocasiones, seguida de una filtración 

tangencial con membrana de 0.45 micras, y por último una filtración en campana de flujo laminar 

con una unidad de filtración estéril de 0.22 micras. 

Para la preparación del medio sintético (Tabla 3) se prepararon soluciones separadas debido 

a que algunos compuestos no son termoestables y algunas soluciones no pueden ser almacenadas 

por lapsos mayores a 24 horas. Todas las soluciones se mezclaron antes de la fermentación. Las 

soluciones preparadas fueron: 

• Fuente de carbono: Se prepararon soluciones separadas de fructosa (500 g/L) y glucosa (750 

g/L) disolviendo los azúcares en agua destilada. Se esterilizaron por autoclave a 121°C por 15 

min. 

• Preparación de vitaminas: las vitaminas se prepararon en una sola solución con un volumen 

final de 250 ml, con las concentraciones mostradas en la Tabla 4. Se disolvieron las vitaminas 

y se ajustó el pH de la mezcla a 6.5 con NaOH 1M. Se aforó la solución a 250 mL en matraz 

volumétrico y se esterilizó por filtración. Almacenando a 4°C.  

• Oligoelementos: Cada oligoelemento se preparó individualmente, a un volumen de 100 mL 

como se muestra en la Tabla 4. Se disolvió cada oligoelemento sin calentar, por separado en 

vasos precipitados, una vez disuelto se aforó cada uno a un volumen de 100 ml. El FeCl2 es 

fotosensible. Se esterilizaron por filtración en campana y se almacenaron a 4°C. 

• Macronutrientes: los macronutrientes y fuentes de nitrógeno se prepararon de manera conjunta 

(Ver Tabla 3). Las sales se disolvieron con agitador magnético, se ajustó el pH a 4.5, y se 

esterilizó a 121°C por 15 min. 

Por cada litro de medio sintético se agregaron 2.5 mL de solución de vitaminas, 1mL de cada 

oligoelemento, 180 mL de solución de fructosa, 14 mL de solución de glucosa y 794.5 mL de agua 

con las sales disueltas (macronutrientes). 
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Tabla 3 Composición del medio químicamente definido M12. 

Clasificación Compuesto Concentración (g/L) 

Fuente de Carbono 
Glucosa 10 

Fructosa 90 

Fuente de Nitrógeno (NH4)2SO4 3 

Macronutrientes 

KH2PO4 3 

NaHPO4 2H2O 1.49 

Ácido Glutámico 1 

Oligo elementos 

MgCl2 6H2O 0.4122 

ZnCl2 0.0192 

CuCl2 2H2O 0.00061 

MnCl2 4H2O 0.00445 

CoCl2 6H2O 0.0005 

CaCl2 0.01736 

FeCl2 4H2O 0.01166 

(NH4)6Mo7O24 4H2O 0.00036 

H3BO3 0.003 

Vitaminas 

Ácido aminobenzoico 0.001 

Myo-inositol 0.125 

Ácido nicotínico (B3) 0.005 

Ácido pantoténico (B5) 0.005 

Piridoxina (B6) 0.005 

Tiamina HCl (B1) 0.005 

Biotina (B7, B8) 0.000024 

Tabla 4 Composición de soluciones de vitaminas y oligoelementos 

Solución Compuesto Concentración (g/mL) 

Vitaminas 

Ácido aminobenzoico 0.1 

Myo-inositol 12.5 

Ácido nicotínico (B3) 0.5 

Ácido pantoténico (B5) 0.5 

Piridoxina (B6) 0.5 

Tiamina HCl (B1) 0.5 

Biotina (B7, B8) 0.0024 

Oligoelementos 

MgCl2 6H2O 41.22 

ZnCl2 1.92 

CuCl2 2H2O 0.061 

MnCl2 4H2O 0.445 

CoCl2 6H2O 0.05 

CaCl2 1.736 

FeCl2 4H2O 1.166 

(NH4)6Mo7O24 4H2O 0.036 

H3BO3 0.3 
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6.3 Fermentaciones 

6.3.1 Inóculo  

Para la reactivación de las cepas se inóculo la muestra crio preservada en una placa de YPD 

solido por 24h. Posteriormente se tomó una colonia y se inocularon 50 mL de medio YPD líquido, 

en matraces de 250 mL con agitación de 250 rpm a 30°C por 24h para generar el inóculo. Las 

fermentaciones se desarrollaron en dos sistemas de fermentación (Ilustración 4).  

 

6.3.2 Sistemas de fermentación 

El primer sistema fue un sistema de micro fermentación que constaba de tubos cónicos de 50 mL 

marca Corning®, los cuales cuentan con una membrana para el intercambio gaseoso con el 

ambiente (Ilustración 4a), realizando cada fermentación por duplicado con una concentración 

inicial de células de 2.5x108 cel/mL en un volumen de operación de 20 mL de medio a 30°C. Con 

el objetivo de afectar lo menos posible los sistemas de fermentación abierta se sacrificó todo el 

sistema por cada toma de muestra, los muestreos fueron realizados a las 0, 24, 48 y 120 h de la 

fermentación.  

 

Ilustración 4 Sistemas de fermentación. a) Tapas con membrana de tubos cónicos de 50 mL del sistema abierto. b) Sistema 

de mini-biorreactor de 250 mL Applikon®. 

a) b) 
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El segundo sistema es un sistema de mini biorreactores Applikon® de tipo tanque agitado 

de 250 mL con un volumen de operación de 200 mL (Ilustración 4b). Cada fermentación se realizó 

por duplicado, igualmente se inocularon con una concentración inicial de células de 2.5x108 cel/mL 

Los muestreos fueron realizados a las 0, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 39, 48, 60 y 72 horas después de la 

fermentación.  

La agitación fue mediante dos impulsores de tipo Rushton, la cual pertenece al grupo de 

agitadores de flujo radial. El sensor de oxígeno disuelto fue calibrado al 100%, después de dejar el 

sistema estéril agitando en la configuración correspondiente al diseño experimental por toda la 

noche. Por otra parte, los sensores de pH fueron calibrados a dos puntos, y la cuantificación de 

biomasa fue realizada por peso seco y densidad óptica de manera “ex situ”. 

6.4 Cribado de Cepas 

La cuantificación de los compuestos volátiles producidos por 21 cepas de P. kluyveri en 

jugo de A. tequilana var. azul y medio químicamente definido M12 fue realizada por Gutiérrez-

Avendaño en la tesis titulada “Estudio de la influencia de condiciones de fermentación sobre la 

producción de compuestos aromáticos por Pichia kluyveri”. 

A partir de estos datos se realizó un Análisis de Componentes Principales (PCA, por sus 

siglas en inglés) para la evaluación de la producción de los diferentes compuestos volátiles 

generados por las 21 cepas de P. kluyveri. Posteriormente se realizó un análisis de conglomerados 

basados en el método de conglomerados aplicados a la matriz de distancias calculadas con 

UPGMA (Método de grupos pares no ponderados con media aritmética). Dicho análisis fue 

realizado en MATLAB R2018a (MathWorks, Natick, MA, EE. UU.). 

6.5 Diseños Experimentales 

Se realizaron tres diseños experimentales, con el objetivo de caracterizar y establecer las 

mejores condiciones que permitan realizar un análisis de expresión diferencial de las cepas 

seleccionadas con el análisis de componentes principales. 

Los dos primeros diseños experimentales fueron realizados en el sistema de micro 

fermentación y se muestran en la Tabla 5. Para el primer diseño experimental (23), se usaron las 

dos cepas con mejores producciones seleccionadas mediante el PCA de compuestos aromáticos, 

se evaluaron dos medios de cultivo (M12 y jugo de agave) y dos velocidades de agitación (100 y 
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250 rpm). Se tuvieron dos factores con dos niveles independientes para cada factor, y para cada 

cepa. Se realizaron 8 fermentaciones, y con el fin de verificar replicabilidad cada fermentación se 

realizó por duplicado, dando un total de 16 fermentaciones a 30 °C para el primer diseño 

experimental. Posteriormente, se seleccionó la variable con mayor impacto en la síntesis de ésteres 

(la velocidad de 250 rpm), y se realizó un segundo diseño experimental (2x2x3), utilizando ambos 

medios de cultivo y cepas, así como tres diferentes temperaturas (20, 25, 30°C), esto con la 

finalidad de poder mejorar la producción de ésteres, así como encontrar condiciones con un alto 

margen de diferencia para poder establecer las bases para realizar un análisis de expresión 

diferencial. El segundo diseño consistió en 12 fermentaciones, y de igual manera con el fin de 

verificar replicabilidad se realizaron por duplicado, teniendo un total de 24 fermentaciones a 250 

rpm. 

  

Tabla 5 Diseños experimentales realizados en el sistema de micro fermentación.  

 

Para la segunda etapa, las fermentaciones fueron llevadas a cabo en el segundo sistema de 

fermentación (los mini-biorreactores Applikon® de 250 mL). En esta etapa, se realizó un tercer 

diseño experimental en el que se seleccionaron los niveles de las variables independientes de los 

primeros diseños experimentales, que tuvieron un mayor impacto en la síntesis de ésteres. Para 

todos los diseños experimentales las variables de respuesta fueron el consumo de carbohidratos, la 

producción de biomasa y la producción de compuestos aromáticos (ésteres y alcoholes superiores). 

Factores y Niveles 

1er diseño 23 

 

2do diseño 2x2x3 

Cepa 

 

Medio 

 

Velocidad (rpm) Cepa 

 

Medio 

 

Temperatura (°C) 

ME4a 

M12 
100 

ME4a 

M12 

20 

25 

250 30 

Jugo de Agave 
100 

Jugo de Agave 

20 

25 

250 30 

GRO3 

M12 
100 

GRO3 

M12 

20 

25 

250 30 

Jugo de Agave 
100 

Jugo de Agave 

20 

25 

250 30 
Cada fermentación fue realizada por duplicado. 
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6.6 Métodos analíticos  

La densidad celular de las muestras se cuantificó por medio de densidad óptica a 600nm, 

así como por peso seco, mientras que los azúcares reductores se evaluaron de acuerdo con la técnica 

establecida con el reactivo DNS (ácido dinitrosalicílico) (Miller, 1959).  

Los compuestos volátiles producidos durante la fermentación se cuantificaron por 

cromatografía de gases (CG). Se usó un Hewlett Packard Head-space 7694E conectado a un 

cromatógrafo de gases de la serie HP 6890 equipado con un detector de ionización de llama (FID) 

y una columna HP-INNOWAX (60 m×0,32 mm×0,25 µm). Se usó helio como acarreador del gas. 

El programa de temperatura del horno se ajustó a 45ºC durante 7 min, luego se aumentó a 160ºC a 

una velocidad de 10ºC / min y finalmente se aumentó a 220ºC a una velocidad de 20ºC / min. La 

temperatura del detector FID fue de 250ºC. Las temperaturas del horno vial, circuito cerrado y 

línea de transferencia fueron 80, 110 y 115ºC, respectivamente. Los tiempos de calentamiento, la 

presurización y la extracción se ajustaron a 40, 0.2 y 0.2 min, respectivamente. El tiempo de 

equilibrio del vial y la agitación de la muestra fue de 5 y 1 min respectivamente (Arellano et al., 

2012; Iñiguez-Muñoz et al., 2019).  

Los carbohidratos se determinaron por cromatografía liquida de alta resolución (HPLC). 

Se uso un HPLC AGILENT® con detector UV e IR. Acoplado a una columna Bio-Rad® 87H a 

una velocidad de flujo de 0,5 ml/min, a 50°C, y una fase móvil de H2SO4 5 mM durante 30 minutos 

de tiempo de análisis por muestra. 

6.7 Análisis Estadístico  

Para los diseños experimentales se realizaron análisis multivariantes de uno y varios 

factores, así mismo como análisis de pruebas de rango múltiple, haciendo uso del procedimiento 

de Diferencia Mínima de Fisher (LSD), para finalmente realizar un análisis de superficie de los 

diseños experimentales. Para cada modelo, se realizó un análisis de la normalidad de errores con 

un nivel de significancia de 0.05. Esta segunda parte estadística se realizó con ayuda del software 

Statgraphics Centurion XVI.I.   
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7 Resultados y Discusión 

7.1 Cribado de Cepas 

Los niveles de producción de los compuestos volátiles producidos después de 8 días de 

fermentación por las 21 cepas de P. kluyveri se presenta en la Tabla A 1 y Tabla A 2 (Ver Anexo 

Tablas). A partir de estos datos se realizó el análisis de los quince compuestos volátiles utilizando 

un Análisis de Componentes Principales (PCA) para ambos medios de cultivo (M12 y jugo de A. 

tequilana) (Ilustración 5).  

En el PCA del medio M12, el 99,18% de la varianza total se explica con los dos primeros 

componentes principales (PC), PC1 (96,83%) y PC2 (2,34%) (Ilustración 5a). Los compuestos que 

más contribuyeron en PC1 fueron 1-propanol, etanol, butirato de etilo y acetato de isoamilo, 

mientras que los componentes que más contribuyeron en PC2 fueron lactato de etilo, dodecanoato 

de etilo y hexanoato de etilo. Del PCA del medio M12, se diferencian tres cepas de todo el grupo, 

GRO3, RJC y TZB. La cepa GRO3 se distingue como la cepa con mejor capacidad de síntesis de 

butirato de etilo y hexanoato de etilo. Por otra parte, en este mismo medio, la cepa RJC se identifica 

como la cepa con mayor producción de propionato de etilo y acetato de isoamilo y por último la 

cepa TZB se diferencia por su capacidad para sintetizar lactato de etilo y dodecanoato de etilo. 

Para el PCA del jugo de agave, el 98.8% de explicación de la variabilidad se obtiene con 

dos primeros componentes principales, donde PC1 y PC2 representaron 97.63% y 1.17%, 

respectivamente (Ilustración 5b). Los compuestos con mayor aporte en PC1 fueron etanol, 

propionato de etilo y acetato de etilo, mientras que para PC2 los compuestos que más contribuyeron 

fueron hexanoato de etilo, lactato de etilo y dodecanoato de etilo. Del PCA del jugo de agave, 

destacan dos cepas GRO3 y ME4a. GRO3 se caracteriza por su alta producción de etanol y ésteres 

(lactato de etilo y dodecanoato de etilo). Y en el caso de ME4a, se distingue por su alta producción 

de ésteres (acetato de etilo, propionato de etilo y hexanoato de etilo). 
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Ilustración 5 PCA de compuestos volátiles producidos correlacionados con cepas de levadura estudiadas. a) Medio M12 y b) 

Jugo de agave. Cada color representa un grupo con un alto grado de homogeneidad obtenido mediante UPGA. 
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Se realizó un análisis numérico UPGA de los PCA's, identificando seis grupos con 

diferentes grados de similitud para el medio M12 y el jugo de agave. Para el medio M12 

(Ilustración 5a), se identificó una alta homogeneidad entre las diferentes cepas, en términos de un 

mismo proceso de fermentación, a excepción de las cepas 1 y 19 que se ubicaron fuera del grupo 

de su proceso. La alta homogeneidad con respecto al proceso de origen es consistente con la 

clasificación basada en los perfiles MALDI-TOF MS de estas cepas crecidas en YPD (De la Torre 

Gonzalez et al., 2018). En este medio, los grupos 1, 2, 3 y 6 constan de una sola cepa cada uno, 

cepa 20 (RJC), cepa 21 (TZB), cepa 19 (NK23) y cepa 1 (GRO3) que son cepas obtenidas de 

raicilla, tejuino, cacao y mezcal, respectivamente. Las cepas del proceso del mezcal se agruparon 

en un solo grupo, a excepción de la cepa 1, esta diferencia podría atribuirse a su alta producción 

de etanol, un origen geográfico diferente y período de aislamiento distinto. El grupo 3 está formado 

por la cepa 19, aislada de una fermentación de cacao en Tabasco, a diferencia de las cepas del 

grupo 5 (cepas 9 a 18) que también fueron aisladas de procesos de fermentación del cacao, pero de 

diferente origen geográfico (Chiapas). El grupo 4 consta de 7 cepas (cepa 2 a 8) aisladas de 

procesos del mezcal.  

Por otro lado, para el jugo de agave (Ilustración 5b) se observaron diferencias en la 

correlación entre las cepas con respeto a la región y proceso de origen, a diferencia de lo observado 

con el medio M12 y a lo reportado por De la Torre Gonzalez et al. (2018) al utilizar YPD. Estas 

diferencias pueden deberse a que el jugo de agave es un medio más complejo que podría cambiar 

el metabolismo de estas cepas. En este medio se destacan las cepas 1 (GRO3) y 8 (ME4a) al 

agruparse solas en grupos distintos, 6 y 5 respectivamente. La cepa 1 (GRO3) y la cepa 8 (ME4a) 

fueron aisladas de Chilpancingo en Guerrero y Malinalco en el Estado de México, respectivamente.  

El grupo 1 consta de dos cepas (2 y 3) aisladas de Eduardo Neri en Guerrero, mientras que el grupo 

2 consta de las cepas 4, 5 y 7, aisladas de Malinalco en el Estado de México. Los grupos 3 y 4 

incluyen todas las cepas de Chiapas (9 a 18) más las cepas 20 y 21 aisladas del estado de Jalisco, 

la cepa 19 de Tabasco y la cepa 6 del Estado de México. La cepa 6 mostró una gran diferencias 

con respecto a la clasificación obtenida en el medio M12 y la reportada por De la Torre Gonzalez 

et al. (2018), ya que paso de agruparse con cepas aisladas del mezcal en el Estado de México a 

agruparse con cepas asiladas principalmente de la fermentación del cacao.  

A partir del análisis de PCA, se distingue una amplia variedad metabólica entre cepas de la 

misma especie, determinando que no solo por ser del mismo género y especie, o lugar de origen, 
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las cepas deben tener el mismo comportamiento celular y metabólico, sino que puede haber 

excepciones entre el comportamiento de estas. Los ejemplos más claros fueron las cuatro cepas 

identificadas de P. kluyveri (GRO3, ME4a, RJC y TZB) que se distinguen por su alta capacidad 

de producir elevadas cantidades de compuestos volátiles. En ambos medios, GRO3 se clasificó 

como un solo grupo, ya que su perfil de compuestos volátiles difería de todas las cepas evaluadas. 

Además, dado que GRO3 y ME4a, mostraron un comportamiento sobresaliente en la producción 

de ésteres al utilizar jugo de agave, el cual es un medio comúnmente utilizado en la elaboración de 

varias bebidas alcohólicas a nivel industrial, estas dos cepas fueron seleccionadas para realizar los 

diseños experimentales para mejorar la producción de ésteres. 

7.2 Sistema de micro fermentación 

A continuación, se presentarán los dos primeros diseños experimentales mencionados 

previamente en la metodología, los cuales fueron llevados a cabo en el sistema de micro 

fermentación descrito previamente. El uso de este sistema de micro fermentación, nos permitió 

estandarizar el anejo de las cepas, así como reducir los volúmenes de medio requeridos para llevar 

a cabo todas las fermentaciones. Así como permitirnos identificar los niveles de las variables de 

los diseños, que más influyen en la síntesis de ésteres, con el objetivo de reproducir esos resultados 

en el sistema de los mini bioreactores.    

7.2.1 Diseño experimental 23 

7.2.1.1 Crecimiento celular  

Las cepas, la agitación y los medios de cultivo fueron evaluados en el primer diseño 

experimental (23). Las muestras se tomaron a las 0, 24, 48 y 120 h de fermentación. Los resultados 

mostraron que los mejores niveles de producción se obtuvieron a las 48 h de fermentación en las 

fermentaciones a 250 rpm. Además, en cuanto al crecimiento se observó un estado estacionario a 

250 rpm después de este tiempo de fermentación. Igualmente, en algunos casos se consumió la 

totalidad del sustrato a este tiempo de fermentación (Ver Anexo Imágenes). Por lo tanto, se 

procedió a realizar el análisis de las producciones a las 48 h de fermentación. 

En la mayoría de los reportes, la producción de ésteres en las fermentaciones alcohólicas 

esta reportado al final de la fermentación, con tiempos de fermentación desde tres días hasta varias 

semanas en algunos casos (Amaya-Delgado et al., 2013; Beckner Whitener et al., 2015; Kong et 
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al., 2019; Liu et al., 2016; Lorenzini et al., 2019). Esta diferencia podría atribuirse a que en estos 

estudios las fermentaciones alcohólicas se realizan sin agitación, únicamente Segura-García et al. 

(2015) realizaron sus fermentaciones a 100 rpm durante 72 h. 

La Ilustración 6 muestra los niveles de crecimiento celular. Se observa el impacto de la 

velocidad de agitación, alcanzando aumentos en algunos casos de casi el doble de la biomasa en la 

velocidad de 250 rpm con respecto a las fermentaciones a 100 rpm. Debido al aumento de agitación 

del medio, se incrementa la oxigenación y homogeneidad del sistema, lo cual favorece el 

metabolismo oxidativo y por consecuencia el crecimiento celular (Gao et al., 2015a; Rojas et al., 

2001). 

Por otra parte, la influencia del medio es notable, teniendo un mayor crecimiento de 

biomasa en el medio mineral comparado con el jugo de agave. Este comportamiento podría deberse 

a un posible déficit nutrimental (Arrizon et al., 2007) y/o a la posible presencia de componentes 

inhibidores en el jugo de agave, como por ejemplo, furfurales (Segura-García et al., 2015).  

Para ambas cepas, no se observa una clara diferencia en cuanto a la generación de biomasa. 

El mayor crecimiento celular se obtuvo con la cepa GRO3 en medio M12 a 250rpm. 

 

Ilustración 6 Niveles de crecimiento celular de ME4a y GRO3 en dos medios de cultivo a dos velocidades de 

agitación diferentes (100 y 250 rpm) después de 48 h de fermentación del diseño 23. 
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7.2.1.2 Consumo de sustrato y rendimientos 

 La Ilustración 7 muestra los niveles de sustrato residual en el diseño experimental 23. En 

ella se confirma lo observado en los noveles de crecimiento celular, con respecto a la velocidad de 

agitación, es decir, a mayor velocidad de agitación aumenta la biomasa y por lo tanto aumenta el 

consumo de sustrato. Destaca el caso de la cepa GRO3 a 250 rpm en jugo de agave, donde hubo 

un consumo total de sustrato. En los casos de GRO3 a 250 rpm en medio químicamente definido 

y ME4A a 250 rpm en jugo de agave, se consumió el total del sustrato a las 120h de fermentación. 

Por otra parte, las fermentaciones con una agitación de 100 rpm muestran los menores consumos 

de sustrato. Estos resultados resaltan la influencia de la velocidad de agitación en el consumo de 

azúcar, ya que a 250 rpm el azúcar residual fue la mitad de la concentración inicial para ME4a, y 

en el caso de GRO3, no había azúcar residual en el medio de jugo de agave.  

Para ambas cepas y en ambos medios de cultivo, la velocidad de 250 rpm aumentó la 

producción de biomasa más del doble en comparación con 100 rpm. El mismo efecto se observó 

en la síntesis de etanol, con la excepción de GRO3 en medio M12, donde no se detectó efecto de 

la velocidad de agitación. 

 

Ilustración 7 Sustrato residual de ME4a y GRO3 en dos medios de cultivo a dos velocidades de agitación diferentes 

(100 y 250 rpm) después de 48 h de fermentación del diseño 23. 
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Para el análisis del consumo de sustrato y producción de biomasa, se presentan los 

coeficientes de rendimientos Yxs (masa de biomasa producida por unidad de masa de sustrato 

consumido) a las 48 h de fermentación del diseño experimental 23 en la Ilustración 8.  

Observado los rendimientos para ambas cepas con respecto a los medios de cultivo, se 

observa que para el jugo de agave se tienen mayores rendimientos a una velocidad de 100 rpm, 

mientras que para el medio M12, los mayores rendimientos se tienen a una velocidad de 250 rpm 

con GRO3. Con estos resultados podríamos hipotetizar que debido a que el jugo de agave dificulta 

en mayor medida el crecimiento y que una baja velocidad también reduce el crecimiento, se genera 

un estrés celular, que dirige el metabolismo meramente al crecimiento celular. 

La condición con mejores rendimientos de producción de biomasa Yxs fueron la cepa ME4a 

a 100 rpm en jugo de agave. Esta velocidad de agitación fue con la que hubo un menor nivel de 

crecimiento y de consumo de sustrato, lo cual sugiere que estas condiciones dirigieron el 

metabolismo meramente al crecimiento celular.  

 

  

Debido a que el objetivo del presente trabajo no es aumentar la producción de biomasa sino 

de metabolitos, específicamente ésteres, se presentan los resultados de los niveles de producción y 

rendimientos de algunos productos de las fermentaciones. 

Ilustración 8 Coeficientes de rendimientos metabólicos Yxs de ME4a y GRO3 en dos medios de cultivo a dos 

velocidades de agitación diferentes (100 y 250 rpm) después de 48 h de fermentación del diseño 23.  
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7.2.1.2 Producción de metabolitos  

La Ilustración 9a muestra los niveles de producción de etanol del diseño experimental 23. 

Para este caso, observamos la misma tendencia que con las previas variables de respuesta 

analizadas, obteniendo los mayores niveles de producción de etanol a una velocidad de agitación 

de 250 rpm. La mayor producción de etanol se obtuvo con la cepa GRO3 a 250 rpm en jugo de 

agave, alcanzando un máximo de 38.64±0.39 g/L de etanol, niveles de producción de etanol 

similares a los reportados por Amaya-Delgado y col. (2013).  

Ilustración 9 Producción de etanol de ME4a y GRO3 en dos medios de cultivo a dos velocidades de agitación diferentes 

(100 y 250 rpm) después de 48 h de fermentación del diseño 23. a) Nivel de producción de etanol, b) Rendimientos 

específicos de producción de etanol respecto a la cantidad de biomasa. 

a) 

b) 
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Por otra parte, en la Ilustración 9b, se muestran los coeficientes de rendimientos de 

producción de etanol con respecto a biomasa (Ypx). Se observa que con el jugo de agave hay un 

incremento de más del 25% el rendimiento a la velocidad de 250 rpm con respecto a la velocidad 

de 100 rpm. Con el medio M12 las cepas tienen un comportamiento diferente entre ellas, ya que 

para ME4a no hay una influencia de la velocidad de agitación, pero para GRO3 si hay un 

incremento de más del doble a una velocidad de 100 rpm, esto probablemente debido a que a bajas 

velocidades se disminuye la micro aireación provocada por la agitación, lo que influye en la 

producción de etanol (Stanley et al., 2010).  

Las diferencias entre rendimientos de biomasa y etanol, en las demás configuraciones del 

diseño, sugieren la producción de otros metabolismos, por lo que a continuación se presentan los 

niveles de producción de los principales alcoholes superiores y ésteres cuantificados en las 

cinéticas. 

La Ilustración 10 muestra los niveles de producción de los principales ésteres cuantificados 

en el diseño 23. En el caso de la producción de acetato de etilo, aumentó más del doble a 250 rpm 

en el jugo de agave, mientras que en el medio M12 se observaron concentraciones más altas a 100 

rpm. Se identificaron los mayores niveles de producción de acetato de etilo con la cepa ME4a a 

una velocidad de agitación de 250 rpm en el jugo de agave.  

Sin embargo, altas concentraciones de acetato de etilo (≥150mg/L), pueden llegar a ser 

perjudiciales en el caso de bebidas alcohólicas, adjudicándoles un aroma y sabor a solvente 

(Beckner Whitener et al., 2015).  

Tanto para el acetato de isoamilo, el butirato de etilo y el dodecanoato de etilo, los mayores 

niveles de producción se obtienen con la cepa ME4a a 250 rpm, para el acetato de isoamilo en el 

jugo de agave, para el butirato de etilo en el medio M12a, mientras que en el caso del dodecanoato 

de etilo no se observa una diferencia entre ambos medios de cultivo. Además, se destaca la nula 

producción de acetato de isoamilo a 100 rpm en M12. En el caso del dodecanoato de etilo hay un 

aumento de más del doble con una velocidad de agitación de 250 rpm, observándose producción 

solo a esta velocidad en el jugo de agave. 
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Se obtuvo un comportamiento similar con los alcoholes superiores (Ilustración 11), 

isobutanol y alcohol isoamílico, mostraron los máximos de producción a 250 rpm. Ambas cepas 

mostraron un incremento de más de un 75% en el jugo de agave. Por otra parte, el máximo de 

alcohol isoamílico (sustrato de acetato de isoamilo), coincide con el máximo de acetato de isoamilo 

para la cepa ME4a. En ambos casos la cepa ME4a alcanza los mayores niveles de producción.  

El acetaldehído que es intermediario de la síntesis de etanol (Ver Ilustración 1), muestra su 

máximo con la cepa ME4a a 250 rpm en el jugo de agave, alcanzando casi 2.5 veces más de 

producción que su segundo más cercano (Ilustración 11). Está máxima producción de acetaldehído, 

sugiere una síntesis deficiente de etanol. Por lo que para mejorar este paso y aumentar la síntesis 

Ilustración 10 Niveles de producción de ésteres por ME4a y GRO3 en dos medios de cultivo a dos velocidades de agitación 

diferentes (100 y 250 rpm) después de 48 h de fermentación del diseño 23. 
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de etanol en futuros trabajos podría adicionarse una fuente de magnesio y hierro, debido a que las 

enzimas involucradas en este paso dependen de estos iones (Gschaedler et al., 2015). 

En el caso del isobutanol se observa que en el medio M12 hay un ligero aumento de su 

producción a 250 rpm con ambas cepas, mientras que en el jugo de agave el efecto de la velocidad 

es distinto en cada cepa. La cepa GRO3 muestra un incremento con el aumento de velocidad a 250 

rpm, mientras que con la cepa ME4a disminuye su producción cuando se incrementa la velocidad. 

 

 

 

 

Ilustración 11 Niveles de producción de alcoholes superiores y acetaldehídos por ME4a y GRO3 en dos medios de 

cultivo a dos velocidades de agitación diferentes (100 y 250 rpm) después de 48 h de fermentación del diseño 23. 
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7.2.1.3 Análisis estadístico  

El análisis estadístico del primer diseño experimental se llevó acabo haciendo uso del 

software Statgraphics Centurion XVII, se realizó un análisis de varianza (ANOVA) de uno y varios 

factores, así como un análisis de prueba múltiple de rangos mediante el procedimiento de diferencia 

mínima significativa (LSD) de Fisher y por último un análisis de superficie de respuesta para las 

variables de respuesta. Se analizó la normalidad de los errores con un nivel de significancia de 

0.05. 

La ¡Error! No se encuentra el origen de la referencia. muestra los rendimientos 

específicos (Ypx) de algunos compuestos volátiles cuantificados en el diseño 23 a las 48 h de 

fermentación. El superíndice indica grupos con diferencias significativas para cada compuesto con 

un valor de p <0,05. Los datos son medias ± desviación estándar de réplicas independientes. La 

mayor parte de la producción de alcoholes y ésteres presentó un aumento considerable en el jugo 

de agave a 250 rpm. Solo la producción de acetaldehído y acetato de etilo con GRO3 fue 

ligeramente superior a 100 rpm en jugo de agave sin mostrar una diferencia estadísticamente 

significativa entre ambas velocidades. En este medio, el acetato de isoamilo y el dodecanoato de 

etilo solo se detectaron al aumentar la velocidad de agitación. Con respecto al medio M12, a 100 

rpm se observó una mayor producción de acetaldehído y acetato de etilo con ambas cepas y se 

detectó una mayor producción de etanol y dodecanoato de etilo con GRO3.  
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Tabla 6 Rendimientos específicos (Ypx) de GRO3 y ME4a en diferentes condiciones de fermentación a 30 ° C 

después de 48 h de fermentación del diseño 23. 

 

Con estos resultados se procedió a realizar un análisis de superficie de respuesta de los 

cuatro ésteres con mayor presencia en las fermentaciones del primer diseño experimental 

(Ilustración 12).   

En la Ilustración 12, se muestran las diferentes superficies de respuesta obtenidas para los 

ésteres producidos por cada una de las cepas de P. kluyveri. En cada respuesta estimada por la cepa 

GRO3, se observa un menor efecto de las variables independientes con respecto a los niveles de 

producción de los distintos ésteres cuantificados ya que no muestran variabilidad con respecto al 

medio de cultivo y la velocidad de agitación.  

Por otra parte, la cepa ME4a muestra una mayor influencia en los niveles de producción de 

ésteres con respecto a la velocidad de agitación y tipo de medio de cultivo. En el caso del jugo de 

agave, se observa una mejor producción de acetato de etilo y acetato de isoamilo, mientras que 

para el medio M12 se observa que hay una mejor producción del butirato de etilo. Específicamente 

en el caso del dodecanoato de etilo, no se observan diferencias significativas con respecto a los 

medios de cultivo.  

 

  Rendimientos Específicos (Ypx) 

  Alcoholes 

Medios Velocidad 
Etanol (g/g) Acetaldehído (mg/g) Isobutanol (mg/g) 

GRO3 ME4a GRO3 ME4a GRO3 ME4a 

Jugo 

Agave 
100 rpm 8.97±0.92c 4.71±0.07a 9.34±0.45c 9.41±0.90c 15.48±0.4c 8.53±0.15b 

250 rpm 11.34±0.1d 6.66±0.05b 8.32±0.63c 21.14±0.5d 33.96±0.0d 54.67±1.9e 

M12 
100 rpm 8.47±0.62c 3.97±0.12a 6.86±0.20b 5.84±0.07b 6.37±0.33b 4.52±0.12a 

250 rpm 3.28±0.16a 4.18±0.55a 3.96±0.63a 3.41±0.06a 8.23±0.06b 13.35±0.20c 

  Ésteres 

Medios Velocidad 
Acetato de Etilo (mg/g) Acetato de isoamilo (mg/g) Etil dodecanoate (mg/g) 

GRO3 ME4a GRO3 ME4a GRO3 ME4a 

Jugo 

Agave 
100 rpm 34.53±4.42c 37.99±0.84c 0a 0a 0a 0a 

250 rpm 31.96±1.13c 77.1±12.5e 2.11±0.2b 6.19±0.2c 2.13±0.24c 4.62±0.33d 

M12 
100 rpm 51.21±6.59d 106.99±2.5f 0a 0a 1.95±0.60b 1.52±0.26b 

250 rpm 4.70±0.47a 22.92±1.3b 0a 2.19±0.14b 1.48±0.44b 3.74±0.79d 
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Ilustración 12 Superficies de respuesta estimada de la síntesis de ésteres a las 48h del diseño experimental 23. Eje “x” 

velocidad de agitación (100rpm y 250rpm), el eje “z” es el medio de cultivo (M12=químicamente definido y JA=jugo de 

agave), el eje “y” es el nivel de concentración de cada éster. 
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El aumento de producción de ésteres en el jugo de agave puede deberse a condiciones 

estresantes, ya que se ha reportado que diversas condiciones de estrés, pueden promover la síntesis 

de ésteres (Beltran et al., 2008; Christiaens et al., 2014; Molina-Guerrero et al., 2007), y en el caso 

del jugo de agave hay presencia de furfurales (Segura-García et al., 2015), los cuales podrían influir 

en dicho estrés.  

 El papel del metabolismo del oxígeno en la síntesis de ésteres sigue siendo controvertido, 

algunos autores han encontrado que las condiciones aeróbicas favorecen la síntesis de algunos 

ésteres (Gao et al., 2015b; Rojas et al., 2001), mientras que otros han descrito que las condiciones 

semianaeróbicas maximizan la expresión de genes involucrados en la síntesis de ésteres 

(Verstrepen et al., 2003c). Sin embargo, algunos otros han informado que la formación de ésteres 

etílicos y acetatos es inhibida por el oxígeno, en cepas de S. cerevisiae (Saerens et al., 2010; Sumby 

et al., 2010). En las superficies de respuesta, se observó un aumento considerable en la producción 

de éster al aumentar la velocidad de agitación, los ejemplos más claros son las concentraciones de 

acetato de etilo, acetato de isoamilo y dodecanoato de etilo. Este comportamiento concuerda con 

reportes anteriores, donde la producción de ésteres en K. marxianus se ve favorecida en 

condiciones de micro aireación, las cuales son promovidas por la velocidad de agitación (Gao et 

al., 2015b; Rojas et al., 2001).  

En algunas cepas de S. cerevisiae, se ha informado que las condiciones aeróbicas pueden 

estimular la fermentación alcohólica, al promover el crecimiento celular, la viabilidad y la 

actividad fermentativa a través de la biosíntesis de esteroles y ácidos grasos insaturados (UFA) 

(Blateyron et al., 2001; Fornairon-Bonnefond et al., 2003). Este metabolismo oxidativo da como 

resultado una mayor formación de los principales metabolitos producidos durante la fermentación 

(Contreras et al., 2015; Morales et al., 2015). Por ejemplo, Canonico et al. (2019) reportaron una 

mayor producción de compuestos volátiles en fermentaciones de vino aireadas y secuenciales 

usando levaduras no-Saccharomyces con S. cerevisiae, especificando que el efecto de la aireación 

en los perfiles aromáticos depende de la cepa de levadura. Asimismo, Shekhawat et al. (2017) 

reportaron un aumento en la viabilidad de levaduras no-Saccharomyces en cultivos mixtos con S. 

cerevisiae, cuando se airearon las fermentaciones del vino. Por lo cual, se seleccionó la velocidad 

de 250 rpm como parámetro, para el siguiente diseño experimental. 
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7.2.2 Diseño experimental 2x2x3 

El objetivo del segundo diseño experimental fue evaluar la influencia de la temperatura en 

la fermentación, ya que el papel de la temperatura en la síntesis de ésteres aún no está claro. Los 

factores para el segundo diseño experimental (2x2x3) fueron: cepas, medios de cultivo y tres 

temperaturas de fermentación. Al igual que en el primer diseño experimental, las muestras se 

tomaron a las 0, 24, 48 y 120 h. Del mismo modo que en el primer diseño experimental, en algunas 

configuraciones del segundo diseño se alcanzó a consumir la totalidad del sustrato en 48h, y en 

este tiempo se observó el máximo de algunos de los compuestos volátiles cuantificados (Ver anexo 

Imágenes), por lo que se procederá a mostrar los resultados de este diseño también a las 48 h de 

fermentación. 

 

7.2.2.1 Crecimiento celular  

En la Ilustración 13, se muestran los niveles de crecimiento celular del segundo diseño 

experimental 2x2x3. Se observa que los mayores crecimientos de ambas cepas se obtuvieron en el 

medio M12 en las 3 temperaturas. En promedio, la biomasa fue 38,9% y 29,4% mayor en el medio 

M12 que en el jugo de agave para GRO3 y ME4a respectivamente. 

 

Ilustración 13 Niveles de crecimiento celular de ME4a y GRO3 en dos medios de cultivo a tres diferentes 

temperaturas (20, 25 y 30°C) después de 48 h de fermentación del diseño 2x2x3.  
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La mayor producción de biomasa fue de 5.37±0.09 g/L para GRO3 a 20°C y 25°C, mientras 

que para ME4a, se obtuvieron 4.58±0.09 g/L a 20°C. Además, se observa una ligera tendencia de 

incremento en la producción de biomasa conforme disminuye la temperatura en ambos medios de 

cultivo y con ambas cepas.  

7.2.2.2 Consumo de sustrato 

La Ilustración 14 muestra los niveles de consumo de sustrato del diseño experimental 

2x2x3. El punto de mayor interés, son los consumos de GRO3 en el jugo de agave a 30 y 25°C, 

debido que son las únicas condiciones a las que se consume la totalidad de la fuente carbón del 

medio a las 48 h, y no corresponden a las condiciones con el mayor crecimiento celular, lo cual 

sugiere una desviación del metabolismo hacia alguna otra ruta metabólica. De igual manera, solo 

ME4a en jugo de agave a 30 y 25°C, y GRO3 en jugo de agave a 20°C y en medio M12 a 30°C, 

consumen la totalidad de la fuente de carbono a las 120 h. Todas las demás condiciones de cultivo 

presentaron sustrato residual.  

En general, se observó un menor consumo de sustrato cuando la temperatura en el jugo de 

agave disminuyó para ambas cepas, mientras que para el medio M12 se observó un ligero aumento 

en el consumo al disminuir la temperatura. 

 

Ilustración 14 Niveles de sustrato residual de ME4a y GRO3 en dos medios de cultivo a tres diferentes temperaturas 

(20, 25 y 30°C) después de 48 h de fermentación del diseño 2x2x3. 
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La relación de los niveles de crecimiento y consumo de sustrato se observa en la Ilustración 

15, la cual muestra los rendimientos de producción de biomasa por unidad de masa de sustrato 

consumida (Yxs) del diseño experimental 2x2x3. Se observa una leve tendencia para ambas cepas 

y medios debido a que a medida que incrementa la temperatura disminuye el rendimiento de 

producción de biomasa. Distinguiéndose los mayores rendimientos para la cepa ME4a en jugo de 

agave a 20°C. En el medio M12 para ambas cepas no se alcanza a percibir una influencia de la 

temperatura en los rendimientos. 

 

7.2.2.3 Producción de metabolitos 

La Ilustración 16a muestra la producción de etanol, observando que los mayores niveles de 

producción se obtuvieron con la cepa GRO3 en jugo de agave a 30°C, esta producción es casi un 

cuarto más que la obtenida con la misma cepa y medio, pero a 25°C. Estos puntos concuerdan con 

la cinética del consumo de sustrato, en las que se identificó que se había consumido la totalidad 

del sustrato. Enfocando el análisis en estos casos donde la única variable es la temperatura, se 

observa una clara diferencia en la producción de etanol, pero no en el consumo de sustrato, por lo 

que podríamos suponer que la temperatura puede dirigir el metabolismo a la producción de ciertos 

Ilustración 15 Rendimientos específicos de producción de biomasa por unidad de masa de sustrato (Yxs), de 

ME4a y GRO3 en dos medios de cultivo a tres diferentes temperaturas (20, 25 y 30°C) después de 48 h de 

fermentación del diseño 2x2x3. 
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compuestos volátiles. Para GRO3 y ME4a, la mayor producción de etanol se observó en el medio 

de jugo de agave a 30°C, 38.64±0.39 g/L y 22,12±0.78 g/L, respectivamente.  

La producción de etanol por GRO3 fue superior a la obtenida con S. cerevisiae, y algunas 

otras levaduras no-Saccharomyces como Kazachstania gamospora, Zygosaccharomyces 

kombuchaensis, Torulaspora delbrueckii, Metschnikowia pulcherrima y Lachancea 

thermotolerans en la fermentación de Sauvignon Blanc y mosto Syrah, en el mismo tiempo de 

fermentación (Beckner Whitener et al., 2015). Asimismo, esta concentración fue superior a la 

obtenida con Hanseniaspora jacobsenii y Candida ethanolica en monocultivo y co-cultivo de jugo 

de mango y en la producción de vino de arándano por S. cerevisiae al mismo tiempo de 

fermentación, respectivamente (Coulibaly et al., 2020). También, esta concentración es 2.4 veces 

más elevada que la máxima producción obtenida por S. cerevisiae en fermentación continua en 

jugo de agave (Iñiguez-Muñoz et al., 2019), y solo 14% menor que la obtenida por Amaya-Delgado 

et al. (2013), con la misma cepa GRO3 en jugo de agave pero en una fermentación en un biorreactor 

nivel industrial. 

La producción específica de etanol se presenta la Ilustración 16b. Se puede observar un 

mayor rendimiento en el jugo de agave para ambas cepas, y una ligera tendencia de aumento con 

respecto al incremento en la temperatura. Por otra parte, para el medio M12 no se distingue ningún 

patrón con respecto a la temperatura con ambas cepas.  

 

 

Ilustración 16 Producción de etanol de ME4a y GRO3 en dos medios de cultivo a tres diferentes temperaturas (20, 

25 y 30°C) después de 48 h de fermentación del diseño 2x2x3. a) Nivel de producción de etanol, b) Rendimientos 

específicos de producción de etanol respecto a la cantidad de biomasa.  

a) b) 
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En producción y rendimiento de etanol se observa un comportamiento similar en todos los 

casos del diseño experimental, con lo que podríamos suponer que la producción de etanol es 

directamente proporcional al rendimiento especifico de etanol con respecto a la cantidad de 

biomasa.   

Los niveles de producción de los ésteres con mayores niveles detectados en el diseño 

experimental 2x2x3 se presentan en la Ilustración 17. Observando la producción de cada uno de 

los ésteres, es complicado determinar cuál es el efecto de la temperatura en la síntesis de cada uno, 

por lo que primeramente se identificaron los puntos máximos de producción para cada compuesto. 

El acetato de etilo tiene su máximo nivel de producción con la cepa GRO3 a 20°C en jugo 

de agave. Por otra parte, el acetato de isoamilo, tiene su máximo nivel de producción con la cepa 

ME4a a 30°C en jugo de agave, alcanzando niveles de más del 25% que los obtenidos con las 

demás temperaturas en estas mismas condiciones (cepa y medio).  

 

Ilustración 17 Niveles de producción de ésteres por ME4a y GRO3 en dos medios de cultivo a tres diferentes temperaturas 

(20, 25 y 30°C) después de 48 h de fermentación del diseño 2x2x3. 
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El único etil éster de ácido graso que se detectó, fue el dodecanoato de etilo, el cual, no 

alcanza un máximo a lo largo de la cinética, sino que se observa una tendencia a incrementar su 

producción con la cepa ME4a en jugo de agave a 25°C hasta las 120h, sin embargo, solo a esta 

temperatura muestra esta tendencia y para las demás temperaturas se alcanza el máximo de 

producción a las 48 horas de fermentación.  

El último éster que se detectó en altas concentraciones fue el butirato de etilo, el cual es el 

único que incrementa su producción en el medio M12 para ambas cepas. Para este éster se alcanzó 

su máximo nivel a las 48 horas con ambas cepas a 30°C y 20°C para ME4a y solo a 20°C para 

GRO3. 

 

 

 

Ilustración 18 Niveles de producción de alcoholes superiores y acetaldehídos por ME4a y GRO3 en dos medios de cultivo 

a tres diferentes temperaturas (20, 25 y 30°C) después de 48 h de fermentación del diseño 2x2x3. 
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Con respecto a los alcoholes superiores y acetaldehídos (Ilustración 18), tanto el alcohol 

isoamílico y como el isobutanol, muestran sus mayores niveles de producción con la cepa ME4a a 

30°C en el jugo de agave.  

Se observa un crecimiento lineal de producción de ambos alcoholes con respeto al aumento 

de temperatura en ambas cepas, mientras que en el medio M12 no se distingue el posible efecto de 

la temperatura. 

 En el caso del acetaldehído, se tiene la máxima concentración con la cepa ME4a en jugo 

de agave a 30°C, alcanzando una concentración de 70.23 ± 3.2 mg/l, este punto coincide con el la 

producción máxima obtenida en el primer diseño experimental, reafirmando que se requieren 

adicionar nutrientes como fierro y magnesio como estrategia para aumentar la síntesis de etanol 

con ME4a.  

Por último, el isobutiraldehído, un metabolito río abajo en la síntesis de isobutanol, solo en 

las fermentaciones en jugo de agave se detectan cambios en su concentración, siendo a 20°C donde 

se obtienen las mayores concentraciones para ambas cepas. 

Posteriormente se realizó un análisis de superficie para identificar el tipo de efecto que tiene 

la temperatura en la producción de los diferentes ésteres. 

7.2.2.4 Análisis estadístico del segundo diseño experimental. 

Para el análisis estadístico de los resultados del segundo diseño experimental se realizaron 

los análisis de varianza, normalidad y superficie como se menciona en la sección de Métodos. Se 

presenta el análisis de los datos a las 48h de fermentación del segundo diseño experimental 

(2x2x3). Los rendimientos específicos (Ypx) de los volátiles con mayor presencia de las cepas de 

P. kluyveri en el segundo diseño 2x2x3 se presentan en la Tabla 7. 
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Tabla 7 Rendimientos específicos (Ypx) de GRO3 y ME4a a diferentes temperaturas a 250 rpm después de 48h de 

fermentación del diseño 2x2x3. 

 

El superíndice indica grupos con diferencias significativas para cada compuesto con un valor de p <0,05. Los datos son medias ± 

desviación estándar de réplicas independientes. 
 

En general, ambas cepas aumentaron la producción de alcoholes a 30°C con el jugo de 

agave. Sin embargo, en este mismo medio, la producción de ésteres fue mayor a 20°C, siendo la 

producción de acetato de isoamilo con ME4a la única excepción.  

Por otro lado, en el medio M12 los rendimientos de ésteres producidos por ME4a fueron 

superiores a los obtenidos por la cepa GRO3, encontrándose así diferencias significativas entre 

cepas de la misma especie en las mismas condiciones de fermentación.  

Los mayores rendimientos en la producción de ésteres se obtuvieron en el jugo de agave.  

En todos los casos la biomasa aumentó con temperaturas más bajas por lo que debería haber un 

mayor consumo de sustrato a esta temperatura, lo que se confirmó en el medio M12, pero no en el 

jugo de agave.  

 Rendimiento especifico (Ypx) 

 

Alcoholes 

Etanol (g/g) Acetaldehído (mg/g) Isobutanol (mg/g) 

GRO3 ME4a GRO3 ME4a GRO3 ME4a 

Jugo 

Agave 

20°C 6.27±0.4f 3.05±0.1a,b 5.33±1.0c 1.92±0.1a 18.05±1.0c 17.19±0.1c 

25°C 8.45±0.6g 3.76±0.4c,d 8.31±0.5d 3.49±0.5b 27.25±0.1e 24.15±1.0d 

30°C 11.34±0.1h 6.66±0.1f 8.32±0.6d 21.14±0.4e 33.96±0.0f 54.67±1.9g 

M12 

20°C 4.61±0.2e 3.83±0.0c,d 3.73±0.2b 3.66±0.3b 12.75±0.8b 11.75±0.0b 

25°C 2.92±0.1a,b 2.64±0.2a 8.47±0.3d 6.43±0.6c 7.94±0.3a 8.4±2.6a 

30°C 3.28±0.2b,c 4.18±0.6d,e 3.96±0.6b 3.41±0.1b 8.23±0.1a 13.35±0.2b 

  Ésteres 

 
Acetato de etilo (mg/g) 

Acetato de isoamilo 

(mg/g) 
Etil dodecanoato (mg/g) 

GRO3 ME4a GRO3 ME4a GRO3 ME4a 

Jugo 

Agave 

20°C 163.5±0.3i 106.77±2.7h 3.97±0.3e 4.31±0.6e 5.28±0.2d 5.34±0.9d 

25°C 57.7±3.8e 18.11±0.9b 2.26±0.4c 4.09±0.1e 3.8±0.5c 4.68±0.5c,d 

30°C 31.96±1.1c 77.05±12.5f 2.11±0.2c 6.19±0.2f 2.13±0.2 a,b 4.62±0.3 c,d 

M12 

20°C 56.24±0.2e 96.06±1.3g 0.85±0.2b 3.04±0.1d 2.51±0.8b 1.55±0,2a,b 

25°C 39.54±3.8c,d 45.74±1.0d 0a 0a 1.9±0.0 a,b 1.219±0.4a 

30°C 4.70±0.5a 22.92±1.3b 0a 2.19±0.1c 1.48±0.4 a,b 3.74±0.8c 
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Esto sugiere que el jugo de agave favorece un metabolismo secundario, lo cual se corrobora 

con los niveles de producción de los compuestos volátiles, por lo tanto, podríamos suponer que los 

inhibidores y componentes que no fueron caracterizados en el jugo de agave inducen el 

metabolismo secundario de estas cepas.  

Por otro lado, los medios naturales y sintéticos se han evaluado en otros tipos de 

fermentaciones, encontrando que el uso de fuentes complejas de nitrógeno hace que la producción 

de aromas sea impredecible (Fairbairn et al., 2017; Gschaedler et al., 2015). Sin embargo, los 

cambios en las concentraciones relativas de ciertos aminoácidos pueden afectar directamente la 

formación de compuestos aromáticos, independientemente de la complejidad de las interacciones 

metabólicas entre el metabolismo del carbono y el nitrógeno (Fairbairn et al., 2017). 

Los mayores rendimientos de isobutanol, alcohol isoamílico y acetaldehído, coinciden con 

los máximos niveles de producción. Con lo cual, podemos suponer que el aumento del nivel de 

producción de determinados volátiles es directamente proporcional al rendimiento especifico de 

producción de éste. Para comprender mejor los efectos de los medios de cultivo y la temperatura 

sobre la producción de ésteres, se llevó a cabo un análisis de superficie de respuesta. En la 

Ilustración 19 se muestran las superficies de respuesta estimadas de la producción de ésteres por 

las cepas de P. kluyveri GRO3 y ME4a, del diseño 2x2x3.  

La influencia de la temperatura de fermentación para la cepa GRO3 muestra una tendencia 

lineal en ambos medios de cultivo. Es decir, la síntesis de ésteres aumenta significativamente con 

una tendencia lineal al disminuir la temperatura de fermentación. Esto concuerda con el efecto de 

la temperatura sobre la síntesis de ésteres por las cepas de S. cerevisiae y Kloeckera apiculata 

reportado previamente (Beltran et al., 2008; Erten, 2002; Iñiguez-Muñoz et al., 2019; Molina et 

al., 2007). Por otro lado, para la cepa ME4a se observó un efecto de curvatura con respecto a la 

temperatura, mostrando una respuesta similar a una función de tipo cóncavo hacia arriba. 
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El acetato de isoamilo, es el único éster que aumenta su concentración con el aumento de 

temperatura en el jugo de agave utilizando ME4a, lo que concuerda con las condiciones de 

producción de éster reportadas por Saerens et al. (2008). Para este éster se obtuvo una 

concentración máxima de 20.54±0.23 mg/L con ME4a a 30°C. El nivel de producción fue tres 

órdenes de magnitud superior a las concentraciones reportadas con diferentes levaduras en 

diferentes fermentaciones alcohólicas (Beckner Whitener et al., 2015; Kong et al., 2019; Liu et al., 

2019; Liu et al., 2016; Lorenzini et al., 2019; Sadoudi et al., 2012; Segura-García et al., 2015), y 

el doble de producción que P. anomala en medio sintético (Rojas et al., 2001).  

Por otra parte, el acetato de etilo alcanzó la máxima producción con la cepa GRO3 en jugo 

de agave a 20°C (626.01±16.95 mg/L). Este nivel de producción fue cuatro órdenes de magnitud 

superior a las concentraciones reportadas con otras levaduras no-Saccharomyces en diferentes 

Ilustración 19 Superficies de respuesta estimada de la producción de ésteres del diseño 2x2x3. ME4a derecha, GRO3 

izquierda. Eje "x" Temperatura (° c), eje "z" medio de cultivo (M12 y JA = jugo de agave), eje "y" nivel de 

concentración estimada de cada éster (mg / L). 
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fermentaciones alcohólicas (Beckner Whitener et al., 2015; Kong et al., 2019; Liu et al., 2019; 

Moreira et al., 2005) y similar a los niveles de producción de P. kluyveri en medio sintético 

(Segura-García et al., 2015) y fermentación maloláctica con Oenococcus oeni (Knoll et al., 2011). 

Sin embargo, no se recomienda utilizar cepas con altos niveles de producción de acetato de etilo 

en las bebidas alcohólicas (Rêgo et al., 2020), debido a que pueden afectar negativamente al aroma 

y sabor. Para el caso del dodecanoato de etilo, la mayor producción fue de 20.2±4.16 mg/L a 20°C 

en jugo de agave, sin tener una diferencia significativa entre cepas. Esta concentración es tres 

órdenes de magnitud superior a las obtenidas por P. fermentans y S. cerevisiae en la fermentación 

mixta de uva espina china (Kong et al., 2019) y casi 10 veces más que la producida en la 

fermentación mixta de jugo de manzana de anarcado con Hanseniaspora opuntiae y S. cerevisiae 

(Rêgo et al., 2020). Estos resultados sobresalientes en la producción de ésteres, especialmente de 

acetato de isoamilo y dodecanoato de etilo, combinados con una fermentación eficiente y una 

producción de etanol relativamente alta, potencian estas cepas de P. kluyveri como candidatas para 

estudios fisiológicos, genéticos y de biosíntesis de ésteres de acetato y etil ésteres de ácidos grasos. 

Algunos autores han informado que la síntesis de ésteres aumenta con la disminución de la 

temperatura de fermentación (Beltran et al., 2008; Erten, 2002; Iñiguez-Muñoz et al., 2019; Molina 

et al., 2007) y algunos otros han descrito un efecto negativo sobre síntesis de ésteres derivados de 

una baja temperatura de fermentación (Llaurado et al., 2002; Saerens et al., 2008). En el presente 

trabajo hemos encontrado que la temperatura juega un papel importante en la síntesis de ésteres, 

sin embargo, depende de la cepa y condición de fermentación, por lo tanto, se debe especificar el 

éster de interés para poder seleccionar la cepa y condiciones de fermentación adecuadas. 

Por otra parte, las diferencias en la producción de ésteres entre las cepas mostradas en el 

presente trabajo podrían explicarse por los niveles de sobreexpresión de genes clave, ésta idea se 

basa en trasladar los resultados publicados en otros estudios donde se ha realizado la 

sobreexpresión y deleción de algunos genes implicados en la síntesis de ésteres (Fujii et al., 1996b; 

Fukuda et al., 1998b; Lilly et al., 2000; Verstrepen et al., 2003c). Por ejemplo, Verstrepen et al. 

(2003c) encontraron que en S. cerevisiae los genes ATF1 y ATF2 son los responsables de la síntesis 

total de acetato de isoamilo, acetato de pentilo, acetato de hexilo, acetato de heptilo y acetato de 

feniletilo, pero solo responsables del 50% de producción de acetato de etilo, acetato de propilo y 

acetato de isobutilo, suponiendo en su tiempo de la presencia de otros genes implicados en la 

síntesis de éstos ésteres.  
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Por otra parte, Kruis et al. (2018a),  encontraron que en una cepa de S. cerevisiae con los 

seis genes deletados que se conocen de la síntesis de ésteres (ATF1, ATF2, EHT1, 

EEB1,EAT1,IMO32), aún presentaba producción de acetato de etilo, concluyendo que 

posiblemente S. cerevisiae tiene otros mecanismos para la producción de acetato de etilo y acetato 

de isoamilo, que podrían incluir AAT desconocidos o diferentes reacciones enzimáticas. Así 

mismo,van Rijswijck et al. (2019) encontraron que C. fabianii carece de un homólogo de Atf1, 

mientras que P. kudriavzevii carecía de homólogos de ATF1 y ATF2, siendo EAT1 el único 

miembro conocido de la familia ATT en la especie de P. kudriavzevii.  

Sin embargo, los resultados hasta el momento del presente trabajo nos muestran que el 

metabolismo de P. kluyveri es bastante diferente al de otras cepas, por lo que se requieren análisis 

genómicos y transcriptómicos para comprender mejor su comportamiento 

Una vez identificadas las condiciones que aumentan las producciones de ésteres, se realizó 

un análisis de medias para identificar los niveles con mayores diferencias en la producción de 

ésteres. Este análisis permitirá seleccionar las condiciones que se usarán en el sistema de mini 

biorreactores. 

7.2.3 Análisis de Medias 

Para el análisis de medias se procedió a realizar el análisis de la influencia de cada factor 

para cada cepa. En la Ilustración 20, se muestra la interacción de las variables independientes del 

diseño experimental 23 con respecto a la producción de ésteres para ambas cepas de P. Kluyveri. 

En el caso de la producción de acetato de etilo se distingue el mismo efecto de la velocidad y 

medios. Se observó un efecto positivo en su producción al utilizar jugo de agave y aumentar la 

velocidad, y un efecto negativo en el medio M12 al aumentar la velocidad. El mayor impacto se 

obtuvo en el jugo de agave utilizando la cepa ME4a, con un incremento en la producción de 

aproximadamente 5 veces más a 250 rpm que a 100 rpm.  

Por otra parte, la producción de acetato de isoamilo muestra la mayor diferencia de todas 

las condiciones del diseño en el jugo de agave con la cepa ME4a, aumentando de cero a más de 20 

mg/l a 250 rpm. El butirato de etilo es el único éster en el que el aumento de su producción es 

mayor en el medio M12, incrementando la producción con ME4a poco más de 5 veces a 250 rpm 

que a 100 rpm.  



Página 71 de 96 

 

Así mismo para el dodecanoato de etilo, no se observan diferencias significativas entre los 

medios para ambas cepas, pero si un incremento de su producción de casi 15 veces más con ME4a 

a 250 rpm que a 100 rpm.  

Para el segundo diseño experimental se realizó el mismo análisis de medias. En la 

Ilustración 21, se observa que el mayor incremento de producción de acetato de etilo fue de 6 veces 

con la cepa GRO3 en jugo de agave a 20°C. 

Por otra parte, las mayores concentraciones de aceto de isoamilo para ambas cepas fueron 

con el jugo de agave, teniendo un incremento de poco más del doble al disminuir la temperatura 

de 30°C a 20°C con GRO3, mientras que ME4a tiene un aumento de un 30% de su producción al 

incrementar la temperatura de 20°C a 30°C. 

Para el butirato de etilo se corrobora que su producción es mayor en el medio M12, que en 

el jugo de agave. Para GRO3 hay un aumento al disminuir la temperatura en este medio, sin 

embargo, pasa lo contrario con el jugo de agave. En el caso del dodecanoato de etilo, la producción 

se incrementa 2.5 veces con GRO3 en el jugo de agave, al disminuir la temperatura de 30°C a 

20°C. 



Página 72 de 96 

 

 

 

Ilustración 20 Gráficas de medias del diseño 23, empleando el procedimiento de diferencia mínima significativa 

(LSD) de Fisher con un nivel de confianza del 95.0%. En azul el medio M12 en rojo el jugo de agave (JA) 
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Ilustración 21 Gráficas de medias del diseño 2x2x3, empleando el procedimiento de diferencia mínima significativa 

(LSD) de Fisher con un nivel de confianza del 95.0%. En azul el medio M12 en rojo el jugo de agave (JA) 
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Debido a que los mayores incrementos de producción fueron dados por el cambio de 

velocidad y con el cambio de temperatura de 20 y 30°C, se procedió a realizar las cinéticas en los 

mini biorreactores Applikon® usando estos niveles. Así mismo, debido a que las mayores 

producciones fueron en el jugo de agave este medio fue el utilizado, como único medio de cultivo.  

7.3 Sistema de mini biorreactores. 

Las cinéticas en los mini biorreactores, fueron llevada a cabo como se menciona en la 

sección de metodología del presente trabajo. Considerando que los sistemas de fermentación son 

completamente distintos, se procedió primeramente a realizar cinéticas por 72h variando la 

temperatura y posteriormente la velocidad de agitación, con el objetivo de identificar qué condición 

influye en mayor medida la producción de ésteres en este sistema. 

7.3.1 Efecto de la temperatura. 

En la Ilustración 22 que muestran las cinéticas de ambas cepas a diferentes temperaturas, 

con una agitación de 400 rpm. Se observa una fase “lag” más larga en las cinéticas a 20°C, llegando 

hasta 8 horas de fermentación, mientras que en las cinéticas a 30°C esta etapa se reduce, en la 

mayoría de los casos a 4 horas. Por otra parte, en las fermentaciones a 20°C no se alcanza a observar 

un estado estacionario, mientras que en las cinéticas a 30°C este nivel se alcanza aproximadamente 

a las 39 horas de fermentación. Aunque se tiene un crecimiento más lento a 20°C, a esta 

temperatura se alcanzan concentraciones mayores de biomasa que a 30°C, con un incremento del 

35.3% y 53.3% para GRO3 y ME4a respectivamente. Este efecto también fue observado en las 

micro fermentaciones, sin embargo, en el primer sistema la cantidad de biomasa fue casi el doble. 

Para el caso del etanol, no se alcanza un máximo de producción a 20°C, sino que muestra 

un incremento casi lineal a lo largo de la fermentación. Por otra parte, las fermentaciones a 30°C 

alcanzan un máximo a las 48 horas, manteniéndose casi constante en las horas posteriores. 
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Ilustración 22 Cinéticas de crecimiento de GRO3 y ME4a en el sistema de mini biorreactores en jugo de agave a 400 

rpm a dos diferentes temperaturas 20°C y 30°C. 
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Con respecto a las producciones de ésteres, en ninguna de las dos temperaturas se alcanzó 

el 50% de la producción máxima obtenida para acetato de isoamilo, ni dodecanoato de etilo que la 

obtenida en el sistema micro fermentativo. Sin embargo, las producciones de acetato de etilo y 

butirato de etilo a 30°C fueron similares. Por estas diferencias, se procedió a realizar el análisis de 

medias de estas variables. 

7.3.1.1 Análisis de media 

El análisis de medias se muestra en la Ilustración 23. Se observa una diferencia significativa 

de la temperatura de fermentación únicamente para la síntesis de butirato de etilo con la cepa 

ME4a, con un cambio de 1.5 veces más a 30°C que a 20°C. Este efecto de incremento en la 

producción de butirato de etilo con respecto al incremento de la temperatura se observó con esta 

misma cepa en las micro fermentaciones. 

 

Ilustración 23 Gráficas de medias de GRO3 y ME4a en el sistema de mini biorreactores, variando la temperatura de 

fermentación (20 y 30°C). Empleando el procedimiento de diferencia mínima significativa (LSD) de Fisher con un 

nivel de confianza del 95.0% 
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De igual manera, para el dodecanoato de etilo se observa un incremento de 3.3 veces más 

a 20°C que a 30°C con la cepa GRO3, también este efecto de incremento con respecto a la 

disminución de la temperatura se corrobora con los resultados obtenidos en las micro 

fermentaciones, sin embargo, teniendo un menor efecto en este sistema.  

7.3.2 Efecto de la velocidad de agitación 

En la Ilustración 24 se presentan las cinéticas de crecimiento de ambas cepas de P. kluyveri 

a 30°C a dos diferentes velocidades de agitación. Se observa un incremento de producción de 

biomasa y consumo de sustrato por ambas cepas, al aumentar la velocidad a 900 rpm, alcanzando 

a consumir casi la totalidad del sustrato a las 48 horas de fermentación. Así mismo se observa un 

estado estacionario después de 39 horas de fermentación.  

Por otra parte, ambas cepas alcanzan su punto máximo de producción de etanol al aumentar 

la velocidad de agitación a 900 rpm, obteniendo 29.0 ± 0.35 g/l y 25.95 ± 0.6 g/l para GRO3 y 

ME4a, respectivamente a las 48 horas de fermentación.  

Dichos niveles máximos de producción de etanol corresponden a una producción de 25% 

menos y 17.3% más, que las producciones de etanol obtenidas en el sistema de micro fermentación 

con GRO3 y ME4a, respectivamente. Estas diferencias de pueden  relacionarse a otros factores 

presentes en los reactores, por ejemplo, el estrés por corte debido a la agitación mecánica con un 

impulsor (Stoupis et al., 2018). 
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Ilustración 24 Cinéticas de crecimiento de GRO3 y ME4a en el sistema de mini biorreactores en jugo de agave a 30°C 

a dos diferentes velocidades 400 rpm y 900 rpm. 
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7.3.2.1 Análisis de medias 

El análisis de medias del cambio de velocidad de agitación para ambas cepas en el sistema 

de mini biorreactores se presenta en la Ilustración 25. Se pueden observar que la velocidad de 

agitación influye más en la síntesis de ésteres que la temperatura.  

 

Para el acetato de etilo, el único impacto en la producción se obtuvo con la cepa ME4a, 

incrementando la producción de éste en un 11.36% al pasar de 400 rpm a 900 rpm. En el caso de 

GRO3 no se observa un efecto en la producción de acetato de etilo con respecto a la velocidad en 

estas condiciones de operación, siendo un comportamiento similar al obtenido en el sistema de 

micro fermentación, considerando la variabilidad de los datos.  

Por otra parte, para el acetato de isoamilo, se observa el mayor incremento con la cepa 

ME4a, incrementando poco más de cuatro veces su producción a 900 rpm. Para el butirato de etilo, 

no se observan diferencias en su producción con respecto a la velocidad de agitación para ambas 

Ilustración 25 Gráficas de medias de GRO3 y ME4a en el sistema de mini biorreactores, variando la velocidad de 

agitación (400 y 900 rpm). Empleando el procedimiento de diferencia mínima significativa (LSD) de Fisher con un 

nivel de confianza del 95.0% 
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cepas. Este efecto también es el mismo que el obtenido en el sistema de micro fermentación, en el 

jugo de agave.   

Por último, la producción del dodecanoato de etilo, incrementa con ambas cepas, 

alcanzando un incremento del doble para GRO3 y un incremento de 3.4 veces más con ME4a 

incrementando la velocidad a 900rpm. Este incremento de mayor proporción para una cepa que 

para otra por la velocidad de agitación también es similar al obtenido en el sistema de micro 

fermentación. 

Las máximas producciones de acetato de etilo fueron de 224.48 ± 5.59 y 137.66 ± 4.9 mg/l, 

con ME4a y GRO3 respectivamente a 900 rpm. Las máximas concentraciones de acetato de 

isoamilo fueron de 23.83 ± 0.69 y 8.3 ± 0.58 mg/l, con ME4a y GRO3 respectivamente a 900 rpm. 

Las máximas concentraciones de butirato de etilo fueron de 7.72 ± 0.46 y 7.09 ± 0.01 mg/l, con 

ME4a y GRO3 respectivamente a 900 rpm. Y las máximas concentraciones de dodecanoato de 

etilo fueron de 16.7 ± 1.0 y 9.01 ± 0.01 mg/l, con ME4a y GRO3 respectivamente a 900 rpm. 

Todos estos máximos niveles de producción coinciden con los máximos niveles alcanzados con 

ambas cepas a 30°C en jugo de agave, a 250rpm en el sistema de micro fermentación.  

Sin embargo, las producciones a 400 rpm del sistema de mini biorreactores y las del sistema 

de micro fermentación a 100 rpm, no alcanzan los mismos niveles como ya se ha discutido. A pesar 

de esto, los cambios de la velocidad de agitación propician los mayores cambios de producción de 

la mayoría de los ésteres, por lo que estas condiciones podrían ser las propicias para realizar un 

análisis de expresión diferencial en la síntesis de estos ésteres. 

En resumen, para las micro fermentaciones, el jugo de agave fue el medio que promovió 

en mayor medida la producción de ésteres para ambas cepas. A excepción del butirato de etilo, que 

mostro los mayores niveles de producción en el medio M12. El incremento de la velocidad de 

agitación redujo el tiempo de fermentación e incremento la producción de ésteres, incrementando 

en mayor medida la producción de esteres por ME4a que por GRO3. Por otra parte, el cambio de 

temperatura de fermentación incremento en mayor medida la producción de ésteres por GRO3 que 

por ME4a. Los mayores niveles de producción de ésteres se obtuvieron con la cepa ME4a en jugo 

de agave a 250 rpm y 30°C.  

Por otra parte, para las fermentaciones en los mini biorreactores los mayores niveles de 

producción de ésteres fueron los obtenidos con la cepa ME4a. El aumento de la velocidad de 

agitación incremento en mayor medida la producción de ésteres que el cambio de la temperatura 
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de fermentación con ambas cepas. Solo el butirato de etilo incrementó considerablemente al 

disminuir la temperatura de fermentación con GRO3. 

8 Conclusiones 

Las cepas de P. kluyveri son de gran interés debido a su capacidad en la producción de 

compuestos volátiles, así como la variabilidad de perfiles aromáticos que pueden generar. Durante 

este trabajo se logró evaluar la producción de compuestos volátiles a partir de 21 cepas de P. 

kluyveri aisladas de diferentes procesos fermentativos. Los resultados mostraron que la producción 

de compuestos volátiles se ve afectada por diferentes factores incluyendo los medios de 

producción, y presenta variabilidad en función de los diferentes procesos de fermentación y 

regiones de aislamiento de las cepas. A partir de un análisis de compuestos principales se 

distinguen las cepas GRO3, ME4a, RJC y TZB como las mejores candidatas para la producción 

de ésteres y alcoholes. Sin embargo, de entre estas cuatro cepas se seleccionaron GRO3 y ME4a 

para los análisis producción de compuestos volátiles, debido a su desempeño en la fermentación 

del jugo de agave. 

A partir de los dos diseños experimentales realizados en las micro fermentaciones se 

identificaron diferencias significativas entre GRO3 y ME4a, con respecto a la producción de 

compuestos volátiles. ME4a presentó niveles de producción de ésteres superiores a GRO3, 

alcanzando concentraciones tres órdenes de magnitud superiores a los reportados para otras 

levaduras no-Saccharomyces y algunas cepas de S. cerevisiae en diferentes tipos de fermentación.  

La velocidad de agitación de 250 rpm tuvo el mayor efecto en la síntesis de alcoholes y 

ésteres en ambos sistemas de fermentación, aumentando su producción, en algunos casos, más de 

20 veces. Por otro lado, el jugo de agave de A. tequilana mostró la mayor contribución a la 

producción de ésteres, duplicando los niveles de producción en comparación con el medio M12. 

Asimismo, se corroboró que la cepa GRO3 es una levadura capaz de producir altos niveles 

de etanol, comparables a los reportados por S. cerevisiae y superando a varias levaduras no-

Saccharomyces. En el caso de ME4a se distingue una posible síntesis de etanol “estancada” a 250 

rpm en jugo de agave en el sistema de micro fermentación, al identificar un gran incremento de 

producción de acetaldehído y baja producción de etanol.  

Además, se analizó la influencia de la temperatura de fermentación para cada éster 

sintetizado por estas dos cepas, identificando efectos tanto negativos como positivos sobre la 
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producción de ésteres al disminuir la temperatura de fermentación. Estos resultados sugieren 

diferencias en el metabolismo de biosíntesis de los ésteres de acetato, al menos, para la cepa ME4a 

y reafirman la variabilidad en el metabolismo de cepas de la misma especie. Con lo que se 

corrobora, que no se debe generalizar la producción de ésteres al realizar estudios con una sola 

cepa.  

Los resultados obtenidos en este trabajo sustentan las bases para que se puedan utilizar 

diferentes cepas de P. kluyveri y condiciones de fermentación para modular el sabor y el aroma de 

las bebidas fermentadas.  

Por último, pero no menos importante, se destaca y valida el uso potencial de estas 

levaduras no-Saccharomyces para su uso en procesos industriales de fermentación alcohólica en 

monocultivos.  
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9 Perspectivas 

Los presentes resultados sientan las bases para identificar condiciones con niveles de 

producción significativamente diferentes que podrían permitir análisis de expresión diferencial en 

síntesis de ésteres para P. kluyveri, profundizando así en los posibles efectos moleculares que 

influyen en la formación de estos compuestos.  

Para poder entender los mecanismos metabólicos involucrados en las vías de síntesis 

complejas para este tipo de compuestos, se requiere hacer uso de herramientas transcriptómicas, 

proteómicas y de metabolómica (Ciani et al., 2010), y al haber identificado diferentes condiciones 

se podrá discriminar la influencia o no de determinado gen, RNA, proteína o metabolito, en la 

biosíntesis de ésteres de interés. 

Durante la fermentación, las levaduras en respuesta al estrés generado, sobreexpresan o 

subexpresan algunos genes (Ma et al., 2010). El análisis de los genes involucrados en la síntesis 

de ésteres sería la siguiente etapa del presente trabajo, para lo cual se requieren estandarizar 

herramientas y análisis moleculares, como lo es la extracción de ARN total, contemplando pureza 

e integridad para posteriores análisis transcriptómicos. 
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11 Anexo Tablas 

Tabla A 1 Compuestos volátiles producidos por las 21 cepas de Pichia kluyveri después de 8 días de fermentación en medio M12 (mg / L). 

Código 

de  

cepa 

Acetal- 

dehído 

Isobutiral

- 

dehído 

Acetate de  

Etilo 
Etanol* 

Etil  

propionato 

Etil  

butirato 

1- 

Propanol 
Isobutanol 

Acetato 

de  

Isoamilo 

Butanol 
Alcohol 

Isoamílico 

Etil 

 

hexanoato 

Etil  

lactato 

Etil  

dodecanoato 

1 21.33±1.6 0.20±0.1 11.54±0.7 42.03±5.5 0.80±1.2 0.61±1.0 32.98±5.3 17.86±2.9 0±0 0.23±0.1 8.63±1.2 0.34±0.6 3.96±1.4 0.16±0.1 

2 18.65±0.6 1.05±0.2 160.82±13.7 21.22±0.3 0.95±0.2 0±0 15.79±1.2 13.27±4.1 2.16±0.3 0.27±0.3 5.65±0.9 0.34±0.6 0±0 6.06±0.9 

3 24.53±2.0 0.71±0.1 185.44±29.1 29.25±3.7 0.89±0.1 0±0 8.61±0.3 15.33±3.6 1.46±0.3 0.09±0.1 5.33±0.6 0.34±0.6 0±0 11.85±1.9 

4 26.30±3.1 0.667±0.1 203.56±11.4 20.35±1.4 0.80±0.1 0±0 6.19±0.5 5.28±0.6 1.36±0.1 0±0 4.86±0.5 0±0 0±0 6.64±0.4 

5 25.32±3.6 0.82±0.2 193.24±42.2 20.49±2.4 0.78±0.1 0±0 7.37±0.8 6.26±1.6 1.49±0.4 0.02±0.1 5.23±0.9 0±0 0±0 5.48±0.8 

6 20.92±5.8 0.30±0.08 77.63±14.4 19.66±3.9 0.96±0.1 0±0 5.91±1.1 5.05±0.7 1.83±0.3 0.04±0.03 5.66±1.0 0.33±0.1 0±0 6.60±0.8 

7 26.64±2.4 0.74±0.02 199.02±5.4 17.99±1.2 0.78±0.06 0±0 7.01±0.7 4.95±0.5 1.50±0.1 0±0 4.65±0.3 0±0 0±0 6.51±0.7 

8 29.92±1.1 1.19±0.03 335.79±11.7 30.40±1.8 0.91±0.05 0±0 8.59±0.4 26.98±3.0 3.22±0.2 0.03±0.03 7.82±0.5 1.01±0.03 0±0 14.00±0.2 

9 23.67±1.8 0.11±0.02 21.66±7.3 17.04±1.1 0.91±0.1 0±0 5.60±0.2 5.64±0.6 1.04±0.2 0.77±0.4 5.66±0.5 0±0 0±0 0.60±0.4 

10 19.16±2.7 0.17±0.03 15.30±1.0 19.02±2.1 1.22±0.1 0±0 7.41±1.3 7.22±1.0 1.10±0.2 0.42±0.1 7.48±1.1 0±0 0±0 0.30±0.03 

11 14.90±2.0 0.28±0.1 28.30±6.9 17.41±1.8 0.79±0.1 0±0 10.22±0.4 14.74±1.7 1.27±0,4 1.78±0.9 6.13±1.2 0±0 0±0 1.74±1.1 

12 15.35±1.5 0.41±0.07 96.62±10.9 18.70±2.3 0.99±0.1 0±0 8.93±1.1 7.76±1.9 1.36±0.2 0.10±0.03 5.23±0.9 0±0 0±0 3.08±0.4 

13 17.34±2.1 0.17±0.07 15.61±2.9 14.80±2.2 0.89±0.1 0±0 6.99±1.8 7.32±1.7 0.89±0.3 0.19±0.1 5.97±1.7 0±0 0±0 1.62±0.3 

14 17.39±2.4 0.07±0.03 14.42±1.7 12.29±1.8 0.59±0.1 0±0 4.28±0.7 4.57±0.9 1.04±0.3 0.14±0.02 4.99±1.2 0±0 0±0 1.71±0.3 

15 12.42±1.4 0.15±0.03 41.45±3.9 21.53±1.8 0.68±0.2 0±0 6.42±0.6 20.16±2.1 1.34±0.1 0.22±0.02 6.80±0.7 0±0 0±0 3.69±0.2 

16 22.03±0.8 0.32±0.1 108.32±13.6 26.33±2.0 0.98±0.2 0±0 7.98±0.5 13.51±2.1 1.54±0.4 0.10±0.01 5.84±0.6 0.67±0.3 2.29±1.9 5.89±0.5 

17 16.18±2.6 0.34±0.1 106.71±13.3 26.72±5.7 0.95±0.3 0±0 7.29±1.4 19.75±2.2 1.55±0.12 0.36±0.13 6.64±0.8 0.34±0.1 0±0 4.20±0.3 

18 12.36±3.1 0.12±0.07 33.88±9.3 18.65±5.4 0.82±0.2 0±0 5.47±1.4 21.32±5.8 1.30±.4 0.22±0.1 6.96±2.1 0±0 0±0 3.15±0.6 

19 15.51±3.4 0.38±0.1 83.20±18.9 13.13±2.7 0.45±0.1 0±0 4.52±1.2 7.58±1.9 0.88±0.4 0.17±0.2 3.70±1.1 0.34±0.1 0±0 3.57±0.1 

20 23.19±2.4 0.23±0.03 98.85±19.4 18.02±2.0 0.84±0.1 0±0 3.76±0.4 12.19±2.3 1.69±0.3 0.13±0.1 6.06±1.2 0.34±0.6 0±0 6.35±0.8 

21 18.88±0.7 0.22±0.03 48.25±6.2 17.07±0.7 0.98±0.1 0±0 7.11±0.6 21.54±2.4 0.85±0.2 0.08±0.02 6.08±0.8 0±0 0±0 3.50±0.3 

* Cuantificación en g / L. Los datos son medias ± desviación estándar de réplicas independientes. 
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Tabla A 2 Compuestos volátiles producidos por las 21 cepas de Pichia kluyveri luego de 8 días de fermentación en jugo de agave (mg / L). 

 

 

 

Código de 

cepa 

Acetal-

dehído 

Isobutiral- 

dehído 

Acetato de 

Etilo 
Etanol* 

Etil 

propionato 

Etil 

butirato 

1- 

Propanol 
Isobutanol 

Acetato 

de 

Isoamilo 

Butanol 
Alcohol 

Isoamílico 

Etil 

hexanoato 

Etil 

lactato 

Etil 

dodecanoate 

1 27.50±9.3 0±0 13.92±1.9 46.55±4.5 0±0 1.81±0.03 50.37±4.5 22.54±3.3 0±0 0.39±0.1 82.08±12.4 0±0 0±0 0.11±0.07 

2 13.75±1.1 0.05±0.02 127.80±25.3 14.27±0,7 1.99±1.7 0±0 6.81±0.3 7.06±0.3 2.27±0.2 0.05±0.01 4.80±0.3 0±0 0±0 15.62±3.2 

3 10.56±2.5 0.03±0.01 102.54±25.1 11.85±3.5 2.91±0.1 0±0 5.17±1.3 6.72±2.3 1.83±0.3 0.03±0.01 4.15±1.2 0±0 0±0 16.50±7.1 

4 12.78±0.9 0.18±0.1 196.86±61.6 17.37±2.5 0±0 0±0 7.09±0.9 8.27±2.1 2.73±0.9 0±0 7.26±1.79 0.33±0.6 0±0 27.77±12.8 

5 10.30±0.2 0.08±0.01 113.67±2.65 9.62±1.59 2.80±0.08 0±0 5.18±0.9 5.03±0.9 1.64±0.2 0.05±0.03 4.45±0.74 0±0 0±0 6.94±0.5 

6 15.53±0.9 0.11±0.02 180.46±17.8 21.34±0.4 3.15±0.04 0±0 9.45±0.2 8.71±0.7 3.20±0.6 0.02±0.01 6.33±0.39 0±0 0±0 18.27±2.9 

7 6.07±3.1 0.10±0.1 151.07±96.5 9.57±3.3 0±0 0±0 6.58±3.0 5.52±2.3 2.03±0.9 0±0 4.45±1.8 0.34±0.6 0±0 10.42±3.7 

8 16.40±0.7 0.17±0.01 231.37±44.5 19.80±2.2 0±0 0±0 8.82±0.5 16.98±2.8 3.29±0.5 0.02±0.01 11.72±1.7 0±0 0±0 21.84±5.3 

9 16.17±3.0 0.27±0.1 92.79±21.2 23.77±4.9 0±0 0.60±0.3 13.80±2.6 19.61±3.2 1.90±0.4 0.24±0.1 11.84±1.9 0.67±0.3 8.53±3.5 1.52±0.2 

10 18.20±4.1 0.26±0.1 102.38±4.5 24.27±3.3 0±0 0.60±0.3 14.51±1.1 20.46±1.8 2.44±0.4 0.25±0.04 12.73±1.5 0.67±00.6 13.28±0.9 1.67±0.2 

11 16.62±4.1 0±0 95.01±4.5 14.89±3.3 0±0 1.81±1.1 9.38±1.1 20.25±1.8 1.38±0.4 0.17±0.1 7.63±1.5 1.01±0.6 11.89±0.9 4.51±0.2 

12 14.80±1.1 0±0 101.99±3.2 13.10±0.6 0±0 1.81±0.1 7.65±0.7 18.08±1.4 1.68±0.2 0.17±0.01 7.02±0.3 0.67±0.6 10.97±0.4 4.50±0.4 

13 14.85±1.3 0±0 85.25±11.5 12.61±0.8 0±0 1.81±0.1 7.33±0.2 17.08±0.5 1.63±0.3 0.12±0.1 6.49±0.2 0.34±0.2 11.09±0.4 3.83±0.2 

14 15.17±3.4 0±0 107.84±36.1 16.62±3.5 0.61±0.4 1.21±0.9 8.44±2.0 19.97±3.9 2.29±0.4 0.14±0.04 7.43±1.7 0.33±0.2 11.16±1.0 4.40±0.8 

15 17.87±3.0 0±0 151.54±21.3 24.59±0.6 0±0 0±0 16.27±0.1 20.04±0.5 2.48±0.6 0.20±0.01 7.74±0.4 0±0 8.17±1.8 4.80±0.3 

16 18.98±1.4 0.08±0.02 94.23±14.2 22.08±2.5 0±0 0±0 13.06±1.16 17.75±2.3 2.10±0.3 0.14±0.03 7.85±1.0 0±0 1.99±0.9 11.35±1.9 

17 17.42±2.8 0.05±0.04 165.38±30.2 20.36±2.8 0±0 0±0 14.38±2.4 18.12±3.9 1.75±0.2 0.21±0.03 6.834±1.8 0±0 7.20±6.2 5.31±1.4 

18 19.01±2.3 0.01±0.01 99.74±12.5 24.16±2.7 0±0 0.61±0.4 15.96±1.9 20.46±2.8 2.16±0.3 0.21±0.03 7.57±1.0 0±0 7.30±0.6 4.74±0.7 

19 6.07±1.9 0.03±0.02 280.75±65.9 10.89±2.7 0±0 0.60±0.4 6.16±1.4 18.12±3.6 1.33±1.0 0±0 4.02±1.0 0.34±0.2 3.61±2.2 4.63±1.2 

20 18.40±2.7 0±0 580.29±62.2 19.04±5.7 3.13±0.2 0±0 11.38±2.3 20.04±5.0 5.03±0.7 0.11±0.02 12.35±4.8 0.67±0.4 6.67±0.9 21.00±3.4 

21 13.69±1.9 0±0 443.74±40.5 14.65±1.5 0±0 1.82±0.1 5.14±0.8 35.59±2.6 2.71±0.2 0±0 7.54±0.9 0.67±0.4 15.18±1.7 8.97±0.5 

*  Cuantificación en g / L. Los datos son medias ± desviación estándar de réplicas independientes. 
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12 Anexo Imágenes 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ilustración A 1 Cinéticas de crecimiento, sustrato residual y producción de compuestos por GRO3 en el sistema de micro 

fermentación, con dos diferentes medios y dos diferentes velocidades de agitación 100 y 250 rpm. (Mineral=M12) 
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Ilustración A 2 Cinéticas de crecimiento, sustrato residual y producción de compuestos por ME4a en el sistema de micro 

fermentación, con dos diferentes medios y dos diferentes velocidades de agitación 100 y 250 rpm. (Mineral=M12) 
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Ilustración A 3 Cinéticas de crecimiento, sustrato residual y producción de compuestos por GRO3 en el sistema de micro 

fermentación, con dos diferentes medios y tres diferentes temperaturas de incubación 20, 25 y 30°C. (Mineral=M12) 
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Ilustración A 4 Cinéticas de crecimiento, sustrato residual y producción de compuestos por ME4a en el sistema de micro 

fermentación, con dos diferentes medios y tres diferentes temperaturas de incubación 20, 25 y 30°C. (Mineral=M12) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


