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| Produceidn controlada de congéneres
en la produceidn de aguardiente mediante
.. anipulacion gendtica de microorganismos

Xiomara Alvarez Zequeira

Instituto Cubano de Investigaciones de los Derivados de la Cana de Aztcar (ICIDCA)
e.mail: xiomara.alvarez@icidca.edu.cu

RESUMEN

Se realizd un estudio bibliogrdfico para analizar los diferentes aspectos que deben tener-
se presentes para llevar a cabo la produccién controlada de congéneres en la elabora-
cién de aguardiente mediante manipulacién genética de microorganismos. Se hace refe-
rencia a medios de cultivos, cultivos mixtos, influencia de la temperatura y del pH, enzi-
mas que intervienen en la fermentacién alcohdlica, mutantes deficientes respiratorios
petite, levaduras killer y su vinculacién con cepas alcoholeras, etc. Se analiza el empleo
de cepas de levaduras alcoholeras mutantes con una produccién ya sea incrementada o
disminuida para los congéneres en la fabricacién de aguardiente.

Palabras clave: microorganismos, Saccharomyces cerevisiae, mutantes petite, levadura
killer, alcohol, congéneres

ABSTRACT

A biographical study was carried out to analize the different aspects involved in the con-
trolled production of congeners in the manufacturing of liquor by means of genetic mani-
pulation of microorganisms. They are analized culture media, mixed cultures, the
influence of the temperature and pH, alcoholic fermentation, enzymes, deficient petite
mutants, killer yeast and their relation with alcohol strains, etc. It is also treated the use
of mutants alcohol producing with a increased or diminished production of congeners.

Key words: microorganisms, Saccharomyces cerevisiae, petite mutants, killer yeast,
alcohol, congeners.
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INTRODUCCION

Durante la fermentaciéon alcohoélica,
junto con el etanol, se producen los alcoho-
les superiores que son separados en forma
de aceite de fusel. La separacién de los mis-
mos en el proceso de la destilacién requiere
de técnicas especiales costosas, por lo que
otro método de disminuir el fusel oil en el
destilado seria reducir su concentracién en
los mostos previniendo su produccién
durante el curso de la fermentacion. Al res-
pecto la literatura reporta algunos trabajos
utilizando cepas de levaduras alcoholeras
mutantes (1,2).

Actualmente, en Cuba se plantea un pro-
grama de actualizacién de la industria alco-
holera con relacion a sus posibilidades de
lograr el mejoramiento del proceso fermen-
tativo y particularmente en la produccién
de bebidas alcohélicas destiladas que pue-
dan competir con el mercado internacional.
En este sentido influyen la calidad y tipo de
materia prima empleada, las condiciones de
fermentacion, el proceso de destilacion, el
empleo de cepas de alta produccién y la
tolerancia al etanol.

Ademas del alcohol, la produccién de
aguardiente reviste una especial importan-
cia ya que es la materia prima fundamental
para la produccién de bebidas alcohélicas
destiladas, renglén que se estd incrementan-
do en nuestro pais por sus posibilidades de
exportacion.

La calidad del aguardiente esta determi-
nada por la composicién de los microcom-
ponentes y de otros compuestos que se for-
man durante el proceso de la fermentacion.
Estos microcomponentes comprenden éste-
res, aldehidos, acidos organicos, alcoholes
superiores, metanol, fenoles, compuestos
nitrogenados y azufrados. etc. Se conoce
que los compuestos volétiles no etanol son
de gran importancia pues le suministran el
aroma y el bouquet a rones y aguardientes
(3,4,5,6).

Microorganismos utilizados en la fermen-
tacion alcohélica

Entre los microorganismos que son
capaces de llevar a cabo la fermentacion
alcohdlica se encuentran: Saccharomyces,
Torulopsis, Candida y algunas bacterias, asi
como a partir de hongos filamentosos. La
fermentacién alcohédlica mas conocida es
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realizada por levaduras del género
Saccharomyces (7,8,9). Entre las bacterias
mas utilizadas en la fermentacion alcohéli-
ca tenemos Zymomonas mobilis (10,11).

Se reporta en la literatura (12,13,14) a
las levaduras como los microorganismos
mas utilizados para la produccién de alco-
hol (etanol) por la via fermentativa, debido
a que producen un mejor proceso de sepa-
racion de la levadura después de la fermen-
tacion, ademas el contenido de toxinas que
producen es muy inferior a otros microorga-
nismos.

Cultivos mixtos utilizados en la fermenta-
cién alcohélica

El empleo de cultivos mixtos de levadu-
ras y algunos géneros bacterianos, con el
objetivo de mejorar las caracteristicas orga-
nolépticas de las bebidas destiladas son
reportados (15,16,17,18,19).

Con el objetivo de buscar formacion de
diferentes microcomponentes mayoritarios
tales como alcoholes superiores, aldehidos
y otros ésteres, presentes en los destilados
(20), estudiaron el proceso de fermentacion
alcohélica usando mieles, empleando leva-
duras Sacch. cerevisiae, y Sacch. bayanen-
ces. También emplearon cultivos mixtos uti-
lizando bacterias del género Bacillus,
Lactobacillus y Clostridium. Estos autores
hacen énfasis en lo conveniente de seleccio-
nar la cepa de levadura adecuada para
mejorar las cualidades organolépticas de los
destilados, exponiendo que las bacterias
constituyen una flora auxiliar en la fermen-
tacién y que juegan un papel importante en
las caracteristicas organolépticas en rones.

Ciertos autores analizaron (18) como
aspecto méas novedoso en la industria cuba-
na el empleo de cultivos mixtos con bacte-
rias aisladas e identificadas de mieles y
vinazas para la produccién de congéneres
mayoritarios durante la fermentacién, ade-
maés, se plantea la necesidad de busqueda
de procedimientos tecnoldgicos de avanza-
da para mejorar la calidad de la baticién fer-
mentada, y del destilado que aseguren la
obtencién de un aguardiente de calidad
para la produccion de bebidas destiladas.

Investigadores del ICIDCA estudiaron
(21) a escala de laboratorio la influencia de
un cultivo mixto de levadura de Sacch.
cerevisiae Schiz. pombe, analizando las pro-
piedades organolépticas del aguardiente
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obtenido, logrando aguardiente con un
grado alcohdlico mayor con el cultivo mixto
que con las cepas puras y el in6culo de Schz
pombe; a las 12 horas de iniciada la fermen-
taciéon y ademads, obtuvieron un aumento
considerable de los alcoholes superiores y
acidez en la baticién.

La influencia de cultivos mixtos de leva-
duras en 25 litros de fermentaci6n fue estu-
diada (22), asi como la calidad de la destila-
cién y propiedades organolépticas del
aguardiente obtenido.

Han sido investigadas (23) las caracteris-
ticas del Clostridium saccharobutyricum y
su comportamiento en la fermentacion,
demostrandose que acelera la formacién de
alcohol durante la fermentacién. Se encon-
tr6 ademas que el mejor rendimiento de ron
y su aroma fue obtenido cuando la relacién
de levadura a bacterias es de 1:5.

Otros investigadores (24) estudiaron 12
cepas diferentes de las especies de
Lactobacillus con capacidad heterofermen-
tativa en medio de miel para la produccién
de alcohol, calculando la velocidad especi-
fica de crecimiento y tiempo de duplica-
cién; se determiné la tolerancia de estas
bacterias a diferentes concentraciones de
etanol, encontrandose que las cepas
Lactobacillus ~ fermentum 11-2 y
Lactobacillus brevis 4121, mostraron una
mayor tolerancia a concentraciones de eta-
nol al 8 %. Se recomienda en este trabajo el
empleo de cultivos mixtos para producir
aguardiente.

Productos minoritarios de la fermentacion
alcohdlica

Alcohol etilico: Constituyente fundamental,
que hasta hace poco se utilizaba como
pardmetro para determinar la calidad del
destilado. Es un liquido incoloro, de olor
agradable y de sabor ardiente. Se mezcla
con el agua en cualquier proporcién y es
un buen solvente para muchas sustancias

) colorantes y aromatizantes.

Acidos organicos: Su presencia en cantida-
des modestas favorece, tanto el gusto

_como el perfume de los aguardientes.

Esteres: Son numerosisimos y favorecen las
maés extraordinarias sensaciones olfativas,
tanto positivas como negativas. Entre ellos
es mayoritario el acetato de etilo, que no
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favorece sensaciones exaltantes, pero que
es util porque inhibe la percepcién de los
aldehidos insaturados y exalta la percep-
cién de algunos olores.

Aldehidos: Se dividen en saturados e insa-
turados. Los primeros dan lugar a sensa-
ciones herbaceas, mientras que los segun-
dos dan sensaciones florales, aunque tam-
bién son responsables de sensaciones a
rancio e incluso a sudor.

Terpenos: Organolépticamente son respon-
sables de una poderosa serie de perfumes,
y son distintivos destilados obtenidos de
variedades de vid con frutos aromaticos.

PARAMETROS BIOTECNOLOGICOS

Medios de Cultivos

YPG (g/L): Medio de mantenimiento de las
cunas. (Extracto de Levaduras 10, Peptona
10, Glucosa 20); pH 4,6.

Medio de Propagaciéon (M1) (g/L) Miel dilui-
da Azuacares Reductores Totales (ART) 40
p/v, (NH, ), HPO,, 1,0, .(NH,),SO, 3,0 pH 4-
4,5.

Medio de Produccién (M2) (g/L). Miel dilui-
da 1:1 defangada, Aztcares Reductores
Totales (ART) 150 p/v, (NH,), HPO,, 0,8;
(NH,).SO, 0,2 agua corriente c.s. p 1 litro,
pH, 5,6.

Etapa de Fermentacion del cultivo.

Etapa de Propagacion del cultivo.

Determinacion de congéneres

La presencia de compuestos minorita-
rios (acetato de etilo, acetaldehido, alcohol
propilico, isobutanol y alcohol isoamilico)
en la baticién, se pueden cuantificar
mediante cromatografia gaseosa, empleando
una columna SP 1000, como gas portador
argon a un flujo de 30 mL/min, con detector
FID siguiendo la técnica desarrollada por
Gonzélez y otros (25).

Influencia de la Miel en la fermentacion
alcohdlica

La miel, sustrato compuesto mayorita-
riamente por aztcares en forma de glucosa,
fructosa y sacarosa, ademas de poseer otros
compuestos como aminoécidos, vitaminas y
minerales que enriquecen su valor nutriti-
vo, favorece el desarrollo de una gran varie-
dad de especies microbianas.

Las mieles cubanas han sido estudiadas
por diferentes investigadores (26,27,28).
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La literatura reporta un estudio (29)
sobre la influencia que tiene la calidad de
las mieles en el proceso de produccién de
aguardientes. De estos resultados se conclu-
ye que las mieles almacenadas bajan su cali-
dad y producen baticiones con mayores
contenidos de acidos, aldehidos y alcoholes
superiores.

Tolerancia al alcohol

La tolerancia al alcohol ha sido investiga-
da por diferentes autores, (30,31) quienes eva-
luaron la tolerancia al alcohol en 26 cepas,
basandose en la capacidad de crecimiento de
las cepas en 10 mL de un medio que contiene
de 1 a 14 % (v/v) de etanol. Partiendo de este
trabajo las cepas fueron subdivididas en tres
categorias: pobre (3 al 6 %), moderado (6 al
10 %) y alta (10 al 13 %). En este caso no se
tomo en cuenta la evaporacion del alco-
hol y se determiné que la determinacién
de la tolerancia estaba afectada. Ademas,
se evaluaron diferentes factores que
influyen en la tolerancia de las cepas al
alcohol como la temperatura, pérdida de
etanol por evaporacién, concentracién de
sustrato, etc. Definieron la tolerancia al
etanol como la concentracién de etanol,
el cual suprime el crecimiento después
de 72 horas.

Influencia de la temperatura, y pH

Las cepas mesofilas de Saccharomyces
tienen una temperatura 6ptima alrededor de
35 °C para su crecimiento y 37 °C para la
fermentacion alcoholica.

El pH 6ptimo de la fermentacién bacte-
riana de etanol es més amplio: pH= 5-7

Se reporto la influencia de altas tempe-
raturas en la fermentacién como una cesa-
cion de la actividad fermentativa resultando
incompleta, produciéndose bajos niveles de
etanol (21,32,33).

El efecto de la temperatura y concentra-
cion celular (34) en mutante de Sacch. cere-
visiae XA3-1, auxotrofo (leucina/isoleuci-
na/valina) fue estudiado a las temperaturas
de 30, 34 y 37 °C. En el estudio a 30 y 34 °C
no se detectaron afectaciones en el perfil
aromatico de este mutante; a la temperatura
de 37 °C se produjo una disminucién mar-
cada del propilico.

Se report6 (35), el aislamiento y selec-
ciéon de levaduras termotolerantes con alta
produccién de alcohol a partir de mieles.
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La temperatura puede afectar la sinte-
sis de los alcoholes superiores. La sintesis
del alcohol isoamilico es mas abundante a
35 °C y la sintesis del n-propanol es menor
a 35 °C (33).

La influencia de la temperatura en la
concentracién de congéneres en rones,
(36), fue estudiada; se manifiesta que los
aguardientes recientemente destilados se
depositan en barriles para lograr su afeja-
miento. El calentamiento a que son someti-
dos debe ser aproximadamente a 65 °C, no
debe llegar a la ebullicién, para evitar
grandes pérdidas de los componentes vola-
tiles (ésteres y aldehidos).

Otros investigadores (37) reportaron el
estudio de los efectos de la temperatura y
agitacion sobre la concentracién de com-
puestos volatiles en cultivos en batch.
Ademas, estudiaron la produccién de ace-
taldehido, acetato de etilo y alcoholes supe-
riores en cultivos continuos. La concentra-
cion de los alcoholes superiores fue ligera-
mente més baja a altas temperaturas, mien-
tras que la velocidad especifica de creci-
miento, aumenta con la temperatura.
Reportaron un incremento en la proporcion
de alcoholes superiores cuando emplearon
altas velocidades de agitacion.

Influencia de la presién osmética

Altas concentraciones de sustratos, pue-
den inhibir el crecimiento de la levadura, y
la actividad fermentativa. También asociada
con altos niveles de presiéon osmética pro-
ducen pérdida temporal en la capacidad de
la levadura a formar colonias.

Aireacion

En los estudios reportados por algunos
autores (38), encontraron un incremento
de los alcoholes superiores durante la fer-
mentacion bajo condiciones de semiaero-
biosis comparado con la condicién de
anaerobiosis.

La influencia de la aireacién (39) sobre
la formacién de los alcoholes superiores en
la fermentacién llevada a cabo por las leva-
duras fue analizada.

Enzimas que intervienen en la fermenta-
cién alcohélica

Los disacéaridos sélo pueden ser fermen-
tados después de haber sido transformados
en hexosas, transfomacién llevada a cabo
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por hidrolasas que se encuentran en las
levaduras. Por tanto, la especie de levadura
debe ser capaz de producir la enzima nece-
saria para la hidrdlisis. De los polisacéridos
el glucégeno puede ser fermentado en algu-
nos casos por la levadura (40).

Las células de las levaduras contienen
algunas hidrolasas entre otras para la hidré-
lisis de di y polihexosas, es decir, invertasa,
maltosa, glucogenasa, melibiosa, etc.
Muchas de ellas son exoenzimas como la
invertasa.

Las enzimas mds importantes que parti-
cipan en el proceso fermentativo son: hexo-
quinasa y la fosfohexoquinasa, que regulan
la unioén del fosfato a la hexosa o fosfato de
hexosa, este proceso es catalizado por fosfa-
tasas. El fosfato que se une a la hexosa y al
fosfato de hexosa; se une al éster del 4cido
fosforico, el trifosfato de adenosina (TFA)
que pasa a difosfato de adenosina (DFA) que
puede fijar fosfato y regenerar asi el (TFA).
Mediante estos procesos se transporta fosfa-
to y con ello energia a los diversos produc-
tos intermediarios del proceso fermentativo.

Una deshidrogena (oxida), la coenzima I
que transporta el hidrégeno al acetaldehido
que pasa a alcohol. La descarboxilasa es la
enzima mas caracteristica de la fermenta-
cién alcohélica. La fermentacién alcohdlica
y la fermentacién lactica corren paralela-
mente hasta un estadio determinado, que es
la formacién del 4cido pirtvico. Luego se
separan los procesos.

Mejoramiento genético de cepas alcoholeras

Las levaduras utilizadas para la fabrica-
cion de ron y aguardiente deben tener
caracteristicas especiales, debiendo produ-
cir ademéas de alcohol etilico, acidos orga-
nicos, aldehidos, ésteres y alcoholes supe-
riores.

Con el fin de obtener una concentracién
adecuada de los congéneres que le dan
aroma y sabor caracteristico al destilado, se
llevé a cabo el mejoramiento genético de
cepas de levaduras alcoholeras.

Se demostro (41) la posibilidad de redu-
cir los alcoholes superiores utilizando
mutantes de una cepa haploide de Sacch.
cerevisiae obtenida en el laboratorio. Se
reporté un mutante de leucina, al cual se le
anadio suficiente leucina al medio de culti-
vo para su crecimiento, en este caso la for-
macién de alcohol isoamilico fue reducido
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al 95 %. Sin embargo, esta cepa no fue ade-
cuada para ser utilizada en la produccién de
vino porque fermentaba muy lentamente,
ademas de otros inconvenientes.

Investigadores, demostraron que el
mecanismo de control por feed-back en las
levaduras (42) no era una causa suficiente
para una marcada reduccién de los compo-
nentes del fusel oil por medio de la adicién
de los aminoacidos como producto final.

En estudios realizados en medio de miel
clarificada (43), se report6 la obtencion de
un mutante XA3-1, auxotrofo,(leucina/iso-
leucina/valina) que mostré una disminu-
cion de mas del 10 y 20 % en la concentra-
cién de los alcoholes isobutilico e isoamili-
co, respectivamente, no se detect6 la pre-
sencia de propanol. No tuvo afectaciones
negativas en cuanto a los niveles de acetato
de etilo y acetaldehido observandose incre-
mentos en la concentracién de este tltimo.
En el estudio comparativo con la cepa
patrén A3, referente a su comportamiento
fermentativo, este mutante mostrd una velo-
cidad de crecimiento menor.

La importancia de la levadura
Saccharomyces cerevisiae en muchos proce-
sos industriales hace que este microorganis-
mo sea de interés en biotecnologia. Se tra-
baja en el mejoramiento de levaduras pro-
ductoras de vino y construccién de manipu-
laciones genética demostrando mejor resis-
tencia a la situacién de estrés.

La levadura sufre situaciones de estrés
que afectan la productividad de la biomasa,
el poder fermentativo y/o la viabilidad. En
el proceso de produccién de biomasa, las
células de levaduras son crecidas en mieles
con aireacion (estrés oxidativo) para inducir
un metabolismo respiratorio y un alto ren-
dimiento de biomasa. Las células de levadu-
ras son mantenidas en el fermentador des-
pués del agotamiento de los aziicares para
motivar la produccién de pequeiias cantida-
des de alcohol producido. Después, la bio-
masa es desecada para obtener el producto
final: la levadura seca (estrés térmico y
osmoético alta concentracion de células etc. )
Durante la produccion de vino, las levadu-
ras son inoculadas en los mostos en un
medio con alta concentracién de aztcares
(estrés osmético). Los investigadores traba-
jan en la seleccion especifica de los genes
estrés como marcadores de diferentes esta-
dos fisiolégicos (44).
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Se conoce sobre trabajos referentes al
empleo de cepas de levaduras alcoholeras
mutantes con una produccién ya sea incre-
mentada o disminuida para los congéneres,
permitiendo reforzar sabores y caracteristi-
ca aromatica (2,5,45,46,47).

Ciertos autores reportaron (48) el aisla-
miento de mutantes auxotrofos de Sacch.
cerevisiae, la mayoria de estos fueron estudia-
dos con relacién a su comportamiento sexual,
tolerancia al alcohol y produccién de alcohol.
La tolerancia al alcohol fue determinada por
fotometria y la produccién de alcohol fue
determinada enziméticamente. Basados en
estos resultados, dos cepas de levaduras con
considerables diferencias en esas caracteristi-
cas fueron seleccionadas y cruzadas unas con
otras, y la progenie fue sometida posterior-
mente a andlisis de tetradas.

Se produjo un aumento de la produc-
cién de alcohol utilizando las nuevas cepas.

Para la produccién de vino, un mutante
de levadura (2) fue reportado. Este mutan-
te, auxotrofo para leucina, presenté en la
fermentacién menos del 20 % del total de
fusel oil y un 50 % menos de alcohol isoa-
milico cuando se comparé con la cepa
parental. Se plantea que este mutante
podria ser de importancia comercial en la
preparaciéon de material de destilaciéon para
bebidas destiladas.

Se realiz6 la mutagenésis con
Nitrosoguanidina de las cepas de levaduras
(Sacch. carlsbergensis y Sacch. diastaticus),
utilizadas en destilerias. Las cepas mutantes
obtenidas se emplearon en experimentos de
fusién de protoplastos con la cepa Sacch
diastaticus (49). Algunos de los fusionantes
fueron utilizados por su estabilidad en la
produccién de alcohol.

El mejoramiento genético en cepas de
levadura Sacch. cerevisiae utilizadas en la
produccién de vino (50) fue reportado.
Ademas, se estudid la tolerancia al etanol en
el medio YEPG, conteniendo 8, 10, 12 y 14
% de etanol. El mejor resultado fue obteni-
do con el 12 % de etanol.

Se sefiala el aislamiento de mutantes
auxotrofos de leucina, a partir de cepas de
levaduras productoras de vino. Se utilizé el
agente mutidgeno Etil Metanosulfonato
(EMS) (51).

Diferentes aspectos genéticos de la tole-
rancia alcohélica en las levaduras fueron
reportados (52).
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Se report6 (53), la cepa Sacch. cerevisiae
X1, aislada a partir de un cultivo de cachaza
crecido a la temperatura de 50 °C. En expe-
rimentos realizados en medio de miel clari-
ficada a la temperatura de 37 y 40 °C para la
produccién de etanol, dicha cepa alcanzo
5,4y 5,0 % de etanol, respectivamente. En
el anélisis del mosto fermentado, se obser-
v6 una disminucién de la concentracién de
los alcoholes superiores del 23,7 % del pro-
panol, del 12,10 % del isobutanol cuando
se compardé con la cepa patrén A3 produc-
tora de alcohol. La cepa XI, mostr6 un
incremento en la concentracién de acetal-
dehido y la no aparicién del acetato de
etilo. Esta cepa posee el caracter killer.
Puede ser recomendada para la produccién
de bebidas alcohélicas destiladas. Ademas,
el empleo de cepas termodfilas puede: aho-
rrar costos de enfriamiento, conseguir velo-
cidades de conversion mas altas y reducir
la contaminacién.

Levaduras Killer y su vinculaciéon con las
cepas alcoholeras

El caracter killer fue descubierto (54) en
las levaduras Sacch. cerevisiae.

La introduccién del factor killer en el
mejoramiento genético ha sido utilizada en
las levaduras industriales productoras de
alcohol. La accién téxica de las proteinas de
la levadura killer se ha visto selectivamente
envuelta en el dafio funcional de la mem-
brana plasméatica de la cepa sensible; los
efectos fisioldgicos incluyen, escape de K-
(55, 56); inhibicién del transporte activo de
aminodcidos y la acidificacién en el interior
de la célula (55,56). Los mecanismos de
acciéon postulados son: cambios inducidos
por las toxinas en la membrana plasmatica
de la cepa sensible (56,57,58,59). También
se reporté (57), que el factor killer de la
levadura Sacch. cerevisiae, es una proteina
extracelular con un efecto téxico sobre la
cepa sensible (59). Se comunicé (60), un
método rapido para determinar la actividad
de la toxina kliller en la levadura.

La particula killer confiere inmunidad
para el ataque de otras cepas killer y evita la
contaminacién de otras levaduras sensibles
indeseadas, resultando adecuada su utiliza-
cién en la industria.

Se realiz6 mejoramiento genético de
cepas utilizadas en la produccién de vinos
(61). Las nuevas cepas hibridas de levadu-
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ras Sach. cerevisiae con el caracter killer
fueron utilizadas para la produccién indus-
trial de alcohol y de vinos.

Fueron reportados los mutantes auxo-
trofos de Sacch. cerevisiae aislados a partir
de cepas de tipo salvaje (62). Se utiliz6 el
agente mutageno Nitrosoguanidina (NTG),
ademas, se indicaron las condiciones de
formacién de protoplastos y fusién de pro-
toplastos entre cepas killer y cepas indus-
triales.

El fen6meno de competencia entre cepas
killer y sensibles utilizadas en la industria
fue investigado (63).

Mutantes petite

Se han utilizado mutantes deficientes
respiratorios petite en la produccién de
alcohol. Estos mutantes tienen alterada la
cadena respiratoria, la cual le impide la uti-
lizacién del alcohol producido (31,64). La
obtencién de mutantes deficientes respira-
torios (1, 61), a partir de cepas de levaduras
Sacch. cerevisiae y su utilizacién en la pro-
duccién de alcohol fue abordada.

Se reportaron hibridos de levadura
Sacch. cerevisiae. Los hibridos fueron obte-
nidos a partir de mutantes petite con un
mutante killer de Sacch. cerevisiae (61).

Ingenieria genética

La ingenieria genética de levaduras (65)
utilizada en procesos comerciales es muy
laboriosa. Esto es debido a que las levaduras
industriales poseen largos genomas no
caracterizados, los cuales frecuentemente
cargan al menos dos copias de un gen cual-
quiera. Estas cepas usualmente estdn des-
provistas de auxotrofia y de otros marcado-
res genéticos y requieren a menudo la incor-
poracion de genes heter6logos en los plas-
midos u otras moléculas de DNA transfor-
mantes. En este articulo, se demuestra que
estos genes pueden ser incorporados en la
levaduras industriales.
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