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Resumen– El objetivo del estudio fue evaluar la bioconversión 

de inhibidores metabólicos (furfural, o-vainillina, ácido trans-

cinámico y cobre) durante la fermentación alcohólica por 

Saccharomyces cerevisiae, y su efecto sobre la producción de 

metabolitos secundarios. La levadura mostró buena actividad para 

convertir furfural y o-vainillina en sus derivados alcohol furfurílico 

y alcohol o-vainíllico, respectivamente, detectados en los respectivos 

medios tras el proceso fermentativo. Así mismo, la presencia de o-

vainillina y ácido trans-cinámico, y en menor medida de cobre, 

afectó la producción de los alcoholes superiores, con un marcado 

efecto obtenido mediante análisis discriminante. 

Palabras clave: Inhibidores metabólicos, bioconversión, 

fermentación alcohólica, metabolitos secundarios. 

I.  INTRODUCCIÓN 

La fermentación alcohólica es uno de los procesos de 

mayor uso a nivel industrial, utilizada para obtener una amplia 

variedad de productos con diferentes aplicaciones, desde 

alimentos como vino, cerveza, pan, etanol, bebidas destiladas, 

etc., o etanol para aplicaciones farmacéuticas, producción de 

combustibles, entre otras. 

La fermentación alcohólica se fundamenta en la 

conversión bioquímica de azúcares como glucosa y/o fructosa, 

en etanol, proceso llevado a cabo por diversos 

microorganismos, siendo el más usual la levadura 

Saccharomyces cerevisiae [1], que como todo ser vivo 

requiere de nutrientes, los cuales obtiene de los sustratos sobre 

los cuales crece y desarrolla sus procesos metabólicos. No 

obstante, los sustratos utilizados por S. cerevisiae como fuente 

de nutrientes pueden contener otras sustancias que afecten su 

metabolismo, produciendo una inhibición de su crecimiento y 

de su producción de etanol [1-5]. 

Diversos estudios han sido encaminados con el fin de 

dilucidar los mecanismos mediante los cuales estos 

inhibidores metabólicos actúan sobre S. cerevisiae, a partir de 

los cuales se han propuesto diversas estrategias que permitan 

mejorar el proceso fermentativo, por ejemplo, mediante 

cultivos adaptativos de la levadura a dosis crecientes de estos 

inhibidores, o el uso de levaduras genéticamente modificadas 

[4,6]. Otra estrategia incluye la selección de cepas de levadura 

que de manera natural presenten alta tolerancia a estos 

inhibidores, sin ver afectado su crecimiento ni la producción 

de etanol [7-9]. 

Inhibidores metabólicos de naturaleza orgánica 

Es amplia la variedad de compuestos orgánicos que 

pueden afectar el metabolismo de S. cerevisiae, los cuales 

incluyen ácidos alifáticos (acético, levulínico, fórmico, etc.), 

fenilpropanos, aldehídos furánicos (furfural, 5-

hidroximetilfurfural, etc.), compuestos vainíllicos, 

glicolaldehído, quinonas, entre otros [3,4,9,10]. 

Estos compuestos han sido estudiados mayoritariamente 

en el contexto de la producción de combustibles, 

especialmente etanol obtenido de material lignocelulósico 

procedente de biomasa vegetal. Esta biomasa, debido a su 

compleja composición química debe ser tratada previamente a 
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fin de separar la celulosa, hemicelulosa y lignina [11]. Los 

procedimientos mayoritariamente aplicados incluyen la 

hidrólisis termoácida [12], mediante la cual la celulosa es 

convertida en su monómero glucosa, azúcar fermentable por S. 

cerevisiae para producir etanol. No obstante, la hidrólisis 

termoácida, y sus variantes, pueden generar otros compuestos 

derivados del material lignocelulósico, que incluyen a los 

inhibidores metabólicos, que afectan el metabolismo 

fermentativo de S. cerevisiae [3,4,9,10]. 

 

Tecnológicamente se puede superar los problemas 

generados por estos inhibidores metabólicos mediante el 

empleo de levaduras tolerantes, como demostramos en nuestro 

estudio previo [8], sin ver afectados la producción de etanol y 

el consumo de azúcares. La utilización de una cepa tolerante 

de S. cerevisiae se basa en su capacidad para metabolizar estos 

inhibidores y convertirlos en sus derivados menos tóxicos. Por 

ejemplo, el furfural, o-vainillina y ácido trans-cinámico 

(Figura 1) pueden ser convertidos en alcohol furfurílico, 

alcohol o-vainíllico y estireno, respectivamente, por S. 

cerevisiae [1,2,9,13]. 
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Fig. 1 Inhibidores metabólicos de la fermentación alcohólica por 

Saccharomyces cerevisiae. 

 

Inhibidores metabólicos de naturaleza inorgánica 

 

La presencia de metales pesados constituye un problema 

en los procesos fermentativos, siendo uno de los metales más 

estudiados por su efecto inhibitorio sobre S. cerevisiae el 

cobre (Cu), especialmente en el contexto de fermentaciones 

para la producción de vino. A bajas concentraciones, el Cu es 

un micronutriente esencial para el crecimiento microbiano. No 

obstante, restos de este metal pueden aparecer en mostos, y 

por tanto en vinos, como consecuencia de su uso en el 

tratamiento de los viñedos contra el mildiu (Plasmopara 

viticola), oidio (Uncinula necator) o botritis (Botrytis cinerea) 

[14], siendo sus formas más aplicadas como sulfato de cobre y 

cloruro de cobre. El Código Internacional de Prácticas 

Enológicas establece para el Cu un límite máximo residual en 

vinos de 1 mg/L [15], mientras que la legislación europea 

establece un máximo residual en uva de 20 mg/kg [16]. 

 

Altas concentraciones de Cu pueden inducir la oxidación 

de los compuestos fenólicos y a concentraciones mayores a 20 

mg/L puede afectar la capacidad fermentativa de S. cerevisiae 

[5]. Si bien los mecanismos mediante los cuales el Cu actúa 

sobre S. cerevisiae aún no están del todo claros, su efecto 

inhibitorio estaría relacionado, entre otros, con el bloqueo de 

grupos funcionales y modificación conformacional de 

macromoléculas celulares como ácidos nucleicos, enzimas y 

otras proteínas, desplazamiento de iones esenciales y 

principalmente disrupción de la membrana celular [17], 

además de la producción de radicales libres, promoviendo la 

peroxidación lipídica y su acción sobre enzimas clave de la vía 

glicolítica como la alcohol deshidrogenasa (ADH), enolasa, 

fructosabifosfato aldolasa, gliceraldehído-3-fosfato 

deshidrogenasa (GAPDH), hexoquinasa, piruvato 

decarboxilasa, fosfoglicerato quinasa, entre otras [18]. 

 

Bioconversión y efecto de los inhibidores metabólicos sobre la 

producción de compuestos fermentativos secundarios 

 

Previamente demostramos que la selección de cepas 

tolerantes de S. cerevisiae es una adecuada estrategia para 

superar los inconvenientes de la presencia de los inhibidores 

metabólicos en medios fermentativos, sin ver afectadas la 

producción del principal metabolito derivado de la 

fermentación alcohólica, el etanol, y el consumo de azúcares 

por la levadura [8], en concordancia con otros estudios [10]. 

 

Un aspecto importante es el comportamiento de los 

inhibidores metabólicos durante el proceso fermentativo. 

Diversos estudios han reportado la bioconversión de estos 

compuestos en sustancias menos nocivas para S. cerevisiae 

[1,2,9,13], no obstante, es importante conocer las 

concentraciones residuales de estos inhibidores metabólicos y 

las tasas de conversión en sus derivados. En el último caso, 

solamente se ha reportado tasas de bioconversión de furfural 

por S. cerevisiae [19], y para los demás inhibidores se han 

postulado hipótesis respecto a cuál sería el destino de estos 

inhibidores durante el proceso fermentativo [2], o de 

compuestos análogos como en el caso de vainillina para tratar 

de explicar la bioconversión de su isómero o-vainillina, con 

mayor efecto inhibitorio [20]. 

 

Así mismo, desde el punto de vista cuantitativo la 

presencia de inhibidores metabólicos puede inducir 

desviaciones en la ruta metabólica como consecuencia de su 

efecto sobre las enzimas implicadas en el proceso 

fermentativo. Por ejemplo, modificar la producción de 

glicerina, acetaldehído, alcoholes superiores, ente otros 

compuestos [8,10,21,22], con consecuencias, entre otras, sobre 

la composición y perfil aromático de bebidas fermentadas 

como el vino, donde elevadas concentraciones de metabolitos 

como el acetaldehído, acetato de etilo, etc., pueden conferir 

connotaciones negativas y rechazo por parte del consumidor 

[23]. Si bien mayores producciones de otros metabolitos como 

la glicerina son deseados, así como de determinados 

compuestos volátiles con repercusión sensorial positiva [24]. 

 

En tal sentido el objetivo del estudio fue evaluar la 

bioconversión de los inhibidores metabólicos durante la 
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fermentación alcohólica por S. cerevisiae, y su efecto sobre la 

producción de metabolitos secundarios, a fin de dilucidar los 

posibles mecanismos a través de los cuales la levadura es 

capaz de contrarrestar los efectos negativos de estos 

inhibidores, y modifica el contenido de compuestos 

minoritarios una vez finalizado el proceso fermentativo. 

 

II. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

A. Fermentaciones 

 

Se utilizaron medios a base de mosto de uva Tempranillo. 

Las concentraciones de azúcar se expresaron como grado 

alcohólico probable (% GAP) mediante balance 

estequiométrico. El pH se estandarizó a 3.5 mediante adición 

de ácido tartárico (Pronadisa, España), y como inhibidores 

metabólicos se utilizaron furfural (Merck Schuchardt OHG, 

Alemania), o-vainillina, ácido trans-cinámico (Fluka, Sigma-

Aldrich Corp., Suiza), y cobre (Panreac, España), los cuales 

fueron dosificados al inicio de las fermentaciones. Se empleó 

la cepa de Saccharomyces cerevisiae 7VA (D.O. Ribera del 

Duero, España) dada su resistencia mostrada a los inhibidores 

metabólicos en nuestro estudio previo [8]. Las fermentaciones 

se realizaron con inóculos a una densidad celular del orden de 

108 UFC/mL, manteniendo la temperatura a 22 ºC. 

 

B. Determinación de glicerina 

 

En base al método oficial OIV-MA-AS312-05 de la 

Organización Internacional de la Viña y el Vino (OIV), 

utilizando un equipo de análisis mediante test enzimático 

Biosystems Y15 (Biosystems S.L., España). 

 

C. Análisis de compuestos volátiles de origen fermentativo 

 

El análisis de estos compuestos se realizó por 

cromatografía de gases con detector de ionización de llama 

(GC-FID), empleando un cromatógrafo Agilent Technologies 

6850, aplicando la metodología descrita por Ábalos et al. [25]. 

 

D. Análisis de inhibidores metabólicos y sus derivados tras 

las fermentaciones 

 

Los inhibidores metabólicos residuales y sus derivados se 

analizaron en un espectrómetro de masas Agilent 5973 

Network acoplado a un cromatógrafo de gases Agilent 6890 N 

(GC-MS) aplicando la metodología descrita por Morata et al. 

[26], utilizando como patrones o-vainillina, ácido trans-

cinámico (Fluka, Sigma-Aldrich Corp., Suiza), vainillina, 

furfural, alcohol furfurílico y 3,4-dimetilfenol como estándar 

interno (Merck Schuchardt OHG, Alemania). 

 

E. Análisis estadístico 

 

El análisis estadístico se realizó con el software 

Statgraphics v.5 (Graphics Software Systems, Rockville, MD, 

EE.UU.), con un nivel de significancia del 5% (p < 0.05) 

utilizando el Test de Rangos Múltiples (HSD) de Tukey para 

determinar las diferencias significativas. Todas las pruebas 

experimentales se realizaron por cuadruplicado. 

 

III. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

A. BIOCONVERSIÓN DE LOS INHIBIDORES METABÓLICOS 

 

Análisis de los inhibidores metabólicos y sus derivados 

mediante GC-MS 

 

La Tabla 1 muestra los tiempos de retención (TR) de los 

inhibidores metabólicos y los correspondientes derivados, 

cuyos cromatogramas obtenidos tras las fermentaciones se 

muestran en la Figura 2. 

 

Solamente en el caso del alcohol furfurílico y del alcohol 

o-vainíllico fue posible contrastar los picos con los espectros 

de masas (m/z) de patrones de referencia externos, de acuerdo 

con la base de datos NIST MS Search 2.0, con lo cual se 

procedió a calcular las concentraciones de estos derivados. 

 
TABLA 1 

TIEMPOS RETENCIÓN (TR) DE LOS INHIBIDORES METABÓLICOS RESIDUALES Y 

DE SUS DERIVADOS, DETERMINADOS MEDIANTE GC-MS 

 
Compuesto 

TR 
(min) 

Espectro de 
masa (m/z) 

Inhibidor 

metabólico 

Furfural 9.16 96 

o-vainillina 16.99 152 

Ácido trans-cinámico 24.80 147 

Derivado 

metabólico 

Alcohol furfurílico 11.56 98/97/81 

Alcohol o-vainíllico 21.90 65/136/154 

Estireno 6.46 104/103/78 

 

En la Figura 2 se identificó un pico de tamaño muy 

reducido a un TR = 6.46 minutos (m/z de 104/103/78), que 

correspondería al estireno producido a partir del ácido trans-

cinámico por S. cerevisiae. Así mismo se identificó restos de 

ácido trans-cinámico (TR = 24.80 minutos) luego de 72 de 

fermentación. 

 

De modo que a diferencia del furfural y la o-vainillina 

(metabolizados completamente tras 48 horas de fermentación, 

Figura 3), la cepa evaluada de S. cerevisiae necesitaría un 

mayor tiempo para metabolizar completamente el ácido trans-

cinámico. 

 

Tasas de bioconversión de furfural y o-vainillina 

 

Altas concentraciones de furfural ralentizan la producción 

de etanol, estimulando la glicólisis como fuente de poder 

reductor (NADH generado en la conversión de gliceraldehido-

3-fosfato a 1,3-difosfoglicerato), que la levadura utiliza para 

reducir el furfural a alcohol furfurílico como método de 

detoxificación, sin afectar el grado alcohólico final [10,13,27]. 
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Fig. 2 Cromatogramas obtenidos tras las fermentaciones en presencia de 

furfural, o-vainillina y ácido trans-cinámico, e identificación de sus derivados 
metabólicos (alcohol furfurílico, alcohol o-vainíllico y estireno, 

respectivamente) producidos mediante bioconversión por S. cerevisae. 

 

La Tabla 2 muestra las concentraciones de furfural 

residual tras las fermentaciones, y la cantidad de alcohol 

furfurílico producido. Los valores de bioconversión son 

comparables a los obtenidos por Díaz de Villegas et al. [19], 

quienes determinaron porcentajes de producción de alcohol 

furfurílico por S. cerevisiae en torno al 70% a partir del 

furfural añadido. Así mismo, se observa un incremento en la 

bioconversión a medida que se incrementa la dosis de furfural, 

lo cual estaría relacionado con el aumento de la capacidad 

metabólica de la levadura para detoxificar el medio, activando 

otros mecanismos como el Ciclo de Krebs [10,27] y la vía de 

las pentosa fosfato (PPP) para generar NADH y NADPH, 

respectivamente, como poder reductor extra [10,28]. 

 
TABLA 2 

FURFURAL RESIDUAL Y ALCOHOL FURFURÍLICO PRODUCIDO TRAS LAS 

FERMENTACIONES. MEDIA ± DESVIACIÓN ESTÁNDAR (N = 4). 

Furfural 

añadido 

(mg/L) 

Furfural 

residual 

(mg/L) 

Alcohol 

furfurílico 

(mg/L) 

Furfural 

residual 

(%) * 

Tasa de 

bioconversión 

(%) ** 

0 - - - - 

50 0.26 ± 0.01 37.47 ± 1.40 0.52 74.95 

100 0.29 ± 0.13 75.19 ± 1.14 0.29 75.19 

200 0.23 ± 0.01 159.5 ± 2.58 0.12 79.75 

* Cantidad residual en base al furfural añadido al medio. 

** Alcohol furfurílico producido a partir del furfural añadido. 

 

 

 
Fig. 3 Bioconversión de furfural (F) y o-vainillina (OV) en sus alcoholes 

derivados alcohol furfurílico (AF) y alcohol o-vainíllico (AOV), 
respectivamente, por S. cerevisiae. 

 

La Figura 3 muestra que el furfural fue metabolizado 

completamente a las 20 horas, mientras que la o-vainillina 

requirió de hasta 48 horas, con producciones de alcohol o-
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vainíllico en torno al 32 y 25% a partir de dosis de 50 y 100 

mg/L de o-vainillina, respectivamente. 

 

La bibliografía no reporta tasas de bioconversión de o-

vainillina en alcohol o-vainíllico, no obstante, existen 

referencias sobre la bioconversión de vainillina en alcohol 

vainíllico por S. cerevisiae, a tasas de 100, 69, 41 y 2% a partir 

de 150, 750, 1500 y 2250 mg/L de vainillina, respectivamente, 

tras 24 horas de fermentación [20]. De modo que las menores 

tasas de producción de alcohol o-vainíllico obtenidas en 

nuestro estudio (32 y 25%) indicarían un mayor efecto 

inhibitorio de la o-vainillina sobre S. cerevisiae, acorde con 

reportes previos respecto a un mayor efecto inhibitorio con 

compuestos vainíllicos que con compuestos furánicos [3,29]. 

 

B. EFECTO DE LOS INHIBIDORES METABÓLICOS SOBRE LA 

PRODUCCIÓN DE METABOLITOS SECUNDARIOS 

 

Efecto sobre la producción de acetaldehído 

 

Previamente [8] mostramos que la producción de 

acetaldehído incrementa en presencia de furfural y o-vainillina 

a medida que aumentan las dosis de estos inhibidores, siendo 

significativo el incremento a 100 mg/L de o-vainillina. La 

presencia de acetaldehído en altas concentraciones indica un 

efecto de los inhibidores sobre la enzima ADH, dado que 

como mecanismo de adaptación la levadura utiliza esta enzima 

para convertir el furfural en alcohol furfurílico [10], o la o-

vainillina en alcohol o-vainíllico [3,20], en detrimento de la 

conversión de acetaldehído a etanol, produciendo por tanto la 

acumulación de acetaldehído. 

 

Efecto sobre la producción de glicerina 

 

La glicerina se forma para mantener el equilibrio redox 

intracelular, mediante la producción de NAD+ a partir de la 

reoxidación del NADH citosólico. El NADH es el cofactor 

requerido por S. cerevisiae para reducir el acetaldehído a 

etanol, así como para reducir los inhibidores metabólicos en 

sus alcoholes derivados [1]. 

 

Los resultados obtenidos (Figura 4) evidencian que el 

ácido trans-cinámico inhibe la producción de glicerina por la 

cepa 7VA, y a diferentes concentraciones de azúcares en el 

medio fermentativo. En el medio con 10.0 % GAP el ácido 

trans-cinámico a 50 y 100 mg/L inhibe la producción de 

glicerina en 0.62 y 0.67 g/L, respectivamente. Los otros 

inhibidores no muestran un efecto significativo (prueba DSH 

de Tukey). Mientras que en el medio con 14.1 % GAP 

(resultados mostrados en nuestro anterior trabajo [8], las 

mismas dosis de ácido trans-cinámico (50 y 100 mg/L) 

inhiben significativamente la producción de glicerina (0.77 y 

1.23 g/L, respectivamente). Además, en el medio con 14.1 % 

GAP se obtuvo un efecto de la o-vainillina, que a dosis de 50 

y 100 mg/L inhibió la producción de glicerina en 0.71 y 0.57 

g/l, respectivamente. 

 

 
Fig. 4 Producción de glicerina por S. cerevisiae en presencia de furfural (F), 

o-vainillina (V), ácido trans-cinámico (Cn) y cobre (C) a diferentes niveles de 

azúcares (% GAP) en el medio. Dosis de inhibidores: F50 indica 50 mg/L de 
furfural. 

 

Previamente se ha demostrado una mayor afinidad hacia 

el NADH por la enzima ADH (responsable de reducir furfural 

a alcohol furfurílico) que por la enzima glicerol-3-fosfato 

deshidrogenasa (GPDH, responsable de reducir 

dihidroxiacetona fosfato y producir glicerina), generándose 

una inhibición de tipo competitiva, lo cual podría generar una 

menor producción de glicerina en presencia de inhibidores 

metabólicos [22]. 

 

Efecto sobre la producción de compuestos volátiles 

fermentativos 

 

En ambos medios fermentativos (10.0 y 14.1 % GAP) el 

mayor efecto de los inhibidores metabólicos fue observado en 

la producción de algunos alcoholes superiores, como se 

muestra en la Figura 5. Mientras que la producción de los 

demás compuestos volátiles evaluados (ésteres, acetoína y 

diacetilo), no se vio afectada (datos no mostrados). 

 

El efecto más evidente fue el incremento del 2,3-

butanodiol, sobre todo en presencia de o-vainillina y ácido 

trans-cinámico (prueba DSH de Tukey), fenómeno que estaría 

relacionado al mecanismo de producción de metabolitos 

neutros para prevenir la acidificación celular [21], 

especialmente en presencia de ácido trans-cinámico; así como 

la regeneración del exceso de poder reductor asociado a la 

glicolisis para regular el ratio NADH/NAD+ [30], en 

concordancia con el descenso en la producción de glicerina 

(Figura 4), debido a una competencia por el poder reductor 

(NADH) entre las enzimas GPDH y acetoína reductasa [31], 

claves en la formación de glicerina y 2,3-butanodiol, 

respectivamente. 

 

Otro de los alcoholes que incrementa su producción en 

presencia de los inhibidores metabólicos, especialmente o-

vainillina y ácido trans-cinámico, es el propanol. Mientras que 

la producción de isobutanol, 2-feniletanol y los alcoholes 

amílicos (2-metil-1-butanol y 3-metil-1-butanol) disminuyó 

significativamente en presencia de o-vainillina y ácido trans-

cinámico (prueba DSH de Tukey). 
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Fig. 5 Efecto de los inhibidores metabólicos sobre la producción de alcoholes 

superiores por S. cerevisiae en presencia de furfural (F), o-vainillina (V), 

ácido trans-cinámico (Cn) y cobre (C) a diferentes niveles de azúcares (% 

GAP) en el medio. Dosis de inhibidores: F50 indica 50 mg/L de furfural. 
 

Finalmente, de acuerdo a nuestros resultados, la 

naturaleza química de los inhibidores metabólicos es 

determinante con respecto a su efecto sobre la producción de 

compuestos volátiles, lo cual se refleja mediante el análisis 

multiparamétrico usando funciones discriminantes mostrado 

en la Figura 6, el cual separa claramente las fermentaciones 

dosificadas con cobre (medio con 10.0 % GAP) y o-vainillina 

y ácido trans-cinámico (medios con 10.0 y 14.1 % GAP), lo 

que indica además el efecto en función del nivel de azúcares 

en el medio fermentativo. 

 

 
Fig. 6 Análisis discriminante (p < 0.05) para la producción de compuestos 

volátiles fermentativos por S. cerevisiae en presencia de furfural (Δ), o-
vainillina (□), ácido trans-cinámico (⁕) y cobre (○) a diferentes niveles de 

azúcares (% GAP) en el medio. Dosis de inhibidores: F50 indica 50 mg/L de 

furfural. 
 

IV. CONCLUSIONES 

En base a los resultados obtenidos, la cepa 7VA de S. 

cerevisiae mostró una buena actividad para convertir furfural 

y o-vainillina en sus derivados alcohol furfurílico y alcohol o-

vainíllico, respectivamente, detectados en los respectivos 

medios tras el proceso fermentativo. Se ha podido evidenciar 

que los inhibidores metabólicos evaluados causan un 

redireccionamiento de la ruta fermentativa, modificando la 

producción de metabolitos secundarios. Se ha encontrado que 

la producción de glicerina disminuye en presencia de o-

vainillina y ácido trans-cinámico. Por su parte, la producción 

de compuestos volátiles fermentativos se ve modificada 

significativamente, especialmente de algunos alcoholes 

superiores, observando un incremento del 2,3-butanodiol y 1-

propanol, mientras que el isobutanol, 2-feniletanol y los 

alcoholes amílicos (2-metil-1-butanol y 3-metil-1-butanol) 

pueden disminuir. Finalmente, de acuerdo con el análisis 

discriminante aplicado, la naturaleza química de los 
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inhibidores metabólicos es determinante respecto a su efecto 

sobre la producción de compuestos volátiles fermentativos, 

observando un claro efecto en el caso de la o-vainillina y el 

ácido trans-cinámico, y en menor medida del cobre. 
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