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RESUMEN

Existen mas de 700 especies de levaduras, algunas de ellas muy conocidas debido a sus
aplicaciones industriales. Estas corresponden al género Saccharomyces, que es de amplia utilidad
en la produccion de pan y bebidas alcohdlicas, el alcohol industrial y bioetanol. La composicion de
los diversos tipos de mosto a utilizar para la produccién de estos alcoholes, depende basicamente
de la materia prima, la cual puede variar, a su vez, por las condiciones agronémicas de su
produccién. Algunos de los parametros que pueden variar e influenciar la fermentacién alcohélica
son el pH, la temperatura, tipo y concentracién de azucares, nutricion, compuestos toxicos, estrés

osmético, etc.

En este trabajo se utilizaron dos metodologias para cuantificar la tolerancia de las levaduras al
estrés por diversos compuestos como SO2, H20z2, vainillina y furfural en 24 cepas de la coleccion
del Laboratorio de Biotecnologia Industrial. La primera metodologia consistio en utilizar la técnica
de microgota la cual fue realizada en un medio sélido. La segunda técnica midi6é el desempefio
metabdlico a través de la cuantificacién de la produccion de CO: durante la fermentacién en
presencia de vainillina y furfural. Las cepas mostraron altas tolerancias al estrés, mas de 600 ppm
con SOz, hasta 25 mM con Perdxido de hidrégeno y la capacidad de tolerar concentraciones de

hasta 1.5 g/L con vainillina y furfural.

Finalmente, se logré explicar uno de los mecanismos de detoxificacion a través de la evaluacion
de las actividades enzimaticas de Superéxido dismutasa y Catalasa, en donde se observaron
cambios de sus niveles de actividad enzimética con respecto al control sin estrés. Se analiz
ademas la secuencia de aminoacidos de la enzima SOD1, en la cual no se encontraron cambios

relevantes en la activacién y/o funcion antioxidante de esta enzima.

Patricia Vital Lopez vil
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ABSTRACT

There are more than 700 yeast species, some of them very well-known due to their industrial
applications, mainly correspond to the genus Saccharomyces, of great utility in production of bread
and alcoholic beverages, as well as industrial alcohol and bio-ethanol. The composition of the
various types of must basically depends on the raw material, which varies, in turn, with the
agronomic conditions. The pH, temperature, sugar type and concentration, nutrition, toxic
compounds, osmotic stress, etc., are some of the parameters that can vary and influence the
alcoholic fermentation.

In this work were used two methodologies to quantify the tolerance of yeasts to stress by various
compounds such as SOz, H202, vanillin and furfural in 24 strains from the collection of Laboratorio
de Biotecnologia Industrial. The first methodology consisted in using the technique of microdrop
which was performed in a solid medium. The second technique measured metabolic performance
through quantification of CO2 production during fermentation in presence of vanillin and furfural.
The strains showed high tolerances to stress, more than 600 ppm with SO2, up to 25 mM with

hydrogen peroxide and the ability to tolerate concentrations of up to 1.5 g/L with vanillin and furfural.

Finally, it was possible to explain one of the mechanisms of detoxification through the evaluation
of the enzymatic activities of superoxide dismutase and catalase, where changes in their levels of
activity were clearly observed with respect to control (unstressed) cultures. We also analyzed the
amino acid sequence of the enzyme SOD1, in which no relevant changes in the activation and / or

antioxidant function were found.

Patricia Vital Lopez v
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1. INTRODUCCION

Las levaduras son hongos unicelulares, que se reproducen vegetativamente por via sexual y
asexual (gemacién o fision), tales estadios sexuales no forman cuerpos fructiferos. Las levaduras
estan presentes en nuestro ambiente natural, las plantas cominmente son su nicho ecolégico y
se localizan principalmente en la interfase de los nutrientes solubles como los azlUcares. Ademas,
varias levaduras se asocian al tracto digestivo y piel de algunos animales, tales como Candida
pintolopesii y Pityrosporum spp, respectivamente, por esta razon se dice que las levaduras estan

presentes en el agua, en la atmésfera y en lugares de condiciones extremas (Walker, 2000).

La levadura Saccharomyces cerevisiae ha sido tradicionalmente utilizada en la produccion de
pan, en la elaboracién de la cerveza, en la industria de elaboracién de vino, en la industria
farmacéutica y ademas, han sido ampliamente estudiadas para la produccion de etanol
combustible (bioetanol) debido al logro de la manipulacién genética (Zhao et al., 2014). En estos
procesos que involucran la fermentacion, las células de levadura estan sujetas a una gran
cantidad de condiciones adversas incluyendo la limitacion de nitrégeno, altas temperaturas, la
inhibicion del etanol, el potencial osmético (por ejemplo, de los azlcares del sustrato), pH, la

concentraciéon de oxigeno, entre otros inhibidores (compuestos lignocelulésicos y azufrados).

Sin embargo, se ha estudiado que las levaduras industriales perciben y responden rapidamente
a estas condiciones de estrés y por esta razon ajustan su actividad metabdlica para evitar la
pérdida sustancial de viabilidad. De tal manera que, el estudiar y entender los mecanismos de la
tolerancia al estrés de la levadura en diversas condiciones ambientales contribuyen al
mantenimiento de cepas mas robustas para lograr una fermentacion alcoholica eficiente. Asi que,
la capacidad de las levaduras para tolerar diversos tipos de estrés fisicoquimicos es uno de los
criterios mas importantes para caracterizar y seleccionar cepas que logren una fermentacion
alcohdlica eficiente en sus diferentes tipos de ambiente (Zhao y Bai, 2009), y esta seleccion puede
ser posible debido a que la tolerancia a los diferentes tipos de estrés durante los procesos
biolégicos varia de cepa a cepa. Es por ello que, cepas de levadura pueden ser particularmente

caracterizadas y utilizadas de acuerdo a su perfil metabdlico.

En México existen diferentes bebidas alcohdlicas obtenidas de diferentes jugos de agave que se
cocinan, fermentan y destilan. Las mas importantes por su denominacion de origen son,
bacanora, tequila y mezcal. En el estado de Tamaulipas se produce tequila y mezcal, y del

proceso de elaboracion de esta Ultima bebida el grupo de trabajo del Laboratorio de Biotecnologia
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Industrial (LBI-CBG) logré aislar mas de 100 cepas de levaduras, pertenecientes a 10 especies
diferentes de levaduras, colectadas en diversas etapas de la fermentacion, mismas que se han
caracterizado por su capacidad de consumo de azucares y produccion de etanol. De la misma
manera se ha observado que en dichas cepas la capacidad de la produccién de etanol es muy
variable (Arratia, 2010, Oliva-Hernandez et al., 2012, De la Torre-Gonzalez et al., 2016); por lo
que la caracterizacién de la tolerancia al estrés por compuestos fendlicos y azufrados es parte

importante del estudio exhaustivo para su seleccién.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Metabolismo basico de las levaduras

Las levaduras son organismos quimioorganétrofos que obtienen carbono y energia (en forma de
ATP) de la degradacion de compuestos organicos como maltosa, sacarosa, fructosa, xilosa y

lactosa, de los cuales se deriva la glucosa que es la mas asimilada por las levaduras (Cuadro 1).

Cuadro 1. Principales ingredientes de los medios industriales seleccionados por las levaduras (Tomado de

Walker et al., 2000).

Compuesto Melazas Mostos de Malta  Mosto de vino Suero de queso
Fuente de Sacarosa, fructosa, Maltosa, Glucosa, fructosa, Lactosa
Carbono glucosa y rafinosa. sacarosa, sacarosa (trazas)
fructosa, glucosa,
maltotriosa
Fuentes de Compuestos Compuestos de Variables niveles  Proteinas no
Nitrégeno nitrogenados como bajo peso de amoniaco que  asimilables
proteinas no molecular como puede ser como globulina'y
asimilables a- amino limitante. Un albdmina. Bajos
nitrégenos, iones  porcentaje de niveles de
amonio y un aminoacidos amonio y
porcentaje de nitrégeno de
aminoacidos urea
Minerales Suministro de P, K, y  El suministro de Suministro de P, Suministro de P,
S disponible. Altos P,K,Mgy$S K,Mgy$S K,MgyS$S
niveles de K* que disponible. disponible. Altos disponible
pueden ser niveles de sulfito
inhibitorios presente
Vitaminas Pequefios El suministro de Generalmente el Grandes rangos
suministros vitaminas es suministro de de vitaminas
adecuados de adecuado. Altos vitaminas es presentes
vitaminas. La biotina  niveles de suficiente
es deficiente en este  azucares que van
tipo de mosto como
complemento en
los mostos, puede
ser deficiente en
biotina
Oligoelementos Metales presentes, Todo suministro Suficiente Estan presentes
aungue el Mn2* de metales, cantidad el Fe, Zn, Mn,
puede ser el aunque el Zn2+ disponible Ca, Cu
limitante puede ser el
limitante
Otros Azucares no Maltodextrinas no  Pentosas no Lipidos, NaCl.
compuestos fermentables (2-4%), fermentables, fermentables, Acido lactico y

acidos organicos,
pigmentos de ceras,
silice, residuos de

pirazina.

acido malico y
tartarico. Acido
decangico y

pesticidas, octanoico puede
compuestos ser inhibitorio.
caramelizados, Puede ser
betaina deficiente en
esteroles y acidos
grasos
insaturados.

citrico.
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Sin embargo, un 5% de los requerimientos de carbono puede ser incorporados a partir de diéxido
de carbono (Walker et al., 2000). Como toda célula, la levadura requiere de elementos y
compuestos importantes tales como hidrégeno, oxigeno, nitrégeno, azufre, fésforo, magnesio,
potasio, calcio, cobre, hierro, manganeso, zinc, niquel, molibdeno, entre otros, todos ellos
obtenidos de diferentes fuentes, de acuerdo con la presencia de ellos en el medio seleccionado.
Todos estos requerimientos nutricionales son captados por la levadura bajo 4 mecanismos
descritos por Walker et al. (2000), difusién libre, difusion facilitada, difusion por canales y

transporte activo de membrana.

Asi que, el metabolismo de las levaduras se refiere a la asimilacion quimica de nutrientes y agrupa
una serie de reacciones enzimaticas, ademas de su regulacion. Esta secuencia de reacciones
catalizadas por enzimas y que oxidativamente convierten a la glucosa en acido piravico en el

citoplasma de la célula y es conocido como la glucdlisis.

2.1.1 Crecimiento y division celular

La forma mas comun de reproduccién de las levaduras es asexual o por gemacién; no obstante,
también se puede observar fision, seguida de la formacién de pared celular y crecimiento de
micelio por la elongaciéon de la cadena. El crecimiento de las levaduras se asocia casi
completamente con el crecimiento de las gemas, las cuales alcanzan el tamafio de la célula
madura al tiempo que se separa de la célula madre. En el caso de los ascomicetos existe una
forma de reproduccién sexual a través de un ciclo que da como alternativa los estados haploide
y diploide, y se materializa mediante la produccion de esporas. Las levaduras entran a esta fase
de reproduccion sexual cuando las condiciones nutricionales no son ideales, por ejemplo en el
caso de una carencia prolongada de nitrégeno. Debido a las condiciones favorables en el proceso
de fermentacion para la obtencion de bebidas alcohdlicas las levaduras se reproducen
asexualmente (Gschaedler et al.,, 2016). El ciclo celular involucra eventos continuos (el
crecimiento celular) y eventos periédicos (sintesis de ADN y mitosis), la culminaciéon de ambos
eventos es la divisién celular. Los eventos peridédicos pueden ser divididos en cuatro fases:
sintesis de ADN (Fase S), el periodo de crecimiento después de la sintesis de ADN (Fase G2),
mitosis (Fase M) y (Fase G1) el periodo de crecimiento antes de la fase de sintesis (Walker,
2000).
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En cuanto a las fases de crecimiento todas las levaduras presentan un comportamiento similar y

se pueden dividir en cuatro:

Fase lag o de retraso: Es conocida como fase de adaptacién y se refiere a la etapa donde los
microorganismos acaban de ser colocados en un medio de cultivo adecuado para el crecimiento.
Durante esta primera etapa del cultivo no existe o se presentan escasos cambios en la cantidad
celular y este fenomeno puede durar desde una hora hasta varios dias. Los microorganismos no
se reproducen en un medio nuevo debido a que las células agotan diferentes coenzimas
esenciales u otros constituyentes celulares y requiere cierto tiempo nueva sintesis. Este retraso
en el crecimiento se puede presentar cuando el indculo lo forman células viejas que no estan
metabdlicamente activas (pero no muertas) o dafiadas por algunos tratamientos por calor o

sustancias quimicas.

Fase exponencial o logaritmica: En esta fase las células comienzan a dividirse y entran en un
periodo de crecimiento exponencial. La produccion celular alcanza una actividad maxima durante
este periodo y su tiempo de generacion (lapso requerido para que se duplique el nimero de
células) llega a un minimo constante, Como el tiempo de duplicacién se puede considerar
constante, la representacién logaritmica del crecimiento durante esta fase exponencial se puede
aproximar a una linea recta. Durante la fase exponencial las células comienzan a mostrar sus
caracteristicas visibles: morfologia, densidad y color de sus colonias y ademds, en esta fase las
células son metabdlicamente més activas.

Fase estacionaria: Durante el crecimiento exponencial se puede generar una concentracion de
células asombrosamente alta que dependera de la cantidad de sustrato presente en el medio y
de las condiciones operacionales. Al final la velocidad de crecimiento disminuye, debido a que las
células entran en una fase de mantenimiento donde la poblacién se estabiliza y su capacidad
metabdlica se vuelve mas lenta, adicionalmente algunos microorganismos comienzan a morir.
Las razones para el cese del crecimiento exponencial no siempre son claras, sin embargo,
pueden ser consecuencia de la acumulacién de productos de degradacion téxicos para las células

y/o se agotan ciertos nutrientes esenciales.

Fase de muerte: Cuando el nimero de células muertas supera drasticamente al de nuevas células
formadas se dice que la poblacion entra en fase de muerte o fase de declive logaritmico. Esta
etapa continta hasta que la poblacién ha disminuido a una pequefia fraccion de células mas
resistentes, o0 hasta que la poblacion muere por completo. Sin embargo, en ocasiones es posible

identificar transiciones entre las etapas (Gschaedler et al., 2016).
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2.1.2 Fermentacién alcohdlica

La fermentacion puede dividirse en tres etapas principales que son el transporte de azlcares al
interior de la membrana, la transformacién de los azucares en piruvato y la producciéon de etanol.
Para llevarse a cabo el proceso de fermentacién alcohdlica es necesario una concentracion
Optima de fuente de carbono (glucosa), este compuesto dicta la ruta metabdlica que seguiran las
levaduras. Una vez que la glucosa ingresa a la célula de la levadura se inicia un proceso conocido
como glucolisis y este metabolismo es el resultado de una serie de diez reacciones enzimaticas

que generan como producto final el piruvato.

En la primera etapa de la fermentacion, el piruvato se descarboxila a acetaldehido y COz, y es
esencialmente irreversible, por la piruvato- descarboxilasa, la cual requiere de Mg* y una
coenzima, el pirofosfato de tiamina. La descarboxilacién del piruvato se produce a través de una
serie de intermediarios unidos covalentemente al pirofosfato de tiamina. En la Figura 1 se muestra
el proceso fermentativo, en la etapa final de la fermentacidn alcohdlica, el acetaldehido se reduce
a etanol, donde el NADH + H* aportan el potencial de reduccién necesario y la reaccién es

catalizada por el enzima alcohol-deshidrogenasa (Alberts et al., 2010).

lucose
2 ADP s 2|NAD*
) ( )
p] ATP | g 2 [I00] + 2+ 2|NAD*
o
2 x pyruvate
0] O
\ NAD*
L|T regeneration
L HC=0
L|. =0 | ]
CH; 2 1, L-Hi Idehyd
% acetaldehyde H3L|T—L)H
CH,
2x  CO, 2 x ethanol

Figura 1. Esquema general de fermentacion alcohdlica, con énfasis en la formacion de los dos subproductos

principales, etanol y dioxido de carbono. Imagen tomada de Alberts (2010).
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Ademas, durante este proceso de fermentacion también son producidos otros compuestos
organicos como glicerol, succinato, acetato, aldehidos, acido acético, metanol, alcohol de fusel,
entre otros (Arshad et al., 2008).

2.2 Produccion de bebidas alcohdlicas a partir de agaves

2.2.1 Mezcal

La produccion de bebidas fermentadas o destilados de mezcal se realiza en mas de 20 estados
y se utilizan por lo menos 28 especies de Agave. Asi, el producto final puede provenir de una sola
especie o de la mezcla de varias de ellas, las bebidas mas sobresalientes y populares dentro de
la tradicion artesanal mexicana son el mezcal, tequila, bacanora, el destilado o licor de agave,

sotol y pulque (Garcia Mendoza, 2012).

Particularmente, el mezcal es una bebida alcohdlica destilada derivada de la fermentacién y
coccion de las pifias de diferentes especies de agave (Agave angustifolia Haw, A. esperrima
jacobi, A. weberi, A. potatorum zucc, A. salmiana) que se distribuyen en regiones limitadas de
México (NOM-070-SCFI 1997). El mezcal se ha producido por medio de un proceso artesanal

que es de varios siglos de antigliedad.

El proceso de elaboracion de mezcal se puede dividir en seis etapas principales: cosecha y
seleccion de la planta de agave, coccion, molienda, fermentacion, destilacion y envasado. Las
pifias de las diferentes especies de agave contienen reservas de polisacaridos (oligofructanos)
que se encuentran en los tallos y en la base de las hojas, estos son hidrolizados durante la etapa
de coccién en hornos de piedra, que consisten en un agujero lleno de piedras previamente
calentadas que es cubierto con tierra. Algunos de los puntos a destacar en la produccién de
mezcal son el que, durante la coccion, la temperatura no esté bien controlada, ademas, otras
variables dependen de la casa de produccion. Los niveles mas altos de compuestos
caramelizados se encuentran en agave cocido, derivados de la degradacion de los oligofructanos,
los cuales son sintetizados por el metabolismo acido de las crasulaceas, y son compuestos
principalmente de unidades de fructosa unidas a una molécula de sacarosa, por ejemplo en agave
azul y otras especies de agave, existen mezclas complejas de fructanos ramificados, donde los
restos de fructosa estan conectados por enlaces 3 (2-1) y B (2-6) Asi que, durante la etapa de
coccion los oligofructanos se hidrolizan para producir monémeros u oligosacaridos con grados

mas bajos de polimerizacion (Garcia et al., 2011).

Al terminar el proceso de hidrélisis de las pifias de agave, los mostos no sélo contienen los
azucares fermentables, también se ha encontrado una variedad de diferentes compuestos por

espectrometria de masas (GC-MS) que incluyen alcoholes, aldehidos (furfural), aminoacidos,

Patricia Vital Lopez 7




CENTRO DE BIOTECNOLOGIA GENOMICA - INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

furanos, &cidos organicos, piranos, compuestos de azufre, terpenos, y furanones. Ademas,
productos volatiles de tratamiento térmico de agave como el alcohol feniletilico, a-damascenona,
linalol y probablemente la vainillina (Benn y Peppard, 1996), que son la fuente de las
caracteristicas organolépticas del tequila. Mientras que los furanos son derivados de la
degradacion térmica principalmente de pentosas y hexosas, donde el compuesto formado mas
abundante es el 5- (hidroximetil) furfural (HMF). Adicionalmente, el furfural, 2-furanmetanol, y
acido 2-furancarboxilico, entre otros, y a medida de la proporcion en que son liberados, para
procesos mas industrializados, pueden considerarse como inhibidores téxicos, otro reto para la

produccién de etanol durante la fermentacién (Garcia et al., 2011; Arellano et al, 2013).

Durante la etapa de fermentacidn del mezcal, no se utilizan levaduras comerciales y si no que es
utilizada la levadura presente en el mosto de agave la cual lleva a cabo la fermentacién natural.
Estas levaduras son expuestas a condiciones extremas ya que el agave posee entre 200 y 350 g
de azucares reductores/ kg de fibra de agave lo que provoca el estrés osmético, asi que, la
levadura debe producir etanol con el fin de disminuir el estrés osmaético; dado que las levaduras
nativas de mezcal estan bajo un estrés constante durante la fermentacion se cree que tienen un

sistema desarrollado de adaptacién para sobrevivir en esa condicién (Arellano et al, 2013).

2.2.2 Tequila

El tequila es una bebida alcohdlica destilada que se obtiene sélo de la variedad azul de Agave
tequilana, la cual tiene Denominacion de origen (DOT) en el estado de Jalisco y en algunos
municipios de Michoacén, Guanajuato, Nayarit y Tamaulipas Esta bebida se ha convertido en una
bebida popular en el mundo entero y se elabora mediante métodos industriales para alcanzar

mayor homogeneidad en todos sus aspectos y reducir costos (Garcia Mendoza, 2012).

En el proceso productivo del tequila se realizan operaciones basicas, las cuales son
transformaciones quimicas, fisicas y bioquimicas, entre ellas se mencionan: jima, hidrolisis,
extraccion, formulacion, fermentacién, destilacion y maduracion, todos ellos descritos por Ibarra

et al. (2010) en su libro Ingenieria del tequila.

En el proceso de produccién de tequila, la hidrdlisis de la inulina, azUcar presente en el Agave
tequilana puede realizarse de forma artesanal o industrializada, ya que pueden utilizarse

autoclaves u hornos de mamposteria (Ibarra et al., 2010) como se describe a continuacion:

- Autoclaves
La coccion de manera industrializada es realizada en autoclaves de hasta 40 toneladas,

en donde por la parte superior es inyectado vapor de agua, la parte inferior dispone de
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unas parrillas que permiten el drenado de los jugos y el soporte de las pifias. Las pifias
son cargadas a las autoclaves cortadas en mitades para dar uniformidad a la coccion y
disminuir el tiempo requerido. El tiempo de coccién en la autoclave es de 14 horas,
seguido de 12 horas de reposo, tiempo en el cual continua la coccion y el desdoblamiento
de azUcares; la presion de trabajo esta entre 0.8 Kgf/cm?, la temperatura es de 105 °C.
Al disminuir la presion y la temperatura de la coccién, se estas pifias se extraen muestras
para analizar en laboratorio, asi determinan la eficiencia de la hidrélisis por métodos
gravimétricos y otros utilizando HPLC (High performance liquid chromatography,
cromatografia liquida de alta eficiencia). Otras tequileras, han implementado también la

hidrdlisis acida adicionalmente a la hidrdlisis térmica (Huitrén et al., 2013)

- Hornos de mamposteria
Estos hornos son construidos internamente en ladrillo, aqui las pifias del agave son
introducidas por medio de bandas transportadoras y se alimenta con vapor a una
temperatura de 95 °C y presion de 1 Kgficm?. El tiempo de su residencia en los hornos
es de 24 horas, con un reposo de 24 horas; y el paso de los agaves por este tipo de
coccion, brinda organolépticamente al tequila como producto final mejores condiciones

organolépticas como el aroma.

De la misma forma, para la obtencién de los mostos, que es la operacion para separar los
azucares de las fibras de agave, se utilizan molinos de tipo cafiero, o de manera artesanal, donde
antiguamente se utilizaba una tahona, que es una piedra en forma de rueda que iba exprimiendo

las fibras en su desplazamiento, operacion que era de poca eficiencia.

Un punto importante en la etapa de fermentacion, a diferencia de la produccién de mezcal es que
en la produccién de tequila la fermentacién de los mostos de Agave tequilana no se realiza por
levaduras naturales. En este caso, se emplea un in6culo de levadura ya sea comercial o cepa
propia, esta cepa es adaptada a las condiciones de fermentacion que se inicia en una caja Petri
con 10 mL de mosto y una vez crecida, se toman las cantidades para ser inoculada en volumen
de mayor escala. Las eficiencias en la produccion de etanol dependen principalmente de la
adaptacion de la cepa al mosto. La levadura méas utilizada en la produccion de tequila es la

Saccharomyces cerevisiae (lbarra et al, 2010).

2.3 Tipos de estrés y su respuesta metabdlica

Durante los procesos de fermentacion, las células de levadura se ven sometidas a varios tipos de

estrés a medida que las condiciones del medio cambian, la levadura responde rapidamente
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sintetizando moléculas que le permiten atenuar o reparar el dafio causado por el estrés. Su
estudio ha evidenciado que la respuesta a nivel trasncripcional es importante para la
supervivencia celular y ha llevado a la descripcion de varias vias de transduccién de sefiales y
factores de transcripcion involucrados en esta respuesta (Folch et al., 2004), por ejemplo en la

propagacion de la levadura y su procesamiento dentro de la elaboracion de cerveza (Figura 2).

ESTRES OXIDATIVO CAMBIO A ANAEROBICO CHOQUE FRIO
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Figura 2. Representacion esquemdtica de la naturaleza temporal y secuencial de posibles tensiones
encontradas por la levadura durante la propagacion fabrica de cerveza, fermentacién y almacenamiento
(Vital-Lopez y Larralde-Corona, 2016).

Por lo anterior, a continuacién, se describen con méas detalle las respuestas metabdlicas hacia

los diferentes tipos de estrés que pueden presentarse durante los procesos de fermentacion.

2.3.1 Tolerancia al estrés por temperatura
El estrés a altas temperaturas, influye adversamente en la fisiologia celular de la levadura y la
viabilidad celular, afecta la morfologia general de la célula produciendo una gemacion atipica y el
crecimiento de la pared celular se va haciendo irregular, ocasionando con esto el aumento de
tamafio de la célula, afectando la division y crecimiento celular. La temperatura también afecta la
estructura de la membrana plasmatica en su funcion, por ejemplo, en la disminucién de &acidos

grasos insaturados de la membrana, ademas, también disminuye el pH intracelular, y lleva a cabo
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la represién de sintesis de muchas proteinas mitocondriales, el incremento en la frecuencia de

mutaciones y los dafios por calor al ADN es mas grave.

En la levadura Saccharomyces cerevisiae, se ha prestado gran atencién a la familia de proteinas
Hsp100/Clp, de los cuales Hsp104 tiene un papel clave en la tolerancia al calor y otros factores
de estrés. Hsp104, junto con Hsp70 y Hsp40, componen un complejo chaperona que facilita la
reactivacion de proteinas dafiadas por el calor y por lo tanto ayuda en el mantenimiento de los
procesos esenciales en la célula bajo estrés. Aunque un aumento de estas proteinas puede
deberse a otros factores de estrés como a condiciones hiperténicas y a etanol. También se sabe
gue los dafios producidos por calor pueden ser contrarrestados por la sintesis de proteinas y por
medios de adaptacion (Holubarova et al., 2008). La mayoria de las proteinas de este grupo son
proteasas y chaperonas moleculares que estan involucradas en impedir la desnaturalizacion o
inducir la renaturalizacién de proteinas, la degradacion de proteinas mal plegadas y la
disgregacion de agregados proteinicos causados por desnaturalizacion. Algunas de estas
proteinas se encuentran también presentes a temperaturas 6ptimas y, estudios genéticos indican
gue son proteinas indispensables para mantener el plegamiento correcto de otras proteinas,
ensamblar y desensamblar proteinas en estados oligoméricos y degradar proteinas

desnaturalizadas o mal plegadas (Folch et al., 2004).

Estas proteinas que han sido también reveladas en diferentes trabajos de investigacién (Garay
et al., 2004; Gibson et al., 2007), ademas del mismo grupo de proteinas como la HSP12 en el
trabajo de Carrasco et al. (2001). Por otro lado, una manera de contrarrestar el efecto de la
temperatura, es la aplicacién de microcapsulas en los procesos de fermentacién, con el que se

ha demostrado mejor tolerancia al estrés por temperatura (Sun et al., 2007).

2.3.2 Tolerancia al estrés osmoético

El estrés osmotico se ha definido como una situacion donde existe un desequilibrio de
osmolaridades intracelulares y extracelulares, suficientes para causar un cambio perjudicial en la
fisiologia de las levaduras. En los ambientes naturales, las levaduras son sometidos
continuamente a los cambios en la osmolaridad externa que puede ser extremadamente

perjudicial para el funcionamiento celular (Gibson et al., 2007).

Especificamente, la levadura S. cerevisiae cuando se enfrenta a una condicion de alta
osmolaridad externa, ésta sufre un cambio inmediato en el volumen celular debido a la pérdida
de agua del citosol. Esta deshidratacion es un proceso rapido (aprox. 1 min) y se compensa
parcialmente por un influjo de agua de la vacuola al tiempo que ésta acumula iones toxicos en
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beneficio del citoplasma y los organelos; asi que para sobrevivir y continuar con el crecimiento,
las células deshidratadas pueden recuperar el turgor siempre y cuando la severidad del estrés
sea fisiologicamente aceptable. La proliferacion celular se reanuda después de un periodo de
adaptacién el cual varia dependiendo de un niimero de factores como la severidad del estrés, del
fondo genético de la cepa, y del estado de crecimiento. En esta fase de aclimatacion las células
de levadura experimentan una serie de cambios como reestructuracién del citoesqueleto de
actina, arresto transitorio del ciclo celular, y reprogramacion del metabolismo. Al mismo tiempo,
se inducen mecanismos involucrados en la resistencia al estrés, como son el aumento en la
concentracion intracelular de glicerol y la exclusion de iones téxicos. Ademas, se induce la
expresion de una serie de genes cuyos productos participan en diferentes sistemas y/o procesos
como el metabolismo redox, la produccion de proteinas protectoras y el reajuste en los niveles de

carbohidratos, lipidos y amino&cidos (Folch et al., 2004).

Investigaciones como la de Jiménez et al. (2011), con enfoques de transcriptémica y las
determinaciones de glicerol intracelular, han dado pistas sobre la adaptacion de las cepas de
levadura para la produccién de vino con alto estrés osmoético, basandose en la adaptacién a los
medios de crecimiento. Ademas, el incremento de la concentracién intracelular de glicerol se
relaciona con una mayor resistencia al estrés osmético (Garay et al., 2004; Zuzuarregui y del
Olmo, 2004).

En la levadura S. cerevisiae se sabe que el glicerol y la trehalosa funcionan como osmoprotector
(Kaino y Takai, 2008). En un estudio se observd la capacidad de la sintesis de osmolitos como la
trehalosa y el transporte de cationes que es controlado por la glucosa (Garcia et al., 1997) y se
corrobor6 que la trehalosa, actlla como protectora de membrana (Hounsa et al., 1998; Tekolo et
al., 2010). También se ha observado un efecto de proteccién por la presencia de catequina e
inositol con un 55 y 13% de incremento, respectivamente, en los rendimientos de la fermentacion,

mostrando ser tolerantes a estos compuestos (Caridi, 2003).

2.3.3 Tolerancia al estrés por etanol

El propésito principal de la fermentacion en la fabricacién de bebidas como cerveza, tequila y
vino, por ejemplo, es la sintesis de alcohol a partir de azlcares fermentables y de la produccion
de compuestos particulares de su sabor, dados por la levadura Saccharomyces. Sin embargo, un
producto importante de la fermentacion es una poblacion adecuadamente viable y vital de
levadura para que se puede utilizar en las fermentaciones posteriores. Como la fermentacion va
progresando, la concentracion de etanol aumenta y las células se exponen a niveles cada vez
mas toxicos de etanol, afectando la viabilidad de la célula y su crecimiento, en la biosintesis de

macromolécula y en la estructura de la membrana y su funcién (Gibson et al., 2007).
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Existen genes que se clasifican en las categorias funcionales de la "respiracion aerébica" y
"funcionales de la mitocondria" que han sido revelados recientemente por estar relacionados con
la tolerancia a etanol, por ejemplo solo la delecién COQ5, 9, 10 ( Coenzima Q) y COX7, 9, 11
(subunidades de Citocromo C oxidasa) mostraron sensibilidad al etanol, por otra parte, los genes
relacionados con la respiracién y el transporte de electrones también resultan ser regulados para
las Ultimas etapas de la elaboracion del sake, haciendo hincapié en la necesidad del metabolismo

energético de la tolerancia al estrés de la levadura (Zhao y Bai, 2009).

La identificacion y caracterizacion de cepas de levaduras con alta tolerancia al etanol ha causado
gran interés, esto, para ser utilizadas en la produccion de vinos de calidad. En el trabajo de Antoce
et al. (2011) se probaron diez diferentes cepas de Saccharomyces seleccionadas de vifiedos
rumanos, en las cuales se observé mediante calorimetria y célculo de la concentracion minima
inhibitoria del etanol un rango variable de resistencia, aun dentro de la coleccién utilizada
industrialmente para la produccion de vino. Otras cepas de S. cerevisiae han sido modificadas
genéticamente para tolerar etanol en medio acido y a temperaturas elevadas (39 y 41 °C), lo cual
sugiere su potencial uso en la produccion de bioetanol, debido a la fermentacion a altas
temperaturas (Benjaphokee et al., 2012). Ya que las levaduras difieren en la capacidad de tolerar
etanol, como algunas mencionadas anteriormente, se ha observado que algunas cepas se
benefician de la presencia de sales para tener un buen rendimiento alto de etanol. En el trabajo
de Ciesarova et al., (1996), se compararon tres cepas de Saccharomyces cerevisiae, donde se
afadieron cantidades de CaCl. y MgCla, los cuales permitian en la adicion de ambas sales, una

mejor eficiencia en la produccion de etanol, cuantificado por la produccion de COa2.

2.3.4 Tolerancia al estrés oxidativo
Este tipo de estrés es uno de los principales a los que enfrentan las levaduras, particularmente
durante el crecimiento aerdbico, debido a la reaccién de las especies reactivas de oxigeno (ROS)
derivado del oxigeno, tales como los aniones de superoxido (O2), peroxido de hidrogeno (H202)
y el radical hidroxilo (OH’), ya que estos compuestos se pueden generar por la respiracion
mitocondrial, por incremento de la tensién del oxigeno disuelto del medio de crecimiento o por

exposicion de radiacion iénica.

Los compuestos ROS causan el dafio oxidativo a proteinas, lipidos y al ADN (Moradas et al.,
1996) y muchas de las fuentes potenciales estan relacionadas con la apoptosis (Figura 3). Los
radicales hidroxilo reaccionan indiscriminadamente con la mayoria de los metabolitos y

macromoléculas, en muchos casos que generan otros radicales en el proceso lo cual es una

Patricia Vital Lopez 13




CENTRO DE BIOTECNOLOGIA GENOMICA - INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

reaccién en cadena, dafiando asi una amplia gama de moléculas, incluyendo acidos nucleicos,

proteinas y lipidos (Perrone et al., 2008).
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Figura 3. Posibles fuentes de ROS vy su interaccion con la célula. Las fuentes intracelulares de especies

reactivas de oxigeno (ROS) que estan involucrados en la apoptosis se encuentran marcados en rojo.

La cadena respiratoria en la mitocondria produce aniones superéxido que se convierten en H202 por Sod2p
en la matriz de la mitocondria o por Sod1p en el citosol y en el espacio entre la membrana mitocondrial.
Ndilp representa la NADH deshidrogenasa mitocondrial interna que transfiere electrones al complejo Ill de
la cadena respiratoria. El factor inductor de apoptosis (Aiflp) esta situado normalmente en la mitocondria y
puede tener actividad antioxidante. Como parte del proceso de apoptosis, es Aiflp translocado al nicleo
donde se inicia la rotura del ADN. La delecién de la metacaspasa Ycalp de la levadura puede conducir a un
aumento de dafio inducido por ROS. Durante el plegamiento de proteinas, el enlace disulfuro de la proteina
en la maquinaria del ER (reticulo endoplasmico) produce H202. El peréxido de hidrégeno se desintoxica a
agua por catalasas (Cttlp y Ctalp) por enzimas dependientes de glutation, incluyendo glutatién peroxidasas
(GPXS), glutaredoxinas (Grxs) y glutation transferasas (GST). En los ultimos procesos reducida glutatién
(GSH) se convierte a glutation oxidado (GSSG). GSSG se reduce a GSH por la glutation reductasa (Glrlp)
usando NADPH como donante de electrones. Hidroxilo radical ((OH) se genera a través de las reacciones
de Fenton y Haber-Weiss. La dinamica de actina implica cambios en el citoesqueleto de actina, si se
convierte a filamentos de actina estabilizados, conduce a una mayor acumulaciéon de ROS (Tomado de
Perrone, 2008).

A pesar de su potencial toxico, el oxigeno, durante los procesos de fermentacion es importante,

ya que es necesario para generar biomasa de levadura, en la sintesis de lipidos, esteroles y
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acidos grasos insaturados y es necesario para mantener la membrana plasmatica. Sin embargo,
la exposicion excesiva de la levadura al oxigeno en el recipiente de fermentacion puede resultar
en un excesivo crecimiento de la levadura a expensas de la produccién de etanol, ademas la
teoria de los radicales libres del envejecimiento propone que los ROS (especies reactivas de
oxigeno) se producen en condiciones aerobias y son la principal causa de envejecimiento celular,

por tal motivo, se requieren niveles 6ptimos de oxigeno.

2.3.4.1 Generacion de ROS por compuestos quimicos

Muchos compuestos quimicos requieren activacion metabdlica para convertirse en reactivos
intermedios y ejercer su toxicidad. Estos compuestos quimicos se oxidan a reactivos intermedios
debido a su estructura quimica. Los reactivos intermedios podrian ser radicales libres, los cuales
tienen un electrén desapareado y pueden ser de carbon, nitrdgeno u oxigeno. Una de las
reacciones debido a su alta reactividad es la transferencia de electrones a oxigeno molecular, lo
cual genera radicales superdxido (Cohen y D" Arcy, 1987), sin embargo, la principal amenaza
para la célula es la transformacion subsiguiente de 02"~y H-0O2 a oxidantes mas fuertes, en
particular el radical hidroxilo, que es el radical mas oxidante a surgir en sistemas bioldgicos
(Thorpe et al., 2013).

Algunos de los compuestos mencionados son benzoquinonas, paraquat, nitrofurantoina, entre
otros y, muchos de ellos han sido implicados en la accién de una gama de estructuras y
compuestos farmacolégicos. Todos estos compuestos son reducidos por una célula reductasa
utilizando equivalentes reductores NAD (P) H para llegar a formar el radical. Asi, se establece un
ciclo redox en el que cantidades desproporcionadas de NAD (P) H y oxigeno son utilizadas para
las cantidades del quimico presente. Este ciclo redox de quimicos dejan “estrés oxidativo” y
subsecuentemente la muerte celular por un mecanismo aun no muy claro (Cohen y D Arcy,
1987), pero pude deberse a alteraciones en la homeostasis del calcio intracelular entre otros iones
metales (Wu et al., 2011).

El origen de la inhibiciébn o retraso en las fermentaciones industriales se debe entre otras
situaciones, al uso o la presencia de compuestos de estas estructuras quimicas. Por ejemplo, en
la elaboracion del vino, se emplean compuestos antimicrobianos para lograr el control
microbiolégico y del mosto mediante la limitacién y/o propagacién de levaduras y bacterias
indeseables, estos son el dioxido de azufre y oxicloruro de cobre (Fiore et al., 2005); compuestos
inhibitorios que tienen un impacto en la fermentacion si las cepas no son tolerantes a estos

compuestos (Vilela et al., 2013).
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Por otro lado, la hidrolisis de materiales lignocelulésicos que estan presentes también en plantas
de Agave spp (Huitron et al., 2008) al generar una amplia variedad de compuestos pueden ejercer
una accién que contrarresta la eficiencia de los microorganismos en una fermentacion (Palmgvist
y Hahn, 2000). Algunos compuestos como &cidos alifaticos, furanos y compuestos fendlicos
también estan presentes durante la produccion de bioetanol combustible (Piotroswski et al.,
2014), mismos que pueden ejercer un efecto inhibidor considerable en las fermentaciones de los
hidrolizados lignocelulésicos, siendo los compuestos fendlicos de bajo peso molecular mas
téxicos. Sin embargo, los mecanismos del efecto de inhibicién de compuestos fendlicos como de
los compuestos de furfural e HMF (Hidroxi metil furfural) ain no han sido elucidados (Palmqvist y
Hahn, 2000). Sin embargo, en experimentos con tratamientos de compuestos furfural en células
de levadura Saccharomyces cerevisiae se ha demostrado éstos inducen la acumulacion de ROS
causando dafios celulares a mitocondrias, vacuolas, a la actina y a la cromatina nuclear (Allen et
al., 2010). Por su parte, la vainillina tiene un efecto en la activacion trasncripcional del factor Yap1,
factor del estrés oxidativo lo cual indica la acumulacion intracelular de ROS durante el tratamiento
a las células de levadura (Nguyen et al., 2014). Este compuesto actla a una concentracién baja,
afectando componentes y funciones, causando graves dafios en el ADN. Para poder elucidar la
tolerancia Shen et al., (2014) utiliz6 un conjunto de levaduras mutantes con deleciones de los
genes que codifican las enzimas de biosintesis de ergosterol, y observaron que el ergosterol es
importante para mantener la fluidez y la estabilidad de la membrana para proteger a la célula de

los efectos toxicos de la vainillina.

De la misma manera, los compuestos de furano, furfural y 5-hidroximetilfurfural (HMF) inducen la
acumulacion de ROS en S. cerevisiae reducen la actividad enzimatica y biol6gica, descomponen
ADN, e inhiben la sintesis de ARN y de proteinas. Sin embargo, la tolerancia de furfural y HMF
de S. cerevisiae se asocia principalmente con la capacidad de la cepa para transformar furfural y
HMF en alcohol furfurilico menos téxico y el 2,5-bis-hidroximetilfurano (Horvéth et al., 2003; Shen
et al., 2014)

2.3.5 Respuestas metabdlicas al estrés oxidativo

Se sabe que los radicales libres de oxigeno (ROS), en dosis bajas las células pueden adaptarse
para ser mas resistentes a una subsecuente exposicion letal, en dosis altas las células activan
funciones antioxidantes incluyendo un programa de la expresién génica de los factores de
transcripcion Yaplp y Msn2, y ademas el retraso de la division celular. En dosis aiin mayores de

ROS se produce la muerte celular por apoptosis y a dosis extremas las células mueren por
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necrosis. El estrés oxidativo en condiciones normales es muy recurrente pero siempre regulado.
El oxigeno se encuentra dentro de la célula en su formas mas estable como (O2)?, sin embargo,
en determinadas condiciones, principalmente por medio de reacciones bioguimicas redox llegan
a producirse estas moléculas o radicales libres altamente reactivas (Zorrilla et al., 2004), la mas
comun producida por este mecanismo es el anidon superoxido (Oz27), relativamente la mas
abundante y que es liberada de la cadena respiratoria mitocondrial; el perdxido de hidrégeno se
produce durante la desintoxicacién del anidon superoxido catalizado por la superéxido dismutasa,
es producido en la levadura durante la oxidacion de acidos grasos en el peroxisoma y de varias
reacciones; el H202 puede cruzar facilmente la membrana celular, esta molécula no es
relativamente muy reactiva, pero tiene efectos nocivos durante su conversion al radical hidroxilo,

que si es extremadamente reactiva (Perrone et al., 2008).

La diversidad de especies de ROS que se pueden generar en las células estd acompafiada por
la variedad y complejidad de las respuestas celulares que conducen a la desintoxicacion, la
reparacion del dafio o el mantenimiento de homeostasis de iones metalicos. Las células de
levadura producen un rango de metabolitos, o bien hidréfilos o lipofilos, con actividad antioxidante,
asi como muchas enzimas con funciones antioxidantes especificos, tales como el acido D-
eritroascorbico, la flavohemoglobina, el glutation, las metalotioneinas, poliaminas, el ubiquinol, la
trehalosa y ergosterol, ademas de algunos metabolitos carotenoides; las levaduras poseen
enzimas que detoxifican el oxigeno activo, tales como la Cu/Zn superéxido dismutasa, Mn
superdxido dismutasa, catalasa A, catalasa T, citocromo C, peroxidasa, glutation reductasa,
tiorredoxina, tiorredoxina peroxidasa y tiorredoxina reductasa (Krems et al. 1995; Jamieson, 1998;
Gibson et al., 2007; Herrero et al., 2008; Kaino y Takai, 2008).

En varios casos existen dos o0 mas genes que codifican estas funciones, con sus productos
situados en compartimientos diferentes y/o regulados de diferentes formas. Se dice que esta lista
esté lejos de ser completa ya que se requieren al menos 450 genes para mantener la resistencia
celular a estos ROS, la resistencia general al ataque de ROS esta regulada por una combinacion
de estos factores, asi que la delecion de uno o cualquiera no conduce a la inviabilidad y solo en
algunos casos provoca un fenotipo ligeramente sensible. Sin embargo, la supresién del gen SOD1
que codifica la citosdlica Cu/Zn superoxido dismutasa conduce a una auxotrofia para varios
aminoacidos debido a que dafa el cluster Fe/S y ademas la delecion sibita de este Sodl ha
probado formar parte de la respuesta adaptativa al estrés hiperosmético (NaCl 1M, Sorbitol 2.2M),
por otra parte la supresién de GSH1 requerido para la sintesis de glutation da lugar a un
acortamiento significativo de la vida util de las células y aumento de la apoptosis celular (Perrone
et al., 2008).
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3. JUSTIFICACION

En el laboratorio de Biotecnologia Industrial se cuenta con una coleccion de levaduras que fueron
aisladas originalmente de mostos de mezcal en la Sierra de San Carlos (Tamaulipas). Estos
mostos de mezcal son un sistema de fermentacién complejo, primero, por la composicién fisica
del sustrato (liquidos y fibras de agave) y segundo, por la composicion quimica del mosto (altas
concentraciones de fructosa producto de hidrélisis de inulina, compuestos de Maillard,
compuestos lignocelulésicos, furfural, entre otros). Debido al importante origen de aislamiento,
las cepas han sido analizadas y caracterizadas con respecto a la produccion de etanol, a la
tolerancia al estrés osmético (concentraciones de azucares) y al estrés por etanol; de este modo
las levaduras con caracteristicas importantes se han ido seleccionando para estudios posteriores
y/o usos industriales. Asi mismo, se han elucidado algunas respuestas al estrés por temperatura

por ejemplo, la floculacién.

Sin embargo, estas levaduras no se han caracterizado con respecto al estrés por compuestos
fendlicos y azufrados, compuestos clave para su futura aplicacién en mostos agro-industriales
mediante la caracterizacion de su crecimiento, produccion de metabolitos primarios y secundarios
incluyendo enzimas involucradas en la actividad de tolerancia de dichos compuestos inhibitorios
en las etapas de fermentacion para la produccion de bebidas alcohdlicas o a partir de mostos de

agave y de uva, o de residuos lignocelulésicos para la produccion de bioetanol.

Patricia Vital Lopez 18




CENTRO DE BIOTECNOLOGIA GENOMICA - INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

4. HIPOTESIS

Las levaduras con tolerancia a compuestos fenélicos y a compuestos azufrados poseen un mejor
desempefio metabdlico.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general:

Caracterizar la tolerancia al estrés de las levaduras de la coleccion del LBI-CBG a compuestos

fendlicos y a compuestos azufrados.

5.1.1 Objetivos particulares:

1. Cuantificacion de la tolerancia a compuestos azufrados de la coleccion de levaduras.

2. Cuantificacién de la tolerancia a compuestos fendlicos de la coleccién de levaduras.

3. Caracterizar el metabolismo en cepas tolerantes a compuestos azufrados y fendlicos

4. Determinar los polimorfismos de los genes codificantes de las enzimas superéxido

dismutasa y catalasa en cepas tolerantes a compuestos fendlicos y azufrados.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Material biologico

Las cepas utilizadas son representativas de la diversidad de levaduras que se encuentran en la
fermentacion del mezcal en Tamaulipas (México) y pertenecen a las especies de S. cerevisiae
(12 aislamientos), Kluyveromyces marxianus (3 aislamientos), Torulaspora delbrueckii (3
aislamientos), Pichia spp. (3 aislamientos de diferentes especies), Candida parapsilosis,

Clavispora lusitanae., y Zygosaccharomyces bailii.

Las 24 cepas de levadura que se utilizaron pertenecen a la coleccion del LBI-CBG aisladas de
mezcal, estas se encontraban conservadas a 60% de glicerol a -70 °C. La cepa comercial de vino
Saccharomyces cerevisiae Fermichamp (DSM Food Specialties BV, Paises Bajos) fue utilizada

como control.

6.2 Condiciones de crecimiento

A partir de los stocks conservados, las cepas de levadura fueron crecidas en placas de agar YPD
que contienen 1% extracto de levadura, 2% de peptona, 2% D-glucosa, mas 2% de agar
bacteriol6gico (Difco ™ YPD Broth) y se incubaron a 30 °C durante 24 hrs h. Una asada de este
pre-cultivo se utiliz6 como in6culo para el medio YPD liquido, que se incub6 durante 20 hrs.
(Saccharomyces) y de 15-18 hrs (No-Saccharomyces) a 30 °C con agitacion a 250 rev/min. La
densidad éptica (D.O) de los cultivos se determind a 600 nm y la concentracion inicial de inéculo
se ajustd a una D. O de 0.5 de absorbancia con solucion salina estéril (9 g/L de NaCl) para todos

los experimentos de tolerancia en placa.

Para los experimentos de tolerancia en cultivo liquido (fermentacién), se utilizaron las condiciones

mencionadas anteriormente y se ajust6 a una D.O. de 0.05 de absorbancia.

6.3 Medicién de la tolerancia al estrés por SOz y H20>

Para la prueba de tolerancia a SOz en medio sélido, se prepard una solucion Stock de 20 000
ppm con Metabisulfito de Potasio de Sigma Aldrich P2522 (5 g de Metabisulfito de Potasio
disueltos en 250 mL de agua miliQ) el cual fue esterilizado por filtracién con filtros de 0.45 pm
micras de diametro. A partir del stock, se prepararon diferentes concentraciones de YPD Agar
(50g/L YPD, 20gd/L agar) con 100 hasta 1300 ppm de SOz: liberado del Metabisulfito de potasio en
el medio sélido y ademas se prepararon cajas tomadas como control (sin SO>). Las cajas de agar

fueron selladas con Parafim M ™ hasta su uso.
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Mientras que para el acondicionamiento de las cajas agar con Perdxido de hidrégeno (Sigma
Aldrich V00194) se prepar6 una solucion stock a una concentracion de 1M (8.503 g de Perdxido
de Hidrégeno aforado en 250 mL con agua miliQ estéril) el cual fue tomado para preparar un
segundo stock, a una concentracion de 100 mM con la férmula C1V1=V2C> que se procedié a
esterilizar con filtros de 0.45 um. Las concentraciones de Perédxido de Hidrégeno en YPD Agar

con fueron desde 0 (caja control) hasta 30 mM.

La medicién de la tolerancia al estrés se llevé a cabo recuento de colonias en placa (De la Torre
et al., 2016). Se tomo un indculo inicial de D. O. de 0.5 de absorbancia, posteriormente se
realizaron diluciones de 1:10, 1:100, 1:1000 y 1:10000, y una gota de un volumen de 10 microlitros
para cada dilucion fue colocada en las cajas previamente preparadas, las cuales contenian las
condiciones estresantes de SOz y H202. Los experimentos se realizaron por triplicado, con una
doble repeticién por caja para cada concentracion. Las placas fueron selladas nuevamente con
Parafilm para evitar la pérdida de los compuestos por volatilizacién y se llevaron a incubaciéon a
30°C por 24 horas. Sin embargo, el registro de colonias se llevo a cabo hasta que las colonias
fueran contables.

Los datos de tolerancia fueron graficados por la disminucién en el crecimiento por medio de
UFC/mL durante el aumento de las concentraciones del SO y H202. Con la finalidad de
seleccionar cepas representativas en alta, media y baja tolerancia a SO2y H202, las cepas se

clasificaron de acuerdo al nimero de células viables en cada rango de concentracion.

6.4 Tolerancia al estrés por compuestos fendlicos durante las fermentaciones

Las fermentaciones se realizaron en un medio llamado M2 (Oliva Hernandez, 2012), el cual es
preparado con Extracto de levadura (1g/L); Fosfato de potasio monobéasico, KH2PO (5 g/L);
Sulfato de magnesio, MgS0O4 (H20)7, (0.4 g/L); Sulfato de amonio, (NH4)2SO4 (0.4 g/L), Glucosa
(10 g/L), Fructosa (90 g/L) disueltos en agua desionizada que fue esterilizado previamente para
su inoculacién. Se utilizaron ademés los compuestos vainillina (Sigma Aldrich V1104) y furfural
(Sigma Aldrich 185914) para determinar la tolerancia en cada fermentacion, concentraciones

desde 0.5, 1, 1.5y 2 g/L con vainillinay 1, 1.5, 3 g/L en el caso de furfural.

Las fermentaciones se llevaron a cabo en tubos “minibioreactores” con un volumen de 20 mL del

medio M2, los tubos se incubaron a 30 °C con agitacién a 300 rpm y cada experimento se realizo
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por triplicado. La fermentacién se monitoreé cada 24 horas y ademas para cada punto de

monitoreo se cuantificé el azlcar residual, asi como la biomasa producida.

6.5 Cuantificacion de la produccién de CO:2

La fermentacion fue monitoreada por el seguimiento de la produccién de CO: por litro que se
obtuvo por la diferencia del peso inicial del medio M2 y el peso obtenido a través del tiempo. Se
consideré la pérdida de peso debida a la evaporacién por el orificio en la tapa de ventilacion que
es de 0.0034 g/h.

6.6 Cuantificacién de la biomasa

La biomasa fue cuantificada como peso seco centrifugando 2 mL de cada muestra en un tubo
Eppendorf que fue previamente pesado; el sobrenadante fue colectado para el analisis de DNS
(Wood et al., 2012), y los tubos que contenian el precipitado se colocaron dentro de una estufa
de secado a una temperatura de 50°C y se mantuvieron durante toda la noche para obtener un
producto precipitado seco, después se colocaron en un desecador de vidrio de silica gel durante

al menos 30 minutos y después se pesaron.

La produccion de biomasa fue calculada como la diferencia de los pesos del tubo dividido entre
el volumen de la muestra que fue centrifugada. Se tomaron dos muestras de cada uno de los tres

tubos para minimizar el error.

6.7 Cinética de crecimiento

La cinética de crecimiento de las cepas seleccionadas fue monitoreada por el conteo celular total
en Camara Neubauer y fue comparada con la viabilidad en a lo largo de la fermentacién, y ésta
fue realizada por el método de microgota en placa, los resultados fueron graficados como se

muestra en la figura 13.

6.8 Cuantificacion de azlcares reductores

A partir del sobrenadante de cada una de las muestras, se analizaron los azUcares reductores
obtenidos al final de cada fermentacion, la cuantificacion de estos azucares fueron llevados a

cabo bajo el método del acido 2-dinitrosalicilico, DNS (Wood et al., 2012). Para el uso de éste
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método analitico indirecto se construy6 una curva de calibracién mostrada en el APENDICE |, los

datos de regresion lineal fueron utilizados para interpolar los datos obtenidos de las muestras.

6.9 Disefio de oligonucledtidos para fragmentos de los genes Superéxido
dismutasa (SOD1 y SOD2) y Catalasa (CAT1y CTA2)

Se realiz6 la busqueda de la secuencia de aminoacidos para las proteinas SOD y CTA de la cepa
Saccharomyces cerevisiae S288C en la base de datos de la plataforma del NCBI disponible en

https://www.nchi.nlm.nih.gov/. Una vez obtenida las secuencias de aminoacidos se realiz6 la

busqueda de al menos 15 secuencias homdélogas en especies de hongos que tuvieran el

porcentaje mas alto de identidad y después se obtuvieron las secuencias de nucleétidos.

En base al alineamiento multiple realizado en el Software BioEdit bajo el método progresivo
Clustal W, se observaron las regiones conservadas que presentaron las 15 secuencias, sin
embargo, el disefio de oligonucledtidos se realizé con degeneraciones utilizando las secuencias

alineadas de Saccharomyces cerevisiae S288C y Torulaspora delbrueckii CBS 1146.

Los oligonucledtidos se disefiaron para cubrir aproximadamente 500 pb de cada gen cubriendo

las regiones de interés para analizar posteriormente en la secuenciacion.

6.10 Extraccion del ADN genémico

La extraccion del ADN Gendmico para las cepas Saccharomyces cerevisiae (ScFermichamp,
Sc3D4, ScMsc3, Sc3Y8) y Torulaspora delbrueckii (TA1AN9 y Td1AN2) se realizé mediante el
protocolo de Fenol-Cloroformo (Raeder y Broda, 1985) con pequefias modificaciones: de un
volumen de 4 mL de medio de crecimiento fue centrifugado a 14 000 rpm durante 10 minutos
para obtener la biomasa celular. La biomasa se mantuvo en congelacién a -70 °C. Se agregoé a
temperatura ambiente 0.5 mL de buffer de extraccién TA (200 mM Tris HCI, pH 8.25, 250 mM
NaCl, 25 Mm EDTA, 0.5 % SDS) y se procedié a homogeneizar con 0.5 g de perlas de vidrio
dando vortex durante 20 segundos y fue incubado 10 minutos a temperatura ambiente. A lo
anterior se afiadieron 0.5 mL de Fenol- Cloroformo 25/25 frio y se mezcl6 en vortex a velocidad
maxima durante 5 minutos y posteriormente se centrifugd a 13 000 rpm por 30 minutos. La fase
acuosa se colocod en un tubo nuevo, y se adicionaron 0.4 mL de cloroformo frio el cual se
homogeneiz6 en vortex a maxima velocidad por 1 minuto y posteriormente se centrifugo a 13 000
rpm durante 5 minutos. El sobrenadante de esta mezcla fue transferido en un tubo nuevo en
donde se le adicioné 1.5 pL de RNA asa (10mg/mL) y se incub6 por 30 minutos a 37 °C. Se
adicionaron 0.5 mL de Isopropanol frio (4 °C), se mezcld por inversion ligera y se incubd a -20 °C

durante 15 minutos, pasando este tiempo se centrifugé a 13 000 rpm durante 5 minutos. El
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sobrenadante se desechd para se afiadié a la pastilla 0.5 mL de Etanol frio (70%), me mezclé por
inversion ligera y se centrifugé a 13 000 rpm por 5 minutos. Se decanto el sobrenadante y la
pastilla se dej6 secar en papel absorbente por 30 minutos. Una vez seca, la pastilla se re-

suspendio con 50 pL de agua miliQ estéril a -20 °C.

Se comprobd la integridad del ADN extraido mediante la técnica de electroforesis en gel de
agarosa 1% a 80 volts durante 45 minutos en una cdmara de electroforesis horizontal utilizando
una fuente de poder en solucién TAE 1X. La visualizacion del ADN gendmico se llevo a cabo en
un equipo transiluminador con luz UV adaptado a un fotodocumentador Kodak y finalmente la
concentraciéon y pureza del ADN se obtuvo mediante la cuantificacion de las muestras en el
espectrofotometro NANODROP 2000 (Wilmington, Delaware USA, 2009). Las muestras de ADN
gendmico se ajustaron a una concentracion Stock de 100 ng/pl para su utilizacion en la

amplificacion de los genes.

6.11 Amplificacién por PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se empleo para la amplificacion del fragmento de
gen que codifica para la enzima Superdxido dismutasa. EI ADN de las cepas ScFermichamp,
Sc3D4, ScMsc3 y Sc3Y8 fue utilizado como templado y se emplearon los oligonucle6tidos SOD1
y CTAL disefiados y los propuestos por Raimondi et al. (2008), DegSod1F y DegSodl1R. Las
condiciones fueron: 1.5 mM de MgClz, 0.2uM de cada primer, Buffer 1X, 0.08u de dNTPs, 0.04 U
Taq ADN polimerasa, para un volumen final de 25uL con agua mQ estéril en el siguiente
programa: 1 ciclo de 5 minutos a 94 °C; 35 ciclos de 95 °C/ 1 minuto, 55 °C 1minuto, 72 °C 1
minuto, y finalmente un paso de extension final 1 minuto a 72 °C. La reaccién se llevé a cabo en

un termociclador Multigene ™ Mini.

Para la amplificacion de fragmentos en los cuales los oligonucleétidos disefiados mostraron baja
especificidad, se utiliz el protocolo de purificacion de bandas de gel (Wizard SV Gel and PCR

Clean-Up System).de Promega, dicho protocolo se menciona el APENDICE VI.

6.12 Secuenciacién y analisis del gen SOD

Los fragmentos amplificados por PCR una vez que ya habian sido purificados se procedié a su
secuenciacion utilizando el secuenciador automatico de capilar ABI Prism (Applied Biosystem
Modelo 3130) con los siguientes oligonucleotidos: DegSOD1-F %
AGCTTATGGTTMATGCAGTYGCAGTK) Forward y DegSOD1-R (5
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AGCTTTTAGTTRGAKAKACCAATRACA) para el reverse. Los productos de PCR purificados
fueron nuevamente amplificados utilizando la siguiente reaccion: 4 pl de Buffer big dye v 3.1 (5X),
1 pl de iniciador, 4 ul de Big dye v 3.1 ready mix, 2 ul del producto de PCR, 9 ul de agua esteril
milliQ para un volumen final de 20 pl. Las condiciones de PCR fueron: 1 ciclo de 94 °C por 5
minutos, seguido de 35 ciclos de 95 °C/ 1 minuto, 55 °C 1minuto, 72 °C 1 minuto, y finalmente un
paso de extensién final 1 minuto a 72 °C para los 26S y 60 °C durante 4 min. La reaccion de
secuenciacion fue purificada con el protocolo del kit de purificacion  X-Terminator y
posteriormente fueron secuenciadas en el Area de Servicios del CBG. Las reacciones de

secuenciacion se realizaron por triplicados para cada Iniciador.

Una vez obtenidas las secuencias, se obtuvieron las secuencias consenso de cada muestra en
el Software Clone Manager Professional Suite Version 8.0 y posteriormente se realizd un
alineamiento global para para la comparacién de secuencias (polimorfismos).

6.13 Cuantificacion de peréxido de hidrégeno

La cuantificacion de perdxido de hidrogeno (H20:) fue determinado de acuerdo a la metodologia
de Martins et al., (2014), para cada punto de la fermentacién bajo estrés y midiendo su respectivo
control. El contenido de perdxido de hidrogeno se llevd a cabo pesando 70 mg de peso fresco
(0.07 g FW) de células de levadura, el cual se llevd a homogeneizar con 2mL de acido
tricloroacético (0.1% w/v), esta mezcla se centrifugd a 9000 rpm durante 15 minutos a 4 °C, una
cantidad de 0.25 mL de sobrenadante se mezcl6 con 0.25 mL de Buffer de fosfatos (10 mM,
pH=7) y se afiadié 0.50 mL de Kl (1M). Después de la homogenizacion, la absorbancia de esta
mezcla fue medida a 390 nm (UV/VIS spectrofotometer, Modelo Optizen Pop). El perdxido de
hidrégeno fu cuantificado utilizando una curva de calibracién con concentraciones conocidas de
peréxido de hidrégeno que iban desde 0.01-0.46 Mm (y = 0.7214x + 0.0012
R2=0.9998), ver el APENDICE lIl. Los resultados se expresaron en pmol/g de FW (peso fresco).

6.14 Cuantificaciéon de proteina

El método de Bradford se utilizé para la cuantificacion de proteinas en el extracto enzimatico
extracelular y en los concentrados de proteina SOD y CAT. El método Bradford se fundamenta
en la fijacion del colorante Azul de Coomasie (Fast Blue B) a las proteinas, dando lugar a un
cambio en el color que puede ser medido en un espectrofotometro. Para el uso de esta
metodologia fue necesario construir una curva de calibracion de concentracion conocida con BSA

(Suero de Albumina Bovina) misma que se muestra en el APENDICE II.
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La muestra de extracto enzimatico crudo se obtuvo a partir de un volumen de 4 mL de medio de
cultivo el cual llevado a centrifugacion 7500 rpm utilizando un rotor JA-30-50, una temperatura de

4 °C durante 15 minutos.

6.15 Evaluacién de la actividad enzimatica SOD y CAT

La actividad enzimética de las enzimas Sod y Cat fue evaluada siguiendo el protocolo de los Kits
para pruebas enzimaticas Catalase Assay Kit Cat. 707002 y Superéxido Dismutase Assay Kit

Cat. 706002 (Cayman Chemical Company), los cuales se muestran en el APENDICE IV y V.

Para la evaluacion de las actividades enzimaticas de ambas enzimas, una unidad de enzima
superoéxido dismutasa se definié como la cantidad de enzima necesaria para exhibir el 50% de la
dismutacién del radical superoxido. Para el uso de este kit, la actividad SOD se normaliza
utilizando el ensayo acoplado al citocromo c y a la xantina oxidasa. Por otra parte, una unidad de
actividad catalasa se define como la cantidad de enzima que causara la formacién de 1,0 mol de

formaldehido por minuto a 25°C.

6.15.1 Preparacion de las muestras

Para la realizacion de la prueba de actividad enzimatica, se colectaron células recién cosechadas
por centrifugacion a partir de un volumen de 4 mL, 1000- 2000 g (3206 a 4534 rpm) durante 10
min a 4 °C. Para la realizacion del ensayo de la actividad catalasa, el pellet celular se
homogeneiz6é en 2 mL de Buffer frio (50Mm de fosfato de potasio, pH 7, 1 mM d EDTA), se
afiadieron perlas de vidrio de 0.1 mm de didmetro a esta mezcla y se llevd a vortex durante 3
minutos. El resultado de esta mezcla fue llevado a centrifugacion a 10 000 g (10, 139 rpm) durante
15 minutos, 4 °C. Finalmente el sobrenadante se almacend a -80 °C para posteriormente realizar

el ensayo enzimatico.

Para la realizaciébn del ensayo de la actividad Superoxido dismutasa el pellet celular se
homogeneizé en 2 mL de Buffer frio HEPES 20 mM, ph 7.2 (1 mM de EGTA, 210 mM de manitol
y 70 mM de sacarosa) y se afadieron perlas de vidrio de 0.1 mm de didmetro a esta mezcla y se
llevé a vortex durante 3 minutos. Esta mezcla se llevo a centrifugar a 1,500 g (3 927 rpm) por 5
minutos a 4 °C. El sobrenadante de esta mezcla se almacend en congelacion a -80 °C. Antes de
la realizacién del ensayo, la enzima Sod1 se separ6 por centrifugacién a 10, 000 g (10 139 rpm)

durante 15 minutos a 4° C. El sobrenadante contenia la enzima citosélica (Sod1l).
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7. RESULTADOS

7.1 Tolerancia al estrés por SO>

Durante el crecimiento, las cepas de la coleccién del LBI (Saccharomyces y no - Saccharomyces)
y bajo las condiciones de estrés por el compuesto azufrado se pudo observar que, las cepas
expuestas a concentraciones mayores a 600 ppm crecieron hasta las 48 horas, en comparacion
al crecimiento en concentraciones menores las cuales crecieron a las 24 horas después de su
incubacion. En las Figuras 4 y 5 se observa que a medida que las cepas de levaduras eran
crecidas a concentraciones mayores de SOz, la viabilidad de las células disminuia desde 1x108
hasta 1x10° UFC/mL.

Para la tolerancia a SOz, las 25 cepas utilizadas en los experimentos de tolerancia mostraron ser
capaces de crecer a todas las concentraciones reportadas por Fioré et al., (2005), que van de 0,
100, 200 y 300 ppm de SOz, en donde las levaduras aisladas de la produccién de mezcal y tequila
fueron tolerantes hasta 300 ppm, comparadas con otras cepas comerciales que toleraron como
maximo 200 ppm de SO..

Las cepas de levadura Saccharomyces presentaron tolerancias maximas de 600 y 1000 ppm lo
cual se observa en la Figura 4. Mientras que las tolerancias maximas para las cepas no-
Saccharomyces fueron de hasta 700- 1200 ppm, como se observa en las Figura 5. Asi mismo,
cinco cepas mostraron ser tolerantes hasta 1200 ppm de SO2 (Saccharomyces: Sc3D2, Sc3D4,
ScMscl y no-Saccharomyces: Km1D5, Td1AN1).
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Figura 4. Tolerancia cuantificada por medio de la viabilidad de las cepas de S. cerevisiae a concentraciones
crecientes de didxido de azufre en el medio.
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Figura 5. Tolerancia cuantificada por medio de la viabilidad de las cepas no-Saccharomyces a

concentraciones crecientes de diéxido de azufre en el medio.
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Las cepas de levadura fueron clasificadas como de tolerancia alta, media y baja tal como se

observa a continuacién en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Clasificacion de las cepas de levadura por su tolerancia a los diferentes valores de concentracion
de SOa..

Valor limite de Tolerancia Cepas

referencia (ppm SO2) Saccharomyces No-Saccharomyces

Km4D3, Km1D5, Td1AN2,
21000 Alta Sc3D2, Sc3D4, Mscl Td1AN9, Td1AN1, PglY12,
CplY7

Sc3D3, Sc3D5, ScMsc3,

<800 Media ScMsc6, Fermichamp, Km1Y9, Zb3Y1, Pk4D6
Sc4Y3
) Sc3Y2, Sc3Y3, Sc3Y4,
<600 Baja PmM1AN3
Sc3Y8

Como puede observarse, las cepas formaron tres grupos de acuerdo a su nivel de tolerancia de
SO2. En el nivel de tolerancia minimo, es decir, las cepas que toleran durante su crecimiento
hasta una concentracion de 600 ppm de SO:2 son las Saccharomyces (Sc3Y2, Sc3Y3, Sc3Y4,
Sc3Y8) y dentro de las no-Saccharomyces sélo se agrup6 la cepa Pm1AN3. Mientras que el
grupo formado por las cepas Saccharomyces: Sc3D3, Sc3D5, ScMsc3, ScMsc6, la cepa control
ScFermichamp, Sc4Y3 y No-Saccharomyces: Km1Y9, Zb3Y1, Pk4D6 fueron tolerantes para
crecer bajo el tratamiento con SOz con un limite médximo de 800 ppm y formaron el grupo de
tolerancia media. Finalmente, un tercer grupo formado por las cepas Saccharomyces (Sc3D4,
Sc3D2, Mscl) y No-Saccharomyces (Km4D3, Km1D5, Td1AN2, Td1AN9, Td1AN1, PglY12,
Cp1Y7) fueron tolerantes hasta 1000 ppm de SO: durante su crecimiento, y este grupo es

considerado de tolerancia alta.

Tal como se muestra en la Figura 4, las cepas Saccharomyces mostraron comportamientos de
tolerancia a SO:2 a varios rangos de concentracién, en comparacion a las cepas no-
Saccharomyces (Figura 5). Por otro lado, las diferencias de capacidad de tolerancia entre géneros
y especies de levadura fueron mucho mas comunes, por ejemplo, la cepa Pm1AN3 de baja
tolerancia que sélo fue tolerantes hasta 600 ppm, comparada con la cepa PglY12 del mismo

género (que fue tolerante hasta 1000 ppm de SO, sin embargo, las tres cepas de Torulaspora
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delbrueckii mostraron uniformidad de agrupamiento respecto a su capacidad de tolerar hasta

1000 ppm de SOz, a diferencia de las cepas Saccharomyces.

7.2 Tolerancia al estrés por H202

Para la tolerancia a peroxido de hidrégeno, los datos fueron graficados por la disminucién en el
crecimiento por medio de UFC/mL durante el aumento de la concentracion del H20z2, los cuales
se muestran de forma general en dos graficas Saccharomyces (Figura 6) y No-Saccharomyces
(Figura 7).
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Figura 6. Tolerancia evaluada como viabilidad de las cepas de S. cerevisiae a concentraciones crecientes
de perdxido de hidrogeno en el medio sélido. Las cepas fueron incubadas a 30°C por 24 h y el conteo de

colonias se realiz6 al finalizar este tiempo o hasta que las colonias fueron contables.

El comportamiento de las cepas Saccharomyces, siguié una notable formacién de dos grupos de
tolerancia bajo el crecimiento con peréxido de hidrégeno, el primero, cepas con tolerancia hasta
una concentracion de 20 mM de H202 y el segundo grupo, cepas con capacidad de tolerar

concentraciones mayores a 25 mM de H20:.
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Para todas las cepas el 100 % de viabilidad era el obtenido en la caja control, es decir cuando el
peroxido no estaba presente durante el crecimiento, y que corresponde al primer punto graficado.
Asi, el efecto del oxidante fue dependiente de la dosis ya que la viabilidad disminuy6 a medida
que se aumentaba la concentracion, ademéas también depende de la robusticidad de la cepa a
tolerar las concentraciones mayores de H20.. Por ejemplo, las levaduras Sc3Y3, Sc3Y5y Sc3Y4
fueron tolerantes hasta 15 mM y tuvieron viabilidades menores al 10%, excepto la Sc3Y2, que
mostro una viabilidad del 50%.

Por otro lado, las levaduras del grupo de tolerancia de 20 mM comprendian viabilidades desde
un 44 a 75%, sin embargo a medida que la concentracién de H202 fue mayor a 20 Mm, las

viabilidades reducian hasta un 4% y 40% en algunos casos.
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Figura 7. Tolerancia evaluada como viabilidad de las cepas no-Saccharomyces a concentraciones
crecientes de peréxido de hidrégeno en el medio sélido. Las cepas fueron incubadas a 30°C por 24 h y el

conteo de colonias se realizé al finalizar este tiempo o hasta que las colonias fueron contables.
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Mientras que el comportamiento de las cepas no—Saccharomyces siguieron otro perfil, en donde
las cepas fueron tolerantes a distintos rangos de concentracion de H20:z (Figura 7), sin embargo,
para incluir en los grupos de tolerancia a las cepas Saccharomyces y no-Saccharomyces, se

tomaron criterios de clasificacion como puede observarse en la Cuadro 3.

Cuadro 3. Clasificacion de las cepas de levadura por su nivel de tolerancia a los diferentes rangos de

concentracion de H202

Valor limite de referencia . Cepas
Tolerancia
de H202 (mM) Saccharomyces No-Saccharomyces
ScMsc3, Sc4Y3, Td1AN9, Km4D3, Km1D5,
225 Alta Sc3D2, Sc3D4 Sc3D5, Pm1AN3, PglY12, CplY7,
Fermichamp Pk4D6
<20 Media Sc3D6, Sc3Y8 Km1Y9

) Sc3Y2, Sc3Y3
<15 Baja Td1AN1, Td1AN2, Zb3Y1
Sc3Y4, Sc3Y5,

Al final de los experimentos de estrés por compuestos azufrados y a peréxido, se seleccionaron
7 cepas, las de maxima tolerancia (Sc3D4, Fermichamp, Sc3Y8, ScMsc3 y Td1AN9) y las de
tolerancia baja (Pm1AN3 y Td1AN2). Para la seleccion de estas cepas se tomaron criterios como

productividad de etanol de acuerdo a los trabajos previamente realizados en el LBI.

7.3 Tolerancia al estrés por compuestos fendlicos durante las fermentaciones

La tolerancia de las levaduras a diferentes concentraciones de vainillina y furfural, fue medida de
acuerdo a la produccién de CO: por litro, (Figura 8), posteriormente se calcul6 el porcentaje de
inhibicidn en la produccion de COz2, en el consumo y en la produccién de biomasa (Figura 9), en
donde el 100% es el maximo porcentaje de inhibicidn, el 0% significa que las cepas no tuvieron
grados de inhibicién para los tres parametros evaluados y por debajo del 0% significo el

favorecimiento de los parametros evaluados.
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Panel A

70 Fermichamp

CO, (g/L)

0 24 48 72 96 120 0 24 48 72 96 120
Tiempo (h) Tiempo (h)
70 Sc3D4 70 ScMsc3

60

CO, (g/L)
CO, (g/L)

0 24 48 72 96 120

Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 8. Medicion de la tolerancia a vainillina y furfural de las siete cepas seleccionadas (panel A, S.
cerevisiae; panel B, no-Saccharomyces) evaluado mediante seguimiento de la produccion de CO: durante

la fermentacion en el medio M2, 100 g L (G/F 1:9): - - - - - Control, -m- 0.5, -A-1.0, -¢- 1.5, -e- 2.0 g/L de

vainillina; -A- 1.0, -0- 1.5, -O- 3.0 g/L de furfural.
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Panel B
60 TD1AN9 60 Td1AN2
50 50
40 40
= -
A=) =)
30 =30
) o)
3 O
20 20
o
Cd
10 10
0@ 0
0 24 48 72 96 120 0 24 48 72 96 120
Tiempo (h) Tiempo (h)
Pm1AN3

60

(g/L)

co,

0 24 48 72 96 120
Tiempo (h)

Continuacion Figura 8.... Medicion de la tolerancia a vainillina y furfural de las siete cepas seleccionadas
(panel A, S. cerevisiae; panel B, no-Saccharomyces) evaluado mediante seguimiento de la produccién de
CO:2 durante la fermentacion en el medio M2, 100 g L (G/F 1:9): - - - - - Control, -m- 0.5, -A-1.0, -¢- 1.5, -
e- 2.0 g/L de vainillina; -A- 1.0, -0- 1.5, -O- 3.0 g/L de furfural.
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De acuerdo con los perfiles de produccién final de CO., las siete cepas seleccionadas fueron
tolerantes a concentraciones por debajo de 2 y 3 g/L con vainillina y furfural respectivamente.
Mientras que, para concentraciones mayores a estas, en todas las cepas evaluadas no existié
actividad metabdlica en la produccion final de dioxido de carbono. De este modo, a las
concentraciones de los compuestos evaluados se les confiridé una caracteristica como de
concentracion de inhibiciébn maxima (2 y 3 g/L), concentracién de inhibicion media (1.5 g/L) y de
concentracién de inhibicion baja o nula (menores a 1.5 g/L). Se observé que la evaluacién de la
fermentacion con concentraciones bajas de vainillina, las cepas Fermichamp (ésta a
concentraciéon de inhibicibn media), Sc3Y8, ScMsc3 y Td1AN9 aumentaron ligeramente su
produccién de dioxido de carbono comparando el control. Sin embargo, no sucedio o mismo en
la evaluacion de la fermentacion a concentraciones bajas con furfural con excepcion de Sc3D4

quien mostré el mismo comportamiento de las cepas anteriormente mencionadas.

También se observé que a concentraciones medias con los compuestos vainillina y furfural, en
las cepas Sc3D4, Td1AN9, Td1AN2, Pm1AN3 y Fermichamp con furfural, la produccion final de
dioxido de carbono se redujo ligeramente. Durante el monitoreo, se observd un fenémeno de
retraso en la produccién de CO: principalmente en la fase lag o de adaptacién para casi todas las
cepas tolerantes evaluadas mayormente concentraciones medias de ambos compuestos. Por
ejemplo, en las fermentaciones evaluadas con vainillina con las cepas Fermichamp, Td1AN9 y
Pm1AN3 la produccién maxima de CO:2 fue hasta 48 horas después de la inoculacién y en las
cepas Sc3D4, ScMsc3 y Sc3Y8 después de 72 horas, mientras que con la cepa Td1AN2 no
mostré esta etapa de retraso. Con la adicion de furfural al medio de fermentacidon se mostraron
comportamientos similares, por ejemplo, la produccién maxima de CO2 en las cepas Td1AN9 y
Pm1AN3 fue después de las 48 horas, en las cepas Sc3Y8 y Sc3D4 después de las 72 horas y
ScMsc3 a las 96 horas de su inoculacion.

A lo largo de las fermentaciones se observaron diferentes fendmenos en la produccion de COo,
como lo descrito anteriormente, sin embargo, la produccion final de CO:z en las diferentes
condiciones de estrés para algunas cepas fue muy similar a los controles, como puede observarse
en el cuadro 4. Con respecto a la produccion de biomasa, las cepas No-Saccharomyces
produjeron mayor cantidad de biomasa (hasta 6 g/L en peso seco) en comparacion a las
Saccharomyces (hasta 4 g/L en peso seco) datos que se muestran en el mismo cuadro (Cuadro
4). Durante las fermentaciones, la produccién de biomasa total final de las cepas con la adicion
de los compuestos furfural y vainillina no se vio afectada, a excepcion de las cepas (ScMsc3 y
Td1AN9) en donde se observé que la biomasa incrementaba con la adicion de furfural y vainillina

al final de la fermentacion.
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Con los datos de la produccion final de diéxido de carbono, biomasa y consumo de azlcares en
cada una de las cepas se logré obtener los porcentajes de inhibicion para cada concentracion de
los compuestos que se utilizaron en este trabajo y de esta forma se puede comparar entre cepa

los grados de inhibicidn, los cuales se observan en las Figura 9 y10.
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Figura 9. Porcentajes de inhibicion del crecimiento de las 7 cepas de levaduras seleccionadas causados
por las diferentes concentraciones de vainillina (panel A) y furfural (panel B), sobre la produccion de CO:2

(barra azul), consumo de azucares (barra roja) y biomasa final producida (barra verde).
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El porcentaje de inhibicion en la produccién de diéxido de carbono estuvo directamente
relacionado con el consumo de azucares. Generalizando, se encontrd0 que las cepas mas
tolerantes evaluadas a todas las concentraciones con vainillina y furfural fueron ScMsc3, Sc3D4,
Fermichamp y Sc3Y8 (con alrededor del 10% de inhibicién o un desarrollo en la produccion de
CO2) y las cepas que mostraron menos tolerancia a concentraciones de vainillina y furfural fueron
Td1AN2, Td1AN9 y Pm1AN3 (hasta con 40% de inhibicién).
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Continuaciéon Figura 9..... Porcentajes de inhibicion del crecimiento de las 7 cepas de levaduras
seleccionadas causados por las diferentes concentraciones de vainillina (panel A) y furfural (panel B), sobre
la produccion de CO: (barra azul), consumo de azlcares (barra roja) y biomasa final producida (barra verde).
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Cuadro 4. Valores finales (120 h) de produccion de CO3, azucares residuales y biomasa (peso seco) obtenidos en el medio M2 (100 g/L azucares totales, G/F 1:9)

para las 7 cepas seleccionadas S. cerevisiae y no-Saccharomyces creciendo con diferentes concentraciones de furfural y de vainillina.

Furfural Vainillina
Control
Cepas (@lL) 1.0 2.0 3.0 0.5 1.0 1.5 2.0
(/L) (g/L)
CO,(g/L)

Fermichamp 21.68+0.29 2558 £ 2.61 21.75+0.76 3.31+x2.04 32.72+2.08 32.08 £2.17 33.14 +2.09 3.56 £3.37
Sc3Y8 50.31 +0.12 49.53 + 3.17 39.86 + 11.96 4.31+1.08 51.69 +1.57 54.09 +£1.10 49.89 £3.13 7.46 £1.49
Sc3D4 45.19 + 0.35 58.64 + 14.90 45.54 +1.38 3.28+2.38 58.05 +2.05 51.96 +1.12 46.60 +0.63 3.85+2.73

ScMsc3 19.32 £ 0.56 40.58 + 3.04 40.96 + 1.99 6.82 + 0.64 45.25 +2.05 39.99 +0.81 44.20 +1.08 5.40 +0.59

Pm1AN3 49.79 + 3.62 37.86 £ 0.25 35.05+2.28 4.72 £ 0.61 50.94 +2.67 43.73 £0.50 37.72 £7.97 4.44 +1.06

Td1AN9 28.30 £ 1.29 2461 %271 22.61 = 1.56 5.88 +1.59 36.40 +6.58 29.66 +4.53 29.78 £5.48 5.32 +0.71

Td1AN2 16.52 + 1.18 10.59 + 0.88 6.55+1.17 3.80 £ 3.22 10.29 £1.76 12.93 £1.07 13.01 £0.90 7.08 £1.10
Azlcar residual (g/L )

Fermichamp 48.94 + 4.60 79.07 = 22.59 41.84 + 1.65 105.35 + 3.33 40.03 ¥1.72 50.77 £1.18 29.91 +2.13 105.35 £3.33
Sc3Y8 0.73+£0.73 1.90 + 0.09 1.30+0.25 113.56 + 8.2 2.12 £0.14 4.29 £2.63 1.27 +0.27 113.56 +8.20
Sc3D4 1.37+£0.29 483+3.31 241 +1.46 106.18 + 1.07 6.98 £3.17 10.97 £1.57 1.38 +0.24 106.18 +1.07

ScMsc3 40.19+1.31 14.24 + 3.57 9.56 +1.48 11510+ 11.4 17.24 £1.45 31.95+2.24 2.63+1.81 115.10 £11.41

Pm1AN3 7.92+231 2453 +1.23 36.23 £5.03 107.37 +1.31 7.33 £1.37 18.11 £2.65 25.45 £19.91 107.37 £1.31

Td1AN9 39.56 £ 6.20 55.69 * 2.67 53.39+1.75 101.31+2.14 41.66 +2.92 55.85 +1.51 45.98 +10.70 101.31 +2.14

Td1AN2 69.92 + 3.24 91.24 £ 6.35 84.74 £ 4.30 102.02 £0.71 90.69 +4.32 94.69 £10.14 83.04 +2.42 102.02 £0.71
Biomasa (g/L )

Fermichamp 4.37 £0.16 6.40 £ 0.50 5.25+0.62 ND 8.48 £2.02 9.55 +0.18 6.12 +0.08 ND
Sc3Y8 4.17 £ 0.66 4.50 £ 0.25 487 +1.19 ND 4.48 £0.37 5.58 £0.83 452 +0.17 ND
Sc3D4 412 +£0.16 4.80 £0.83 4.38 £ 0.06 ND 4.37 £0.20 5.30 £0.40 4.83 £0.30 ND

ScMsc3 3.77+£0.17 5.68 +0.70 5.72+0.21 ND 5.08 +0.86 5.23 +0.06 5.75 +0.88 ND
Pm1AN3 6.18 + 0.08 6.05+0.25 6.88 +0.73 ND 6.13 +0.29 7.98 +1.48 6.47 £1.10 ND
Td1AN9 8.52 +1.04 7.48 £ 0.62 8.47 +0.81 ND 7.52 +0.83 12.80 £1.39 7.58 £1.14 ND
Td1AN2 6.12+1.76 6.92 + 1.86 6.02 +0.17 ND 8.30 +3.91 10.62 +0.84 6.98 +0.47 ND

ND, no determinado
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7.4 Extraccion y amplificacion de ADN

Una vez seleccionadas las cepas de las especies a analizar durante este estudio se procedié a
realizar la extraccion de ADN, la integridad del ADN se puede apreciar en la figura 10, por lo que

se prosiguio a la realizacion de los analisis.

Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa de la extraccion de ADN de las levaduras en estudio. En los
carriles del 2 al 5 se muestra el ADN de las levaduras de la especie S. cerevisiae (2: Fermichamp, 3: Sc3D4,
4: ScMsc3y 5: Sc3Y8), mientras que en el carril 6 y 7 ADN de las levaduras de la especie T. delbrueckii (6:
Td1AN9 y 7: Td1AN2).

En la Figura 11 se muestran los resultados de la amplificacion por PCR del gen Sodl con un
tamafio de 465 pb. Cabe destacar que no se logré la amplificacion del gen Sodl para la cepa

Td1AN2 (carril 7) debido a la baja especificidad de los iniciadores utilizados.

M2 3aad b rpui g

Figura 11. Amplificacién del gen del gen Sod1. En el primer carril el marcador de peso molecular de 100 pb,
del carril 2 al 5 la amplificacién del gen Sod1 de las levaduras de la especie S. cerevisiae (2: Fermichamp,
3: Sc3D4, 4: ScMsc3y 5: Sc3Y8) y en el carril 6 la amplificacion del gen Sod1 para la levadura de la especie
T. delbrueckii (Td1AN9) y en el carril 8 el control negativo (agua).
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7.5 Determinacion de polimorfismos en el gen Sod1

El gen Sod1 se amplificé mediante el uso de iniciadores previamente reportados para las especies
de Saccharomyces cerevisiae. Las secuencias obtenidas para las cuatro cepas (Fermichamp,
3D4, Msc3 y 3Y8) contenian un contenian un marco de lectura abierto (ORF) de 465 pb que
codifica una proteina 154 aminoacidos con una masa molecular calculada de 15.882 Da y un
punto isoeléctrico de 6,39. Las secuencias aminoacidicas se compararon (Figura 12) con la
secuencia del gen Sodlp de la cepa Saccharomyces Cerevisiae S288c y el analisis mostré una
fuerte identidad del 99% para todas las cepas comparadas en este andlisis. Sod1p de las cepas
evaluadas contenian contenia residuos de Histidina muy conservados (H-47, H-49, H-64, H-72,
H-81, y H-121) que participan en la interaccion con los cofactores metdlicos y que son esenciales
parala actividad y el plegamiento de todas las enzimas Sod1 ,ademas, los residuos que participan
en interacciones criticas estaban presentes en las posiciones adecuadas: el residuo aspartico D-
84 involucrado en enlace de Cu?*, el residuo de arginina R-144 que participa en la direccion del
sustrato al sitio activo, y los dos residuos de cisteina C-58 y C-147, que participan en la formacién
de un enlace disulfuro. En la region N-terminal, todas las cepas evaluadas presentaron una
histidina H-3 en lugar de glutamina Q-3, en la regién C-terminal, las cepas Sc3Y8, Fermichamp y
ScMsc3 presentaron una serina S-153 en lugar de una treonina T-153 como en las cepas S288c
y Sc3D4.

10 20 30 40 50 60
AU DU DN DI VU DR RN DN RN DI R D |
gi|330443638:623014-622550 sac 1 MVQAVAVLKG SGVVKF EQASESEPTT VSYEIAGNSF NAERGFHIHE TNGCVS
Sc3D4 - 1 MVHAVAVLKG DAGVSGVVKF EQASESEPTT VSYETAGNSP NAERGFHIHE FGDATNGCVS
Sc3Y8 1 MVHAVAVLKG DAGVSGVVKF EQASESEPTT VSYETAGNSF NAERGFHIHE FGDATNGCVS
ScFermichamp 1 MVHAVAVLKG DAGVSGVVKF EQASESEPTT VSYEIAGNSP NAERGFHIHE FGDATNGCVS
ScMsc3 1 MVHAVAVLKG DAGVSGVVKF EQASESEPTT VSYETAGNSP NAERGFHIHE FGDATNGCVS
70 80 90 100 110 120
AU DU N DR R DR RN DN RN D e
gi|330443638:623014-622550 Sac 61 AGPHFNPFKK THGAPTD IMGNVKT DENGVAKGSF KDSLIKLIGF TSVVGRSVVL
Sc3D4 - 61 AGPHFNPFKK THGAPTDEVR HVGDMGNVKT DENGVAKGSF KDSLIKLIGP TSVVGRSVVI
Sc3Y8 61 AGPHFNPFKK THGAPTDEVR HVGDMGNVKT DENGVAKGSF KDSLIKLIGP TSVVGRSVVI
ScFermichamp 61 AGPHFNPFKK THGAPTDEVR HVGDMGNVKT DENGVAKGSF KDSLIKLIGP TSVVGRSVVI
ScMsc3 61 AGPHFNPFKK THGAPTDEVR HVGDMGNVKT DENGVAKGSF KDSLIKLIGP TSVVGRSVVI
130 140 150
U I TN DR VRN DR B
gi1330443638:623014-622550 Sac 121 HAGQDDLGKG DTEESLKTGN AGPRPACGVI GLTN
Sc3D4 121 HAGQDDLGKG DTEESLKTGN AGPRPACGVI GLTN
Sc3Y8 121 HAGQDDLGKG DTEESLKTGN AGPRPACGVI GLSN
ScFermichamp 121 HAGQDDLGKG DTEESLKTGN AGPRPACGVI GLSN
ScMsc3 121 HAGQDDLGKG DTEESLKTGN AGPRPACGVI GLSN

Figura 12. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de las cepas S. cerevisiae de la coleccién LBI-
CBG evaluadas contra la secuencia de S. cerevisiae S288c.
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7.6 Caracterizacion metabdlica en cepas seleccionadas

Una vez que se obtuvieron las secuencias aminoacidicas de las cepas de especies
Saccharomyces cerevisiae, cuatro cepas Saccharomyces cereviase fueron evaluadas por su
productividad de CO:2 en la cinética de fermentacion en medio M2 con concentraciones finales de
1.5 g/L con vainillina y furfural, se completé la cinética de crecimiento celular y se monitoreo el
consumo de azucares a lo largo de la fermentacién. Los resultados de la evaluacién se muestran
en los apartados siguientes. Los datos de la produccion de diéxido de carbono fueron incluidos

en la Figura 8.

7.6.2 Cinética de crecimiento
Se compararon las cinéticas de crecimiento de las cuatro cepas de Saccharomyces cerevisiae
(3D4, Msc3, Fermichamp y 3Y8) cuando fueron evaluadas sobre el medio M2 (G/F 1:9) y en los
medios con vainillina y furfural ambos a concentraciones finales de 1.5 g/L. Como se menciono
en anteriormente, el crecimiento se monitoreé durante toda la fermentacion, es decir, hasta las

120 horas de cultivo.

En las cinéticas de las cuatro cepas que se muestran en la Figura 13, en el medio M2 (control)
se observaron las tipicas 4 fases de la curva de crecimiento microbiano. Sin embargo, la fase de
retraso no fue observada debido a la distancia entre los puntos monitoreados (c/ 24 horas). Por
lo tanto, la fase exponencial de crecimiento se observé desde las primeras horas hasta las 24
horas, y finalmente, la fase estacionaria a partir de las 24 horas de fermentacion, la cual
correspondi6 al agotamiento de los azucares del medio. Es importante recalcar que en las tres
cepas se alcanzo una alta poblacion de aproximadamente 2 x 107 cel/mL, y de 4 x 107 cel/mL para
la cepa control Fermichamp, siendo esta concentracion en los dos medios de fermentacion

(vainillina y furfural) probados.

Por otra parte, se observo que el crecimiento de las cepas en el medio M2 con estrés a furfural y
vainillina en la fase lag o de adaptacion fue prolongada a distintas horas para ambos compuestos.
Por ejemplo, con la adicion de furfural, la fase lag en la cepa Sc3Y8 a un tiempo de 48 horas, la
cepa Sc3D4 y ScMsc3 a un tiempo de 72 horas, y caso contrario de Fermichamp, en el que sélo
se observé un menor niumero de células. Mientras que solo el crecimiento en la fase lag de la
cepa Sc3D4 con la adicion vainillina se prolongé hasta 48 horas ya que en el crecimiento de las
cepas Sc3Y8, ScMsc3 y Fermichamp, la fase de adaptacion no fue prolongada con la adicién de

vainillina.
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Finalmente, fue posible medir la viabilidad de las cuatro cepas a lo largo de la fermentacién
mediante la técnica de microgota. El nimero de células viables durante el experimento fue menor
al numero total de células con respecto al control, y ademas, la viabilidad de las cuatro cepas
redujo en los medios M2 con ambos compuestos. Sin embargo, la viabilidad de las cepas en el
medio de fermentacién con furfural generalmente era mas baja en comparacion con la viabilidad
durante la fermentacién con vainillina, ademas de que en la fase de adaptacion el nimero de
células viables redujo considerablemente para las cuatro cepas.
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Figura 13. Cinética de crecimiento durante la fermentacion en presencia de 1.5 g/L de vainillina (circulo
amarillo) 6 de 1.5 g/L de. Furfural (triangulo café), y el cultivo testigo (cuadrado blanco) de las tres cepas
Saccharomyces cerevisiae LBI-CBG y de la cepa comercial Fermichamp. Las lineas continuas sefialan el
conteo celular total medido en camara Neubauer (cel/mL) y las lineas punteadas indican el crecimiento por
conteo en microgota (UFC/mL) 6 viabilidad.
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Se observo que, después de que las cepas alcanzaban el crecimiento celular maximo observado

al término de la fase exponencial, el valor de la viabilidad iba disminuyendo considerablemente.

7.6.3 Cinéticade consumo de azlicares

El consumo de azlcares se relacioné directamente con la produccién de diéxido de carbono, es
decir, mayor produccién de éste, mayor grado de consumo de azlcares. En la Figura 14, se
comparan las cinéticas de consumo de azucares totales de las cuatro cepas durante las
fermentaciones con el medio M2 control y los compuestos inhibidores.
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Figura 14. Consumo de azucares durante la fermentacion en presencia de vainillina y furfural (1.5 g/L) de
tres cepas Saccharomyces y la cepa comercial Fermichamp.
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Estos datos de consumo de azlicares coinciden con el efecto de la prolongacion de la fase de
adaptacion (lag) que se observo en la Fig. 8, ya que, el consumo en los primeros tiempos fue
retrasado. Sin embargo, el consumo total de azucares al final de las fermentaciones fue muy
similar al control para todas las cepas, con excepcion de la cepa ScMsc3, ya que el consumo de
azucares en los medios con estrés fue mayor al control, tal y como se observé durante la

produccién de diéxido de carbono para esta cepa.

7.6.4 Cuantificacion de la proteina

La cuantificacién de la proteina se logré determinar bajo el Método de Bradford, y fue posible
comparar la concentracion de proteina en el extracto crudo y en el extracto enzimatico que se
obtuvo de la cepa Sc3Y8 a un tiempo de 48 horas de fermentacion. El extracto crudo tenia una
concentraciéon de 2.31 + 0.31 pg/mL, mientras que el extracto enzimatico obtenido bajo el
tratamiento propuesto por el protocolo del Kit de Sod, se logré obtener una concentracion de 7.45
+ 0.6 pg/mL, lo cual indicé la validacion del método de extraccién de enzima intracelular para la

determinacion de la actividad enzimatica.

7.6.5 Cuantificacion de perdxido de hidrégeno

La cuantificacion del peréxido de hidrégeno se realizé durante las primeras 96 horas de la
fermentacion con intervalos 24 horas para cada punto de monitoreo. Los datos se muestran en el
cuadro 5. Generalmente, existié una variacion en los niveles de produccién de H202, en las
primeras 48 horas y hasta las 72 horas de la fermentacion ya sea en el control y con ambos
compuestos (vainillina y furfural). Los valores mas bajos de la produccion de peréxido de
hidrégeno fueron a las 48 horas de fermentacion y los valores mas altos a las 96 horas en todas
las cepas. Sin embargo, la cepa Sc3Y8 produjo bajos niveles de peréxido de hidrégeno al final

de la fermentacion 96 h) en comparacion con todas las cepas.
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Cuadro 5. Concentracién de H20: intracelular en muestras de la cinética de fermentacién en medio M2

suplementado con 1.5 g/L de vainillina o de furfural, respectivamente.

Concentracién intracelular de H,0,

Compuestos Tie(rr?)po (umoles/g FW)
Sc3D4 ScMsc3 Sc3Y8 Fermichamp
Control 48 263.38 £ 51.45 956.47 £ 109.81 20.79 £ 25.72 501.01 + 188.13
72 887.16 + 245.35 246.87 + 163.56 114.86 + 154.24 827.76 + 140.96
96 1204.0 + 305.18 1501.0 + 19.80 15.84 + 0.00 1243.6 + 39.61
Vainillina 48 179.22 + 130.89 213.87 £ 105.72 203.97 + 128.72 461.40 £ 9.90
72 793.10 + 432.36 253.48 + 216.48 55.45 + 48.51 312.88 £ 97.01
96 1689.2 + 762.41 1501.0 £ 39.61 491.11 £ 59.41 758.45 + 188.13
Furfural 48 ND ND 233.67 £ 0.00 ND
72 253.48 £ 214.66 718.84 + 262.15 570.32 £ 19.80 497.71 + 33.66
96 778.25 +9.90 609.93 + 18.67 134.66 + 19.80 302.98 + 128.72

ND, no determinado

7.6.6 Determinacién de la actividad enziméatica

La actividad superoxido dismutasa (SOD) y la actividad catalasa (CAT) fue determinada en los

extractos intracelulares en la biomasa de cada cepa y para cada punto de fermentacion (48, 72y

96 horas). La determinacién de la actividad SOD se comparé con la actividad SOD del control, la

cual se muestra en la Figura 15.

Para todas las cepas la actividad enzimatica en el medio control mostré valores menores de 0.5

U/mL, mientras que en los medios donde se agrego vainillina y furfural los valores de la actividad

enzimatica aumentaron drasticamente. La actividad SOD de las cepas fue significativamente mas

alta en los medios con estrés, especialmente con la adicién de vainillina, por lo menos en las
cepas ScMsc3, Sc3Y8 y Sc3D4.
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Figura 15. Actividad superdxido dismutasa (SOD) en las cepas Saccharomyces: Sc3D4, Sc3Y8, ScMsc3 y
la cepa comercial Fermichamp creciendo en el medio M2: control (verde), con 1.5 g/L de vainillina (azul), y

con 1.5 g/L de furfural (rojo). Las barras de error indican la desviacion estandar.

A lo largo de la fermentacion, los niveles méas altos de actividad SOD fueron registrados para la
cepa Sc3D4 durante los tiempos de 48 horas con vainillinay 72 y 96 horas con furfural y en la
cepa ScMsc3 durante los tres tiempos monitoreados con el compuesto fendlico vainillina (mas de
1 U/mLy hasta 2 U/mL). Por otra parte la actividad enzimatica mas baja fue dada por la cepa

Fermichamp (menos de 1 U/mL) para todos los tiempos y para ambos compuestos evaluados.

La actividad catalasa (CAT) también fue evaluada para las cuatro cepas Saccharomyces, La
determinacion de la actividad CAT se comparé con la actividad CAT de cada control, la cual se
muestra en la Figura 16.
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Figura 16. Actividad catalasa (CAT) en las cuatro cepas Saccharomyces: Sc3D4, Sc3Y8, ScMsc3y la cepa
comercial Fermichamp, creciendo en el medio M2: control (verde), con 1.5 g/L de vainillina (azul), y con 1.5
g/L de furfural (rojo). Las barras de error indican la desviacion estandar.

Se encontré que la actividad CAT en el control varié a lo largo de los tiempos de fermentacion
monitoreados, a las primeras 24 horas de fermentacion, la actividad CAT mostré tener valores de
hasta 40 nmol/min/mL. Sin embargo, los valores de la actividad CAT disminuyeron a las 48 horas
y nuevamente se elevaron al tiempo de 72 horas. Con excepcion de la cepa Fermichamp, en

donde los niveles de CAT no variaron con respecto al tiempo de fermentacion.
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8. DISCUSION

8.1 Tolerancia al estrés por SO2y H20>

El metabisulfito de potasio es una sustancia cristalina que se utiliza en la industria enolégica como
conservante y fungicida. Esta sal de potasio en los medios de fermentacién proporciona didxido
de azufre que es utilizado como conservador. Asi que, durante la liberaciéon de este compuesto
al medio, una parte de este SO: es transportado por difusion facilitada hacia el citoplasma de las
células de levadura (Vilela et al., 2013). Sin embargo, no todas las células de levadura tienen la
misma capacidad tolerar el estrés causado por el SO2y va a depender del origen de aislamiento
(Méndes et al., 2013) y/o la capacidad de éstas por desarrollar proteccion antioxidante (Zhao y
Bai, 2009).

La viabilidad ha sido usada para evaluar la resistencia a diferentes tipos de estrés quimicos. En
algunos trabajos los compuestos causantes de estrés oxidativo son afiadidos a un medio sélido
y posteriormente se inocula la levadura (Thorpe et al., 2004). En base a esta metodologia, las
cepas Saccharomyces y no-Saccharomyces mostraron perfiles de tolerancia alta (mas de 1000
ppm), media (mas de 800 ppm) y baja (mas de 600 ppm) con SO». Cabe destacar que estos
rangos de concentracion son superiores a los reportados por Fioré et al. (2005) en donde las
cepas aisladas de uva y agave fueron evaluadas desde 0 a 300 ppm con SO:z. Por lo tanto,
independientemente del género, las cepas utilizadas en este trabajo fueron mas tolerantes a este
estrés en comparacion a las ya reportadas. Un dato importante de dicho trabajo fue que las cepas
de agave (Saccharomyces y no-Saccharomyces) y Unicamente las cepas Saccharomyces de uva
fueron tolerantes a todas las concentraciones evaluadas. Ademas, dentro de las cepas no-
Saccharomyces, las cepas de agave mostraron ser mas tolerantes que las cepas de uva ya que
éstas ultimas soélo crecieron a concentraciones bajas de SO.. Particularmente, se observé que
las cepas Saccharomyces mostraron diferencias en su capacidad de crecimiento bajo este tipo
de estrés. Estas diferencias de la tolerancia a SOz, ya han sido previamente reportadas (Gardner
et al., 1993).

Por otra parte, el peroxido de hidrégeno afadido al medio de crecimiento ejercié un efecto tdxico
en algunas cepas debido a que, con el aumento de la concentracion de éste compuesto, el
namero de células viables fue reducido, como consecuencia, el perfil de las cepas
Saccharomyces y no-Saccharomyces mostraron alta (hasta 25 mM), media (hasta 20 mM) y baja
(hasta 15 mM) tolerancia hacia este compuesto. La tolerancia que mostraron estas cepas en
comparacién con otras aun es mas alta que las reportadas, por ejemplo, en el trabajo de Zhao et
al., (2014) quienes realizaron el mejoramiento genético de algunas cepas y las expusieron a
estrés hasta concentraciones de 6 mM con H202. Por otra parte, otras levaduras de mezcal fueron
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evaluadas en el trabajo de Arellano et al., (2013) a concentraciones por arriba de 50 mM con
peroxido de hidrogeno y con MSB (Menadiona Sodio Bisulfito) otro agente de estrés oxidativo
menos letal, sin embargo, la adicién de 100 mM de estos compuestos redujo la viabilidad un 99%
en algunas cepas. Adicionalmente, qued6 demostrada la capacidad de la cepa Saccharomyces
cerevisiae la cual es mas tolerante que las cepas de Kluyveromyces marxianus aisladas de

mezcal.

8.2 Tolerancia al estrés por compuestos fendlicos durante las fermentaciones

De acuerdo con los perfiles de produccion de CO2, las siete cepas seleccionadas fueron
tolerantes a concentraciones por debajo de 2 y 3 g/L con vainillina y furfural respectivamente.
Otras cepas Saccharomyces cerevisiae fueron evaluadas con 0.91 g/L con furfural (Wang et al.,
2013), 5 mM de vainillina (Fitzgerald et al., 2003) 6 1 g/L de vainillina (Shen et al., 2014) en el
medio de crecimiento, por lo tanto, se considera que las cepas utilizadas en este trabajo tienen

una mayor capacidad de tolerar estos compuestos.

Sin embargo, hay algunos aspectos como el grado de inhibicién causado en la producciéon de
CO2, en el consumo de azucares y por supuesto en la viabilidad de las cepas durante la
fermentacion. Por ejemplo, el aumento del porcentaje de inhibicidn en la produccion de CO: fue
directamente relacionado con el aumento de la concentracién de los compuestos afiadidos al
medio, asi que, al aumentar las concentraciones hasta 1.5 g/L de vainillina y furfural los
porcentajes de inhibicion aumentaron hasta un 30% y 60% respectivamente para algunas cepas.
Es conocido que a concentraciones bajas de furfural no tienen un fuerte efecto en el metabolismo
celular durante el crecimiento fermentativo (anaerobio) asi como en el crecimiento aerobio, sin
embargo, a concentraciones mayores, los metabolitos producidos alcanzan un mayor grado de
inhibicion (Horvéth et al. 2003).

De la misma forma, el porcentaje de inhibicidn en la produccion de CO2 estuvo directamente
relacionado a la cantidad de azucares residuales al final de las fermentaciones, cuando el
porcentaje de inhibicidon es mayor, existié una mayor cantidad de azucares residuales; se puede
suponer que los compuestos vainillina y furfural, pueden intervenir en los procesos celulares,
ejercer un tipo de estrés y/o utilizar la energia para metabolizar los compuestos propuestos a

compuestos menos toxicos (Horvath et al., 2003; Shen et al. 2014).

8.3 Determinacion de polimorfismos en el gen Sod1

En células eucariotas, la proteina Cu/Zn-SOD (Sod1) adquiere principalmente el cobre a través

de la chaperona CCS (Chaperona de cobre de superoxido dismutasa). La enzima de S. cerevisiae
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solo puede recibir el cobre mediante esta CCS y ese proceso requiere de la presencia de dos
residuos de prolina cerca del C terminal (Raimondi et al., 2008), en este trabajo los residuos P-
143 y P-145 fueron encontrados en las cuatro cepas que se analizaron, por lo tanto, no existe
diferencia entre el mecanismo para la interaccion de cationes entre la enzima SOD y los diferentes

cationes que se unen para la activacion de su funcién como antioxidante.

En la busqueda de polimorfismos se encontré que si existieron cambios de aminoacidos, sin
embargo, estos no se encontraban en los dominios activos en donde implica una interaccién con
el sustrato o el sitio activo de la enzima. Probablemente, puede deberse a que todas las cepas
utilizadas para este analisis eran del género Saccharomyces y dentro de la comparacion por

género no existid ninguna variacion de importancia, al menos a nivel de secuencia.

8.4 Caracterizacion metabdlica en cepas Saccharomyces

La composicion de un mosto de fermentacién depende del material a utilizar y del producto final
que se requiera. En este trabajo, se evaluaron los compuestos vainillina y furfural ya que son los
principales compuestos derivados de la degradacion de los residuos lignocelulésicos. Estos
inhibidores impiden el crecimiento, bloquean el metabolismo de los microorganismos e inducen
la acumulacion de ROS en S. cerevisiae, reducen la actividad enzimatica y bioldgica,
descomponen el ADN e inhiben la sintesis de proteinas y ARN (Shen et al., 2014). También se
sabe que los mostos de agave contienen estos tipos de inhibidores de crecimiento, causando

estrés en la levadura durante la fermentacion (Garcia et al., 2011).

Actualmente, se conoce el mecanismo por el que algunos compuestos quimicos como los
utilizados en este trabajo ejercen un efecto oxidante que es observado por la inhibicién del
crecimiento celular (Cohen y d'Arcy Doherty, 1987). Es por ello que el crecimiento a 1.5 g/L con
vainillina y furfural se retrasé de manera importante, sin embargo, la biomasa final alcanz6 valores
similares a las condiciones no estresadas 48 horas después para la vainillina y 72 horas en el
caso del medio con furfural. Se sabe que la resistencia al estrés oxidativo aumenta durante la
fase estacionaria (Arellano et al., 2013), lo cual se observé en este trabajo. El efecto de la
toxicidad de la vainillina se habia observado previamente, con la prolongacion de la fase lag de
crecimiento segun lo observado por Nguyen et al., (2014) a varias concentraciones de vainillina

(0-6 mM), las cuales eran inferiores a las utilizadas en este trabajo.

Durante la fermentacion, las levaduras fueron afectadas por el estrés causado con vainillina y
furfural. Sin embargo, las células podian sobrevivir a concentraciones medias de vainillina y
furfural debido a la capacidad antioxidante de algunas enzimas. En este trabajo se observé que

las enzimas SOD y CAT tuvieron un rol importante para la detoxificacién de las diferentes
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especies reactivas de oxigeno. Por ejemplo, la enzima superéxido dismutasa actla dismutando
el superoxido en oxigeno y peréxido de hidrégeno, mientras que la enzima catalasa cataliza la
descomposicion del peréxido de hidrégeno en oxigeno y agua, ambas responden a reacciones
en cascada. Se ha comprobado que los compuestos fendlicos (vainillina) producen especies
reactivas de oxigeno, principalmente el anion superéxido, perdxido de hidrégeno y el radical
hidroxilo (Arellano et al., 2013), lo cual fue comprobado por la medicién de peréxido de hidrégeno
en este trabajo y cabe destacar que los niveles de peréxido fueron mas altos al final de la
fermentacion, lo cual indica que el ciclo celular final o apoptosis podria también inducir la

produccién de perdxido de hidrogeno (Perrone et al., 2008).

Las actividades enzimaticas para ambas enzimas fueron muy variadas, debido a que el estrés
oxidativo no se presentaba en toda la fermentacién, de acuerdo con los picos de actividad
enzimatica para todas las cepas evaluadas. Sin embargo, la actividad SOD fue la méas afectada,
elevando sus niveles, lo cual podria relacionarse con la produccién del anién superéxido, ademas
de la produccién de peréxido de hidrégeno intracelular ocasionado por presencia de estos
compuestos en las levaduras. El crecimiento celular y los niveles de actividad enzimatica fueron
diferentes en cada cepa durante el estrés oxidativo, y puede deberse a la variabilidad de cada
cepa, las cuales poseen la capacidad de activar mecanismos de proteccion celular para adaptarse
a cambios ambientales y reparar componentes celulares a distintos niveles (Arellano et al., 2013).

La actividad enzimética SOD fue la mas inducida durante el crecimiento con vainillina en
comparacién con el control (hasta 1.5 U/mL = 201 U/mg de proteina para Sc3Y8). Se ha
comprobado que en la presencia de compuestos toxico estresantes los niveles de la enzima SOD
aumentan, infiriendo la participacion de ésta para detoxificar el sistema bioldgico, tal como los
observados por Pinheiro et al., (2002), en este trabajo, los niveles de la actividad enzimética SOD
aumentan en comparacion a la actividad CAT (hasta 211.6 U/mg de proteina con paraquat), los
niveles actividad enzimatica CAT permanecieron constantes (hasta 0.07 U/mg de proteina) en
ambos compuestos. De manera similar el cambio més notable en la presencia de H20: fue
demostrado en las cepas Saccharomyces cerevisiae utilizadas por Zhao et al., (2014) quien
evalué ambas enzimas concluyendo que la actividad SOD fue modificada aumentando sus
niveles de actividad (hasta 155 U/mg de proteina). Sin embargo, los niveles de actividad
enzimatica SOD durante el estrés o a condiciones normales dependen del medio de crecimiento
en donde se encuentren, por ejemplo, la adicion suplementos como Cu?*/Zn?*al medio de cultivo
podrian incrementar la actividad SOD especifica (Raimondi et al., 2008) y mejorar su capacidad

antioxidante.

Los datos obtenidos en actividad enzimatica revelan un comportamiento similar a otras cepas ya

sea del género Saccharomyces o Kluyveromyces marxianus (Pinheiro et al., 2002). Sin embargo,
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la actividad CAT, se comporté de manera uniforme en algunos puntos de la fermentacién, por
ejemplo en la cepa Sc3Y8 a las 72 horas (menos de 30 nmol/min/mL), en las cuales no existio
cambios en la presencia de los compuestos en comparacion con el control, y puede deberse a un
equilibrio entre las especies reactivas de oxigeno producidas, que fueron més bien detoxificadas
por la actividad de la SOD, mas que de la enzima catalasa, ya que es bien conocido que ambas

enzimas actlan por rutas en cascada (Coheny D" Arcy, 1987).

Patricia Vital Lopez 52




CENTRO DE BIOTECNOLOGIA GENOMICA - INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

9. CONCLUSIONES

1. Todas las cepas de estudio en este trabajo presentaron una tolerancia alta al estrés por

compuestos fendlicos y azufrados con respecto a lo ya reportado.

2. Las cepas en estudio pueden tolerar concentraciones mayores a 600 ppm de SO: y hasta 25

mM con H20:.

3. Se logro una seleccion de cepas de alta, media y baja tolerancia a las condiciones probadas.

4. Las tres levaduras evaluadas (Sc3Y8, ScMsc3, Sc3D4) y la cepa control Fermichamp) fueron

altamente tolerantes (hasta 1.5 g/L con vainillina y furfural).
5.- La secuencia de los genes que codifican para las enzimas SOD y CAT, no mostraron una
correlacion con sus niveles de tolerancia, ya que los dominios importantes en la proteina SOD

fueron conservados y muy similares entre las cepas de alta tolerancia (Saccharomyces).

6. Y finalmente se concluye que las cepas mas tolerantes a los compuestos evaluados son las de

mejor desempefio metabdlico previamente evaluado en los trabajos del LBI.
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10. PERSPECTIVAS

Debido a que las cepas caracterizadas en este trabajo mostraron ser tolerantes al estrés causado
pos compuestos fendlicos y azufrados en diferentes grados, se sugiere la comprobacion en lotes
de fermentacion industriales o de tipo piloto, para asi continuar con el uso potencial sugerido, es
decir el uso en la produccién de Bio-etanol u otros productos finales de la fermentacion. Ademas,
es posible aumentar su nivel de tolerancia gracias a diversas metodologias de adaptacion si en

su debido momento se requiere la aplicacion en mostos de composicion mas compleja.

Se sugiere un estudio més a fondo sobre los mecanismos bioldgicos por los cuales las cepas, en
particular las cepas aisladas de agave, tienen la capacidad de tolerar concentraciones de
compuestos fendlicos y azufradas mas altas en comparacién con las cepas aisladas de uva, por
ejemplo. Asi mismo, el uso de la transcriptomica puede favorecer en el conocimiento de aquellos
genes relacionados con la tolerancia a estrés oxidativo e identificar aquellos de menor y mayor
expresion bajo diferentes condiciones para explicar los fenémenos de tolerancia y a su vez el

proceso de muerte celular.
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APENDICES

APENDICE I. Curva estandar para Método Acido 3,5 Dinitrosalicilico.

Se prepard un stock con Glucosa de 20 g/L y a partir de ahi se construyeron las siguientes
concentraciones estandar: 0, 2, 4, 6 8, 10, 12 g/L. Una vez realizado este paso la reaccion fue
llevada a cabo con 50 pL del estdndar y 950 uL del reactivo DNS. Esta reaccion fue realizada en
calor a 80 °C durante 8 minutos y después fue detenida en hielo por al menos 15 minutos. El
resultado de la oxidacién del reactivo DNS, fue medido en un espectrofotometro a 580 nm.
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APENDICE II. Cuantificacion de proteina por el Método de Bradford

Se construyd una curva de calibracion de proteinas de 0,01 a 0,150 mg.mL* de BSA. A cada

concentraciéon de BSA fue afadido reactivo de Bradford como se muestra en la Cuadro siguiente:

No. De Tubo Muestra [BSA] Reactivo Vol.

estandar Proteina Bradford Final

mL Estandar (mL) (mL)

(mg .ml?)

1 1.0 0 1.0 2.0
2 1.0 0.025 1.0 2.0
3 1.0 0.050 1.0 2.0
4 1.0 0.075 1.0 2.0
5 1.0 0.1 1.0 2.0
6 1.0 0.125 1.0 2.0
7 1.0 0.150 1.0 2.0

Como puede verse en la Cuadro, se adicioné 1mL del reactivo de Bradford y 1 mL de la muestra
estandar y de las muestras de extractos enziméticos. Posteriormente se incubaron 15 minutos
a temperatura ambiente y se midieron a 595nm con ayuda de un espectrofotometro. Cada

muestra estandar se realiz6 por triplicado.
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APENDICE IIl. Curva de calibracion de Peroxido de hidrégeno

A partir de un Stock de peroxido de hidrégeno 1M, se prepararé una curva de calibracion con las
concentraciones: 0.01, 0.075, 0.14, 0.205, 0.207, 0.335, 0.4 y 0.465 milimolar de acuerdo a la
siguiente tabla:

No. Volumen de | Volumen de | Concentracion
tubo Sock agua final de H,0O,
(HL) (mL) (mM)

1 0 10 0

2 0.1 9.9999 0.01

3 0.75 9.99925 0.075

4 1.4 9.9986 0.14

5 2.05 9.9975 0.205

6 2.7 9.9973 0.270

7 3.35 9.99665 0.335

8 4 9.9996 0.4

9 4.65 9.995335 0.465

Los tubos falcon se mezclaron en vortex y se les dejé reposar por 5 minutos antes de la lectura
en el espectrofotometro.

Curvade calibracién con Per6xido de Hidrégeno
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APENDICE IV Protocolo Kit Catalasa

1. Catalase Assay Buffer (10x)

Diluir 2 mL de Catalase Assay Buffer (10x) concentrado con 18 mL de agua grado HPLC. La
concentracion final del Buffer quedaria a 100mM de fosfato de potasio, pH 7. Almacenar a 4°C y

es estable por 2 meses.
2. Catalase Sample Buffer (10x)

Diluir 5 mL de Catalase Sample Buffer (10x) concentrado con 45 mL de agua grado HPLC. La
concentracion final de este buffer quedaria a 25mM de fosfato de potasio, pH 7.5, 1IMm EDTA,
0.1% BSA.

Este buffer se utiliza para diluir los estandares de formaldehido, catalasa (control) y las muestras

de CAT antes del ensayo.

Almacenar a 4°C, estable por 2 meses.

3. Catalase Formaldehido Standard.

4.25 mM de Formaldehido, listo para su uso.

4. Catalase Control

Adicionar 2 mL de Sample Buffer diluido, dar vortex. (Es estable 1 mes, -20 °C).

Tomar 100 pyL de enzima reconstituida y diluir con 1.9 mL de Sample Buffer. (20 uL de esta

alicuota causa una absorbancia A=0.29 después de restar la Abs de fondo.

Nota: La mezcla de 100 pL de enzima reconstituida mas los 1.9 mL de Sample Buffer es estable

durante 30 min.

5. Catalase Potassium Hydroxide

Un volumen de 4 mL de Hidréxido de Potasio (KOH) 10M est4 listo para su uso.
6. Catalase Hydrogen Peroxide

Diluir 40 pL de Catalase Hydrogen Peroxide con 9.96 mL de agua grado HPLC.

Nota: esta mezcla es estable por 2 horas.
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PREPARACION DEL ESTANDAR:

1. Diluir 10 pL del reactivo Catalase Formaldehido Standard con 9.99 mL del Sample Buffer diluido

para obtener un stock de 4.25 mM de Formaldehido.

A partir de este stock, preparar los estandares por duplicado como aparece en la Cuadro:

Final Concentration
Tubo Formaldehido () Sample Buffer (ul) (MM formaldehido)*

A 0 1,000 0

B 10 990 5

C 30 970 15
D 60 940 30
E 90 910 45
F 120 880 60
G 150 850 75

REALIZACION DEL ENSAYO.

1. Standards Formaldehyde Wells: Adicionar 100 pL de Buffer Assay diluido, 30 uL de metanol
y 20 pL del Standard (A-G).

2. Pozo para el control positivo (Bovine liver CAT): Adicionar 100 pL de Assay Buffer diluido,
30 pL de metanol, 20 pL de Catalasa diluida Control en dos pozos. Este debe medir 2-35 nmol/

min/ mL.

3. Pozos para la muestra: Afadir 100 puL de Assay Buffer diluido, 30 uL de metanol y 20 pL de

la muestra (duplicados)

4. Iniciar la reaccion adicionando 20 pL de peréxido de hidrégeno diluido a todas las placas
usadas. Se afiade muy rapido haciéndolo en el menor tiempo posible.

5. Cubrir la placa con su tapa e incubar en un Shaker por 20 minutos a temperatura ambiente.
6. Afiadir 30 pL de hidréxido de potasio a cada placa para terminar la reacciéon y después 30 pL

de Catalase purpald (cromogen) a cada placa.
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7. Cubrir e incubar por 10 minutos en Shaker a temperatura ambiente.
8. Afadir 10 pL de Catalase Potassium Periodate y cubrir por 5 minutos a temperatura ambiente

en Shaker.

9. Leer la absorbancia a 540 nm.
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APENDICE V. Protocolo kit Sod

PREPARACION DE REACTIVOS
1. Assay Buffer (Buffer de ensayo 10x)

Diluir 3 mL de Buffer en 27 mL de agua destilada. Este buffer queda a una concentracion final de
50 Mm de Tris HCI pH 8, 0.1 Mm DTPA, 0.1 Hipoxantine.

Utilizar para diluir el detector radical. Almacenar a 4° Cy es estable por dos meses.
2. Sample Buffer (Buffer de la muestra 10x)

Diluir 2 mL de Sample Buffer concentrado con 18 mL de agua destilada.

Almacenar 4 °C y es estable por 6 meses.

3. Radical detector

Diluir 50 pL con 19.95 mL de Assay Buffer.

Cubrir con papel aluminio.

Almacenar a -20 °C y es estable por dos horas, preparar mas si se requiere el uso de méas de 96
placas.

3. SOD Estandar

El vial contiene 100 pL de SOD (Cu/Zn) de eritrocito bovino. Una vez descongelada, mantener en
hielo. La enzima que no se utilice almacenar a -20 °C.

4. Xantina Oxidasa

Descongelar sobre hielo un vial y transferir 50 yL que se diluye en 1.95 mL de Sample Buffer
diluido. La enzima diluida es estable por una hora. No volver a usar una enzima descongelada y
diluida.

PREPARACION DEL ESTANDAR:

1. Diluir 20 pL de SOD Standard con 1.98 ml de Sample Buffer diluido previamente para obtener
una Solucién SOD Stock. Afadir los reactivos como aparecen en la Cuadro siguiente:

Tubo SOD Stock Sample Buffer Actividad SOD final

(nl) (ml) (U/ml)

A 0 1,000 0

B 20 980 0.005

C 40 960 0.010

D 80 920 0.020

E 120 880 0.030

F 160 840 0.040

G 200 800 0.050
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REALIZACION DEL ENSAYO:

1. Pozos del estandar SOD. Afadir 200 uL del Radical Detector diluido y 10 yL de Estandar
(Tubos A-G) para cada pozo designado, recordar que es por duplicado.

2. Pozos de la muestra. Afadir 200 yL del Radical Detector diluido y 10 puL de la muestra para
cada pozo designado

3. Iniciar la reaccién por la adicion de 20 yL de Xantina Oxidasa diluida para todos los pozos

usados. Asegurarse de empezar a afiadir la Xantina oxidasa tan rapido como sea posible.
4. Cuidadosamente agitar la placa de 96 pozos por pocos segundos para mezclar. Cubrir con la

tapa.

5. Incubar la placa sobre un Shaker por 30 minutos a temperatura ambiente. Leer la
absorbancia a 440- 460 nm usando un lector de placas.
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w

Tasa Linealizada (LR)
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APENDICE VI PURIFICACION DE BANDAS DE GEL

Purificacion de bandas de gel (Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System) de Promega
a. Disolviendo la banda de gel.

1.- Después de la electroforesis, corte la banda de ADN a partir del gel y coléquelos en tubos
Eppendorf de 1.5ml estéril.

2.-Adicione 10ul de solucién “Membrane Binding” por cada 10mg de banda de gel. De vortex e
incube de 50-65°C, hasta que se disuelva completamente el gel. Aprox. 10min.

b. Union del DNA en la matriz de la minicolumna.
1.- Inserte la mini-columna SV dentro del tubo colector.

2.-Tranfiera la mezcla del gel disuelto previamente (paso “b”) en la minicolumna y ensamble en
el tubo colector. Incube por un minuto a temperatura ambiente.

3.- Centrifugue a 16000g por 1 min. Deseche el liquido de la columna colectora y reinserte la mini-
columna en el tubo colector.

c. Lavado

1.- Adicione 700ul de la solucion “Membrane Wash Solution”( solucion que se disolvio
previamente en etanol). Centrifugue a 16000g por 1 min. Deseche el liquido y reinserte la mini-
columna al tubo colector.

2.-Repita el lavado pero con 500ul de “Membrane Wash Solution” por 5 min. Elimine el residuo.

3.- Coloque nuevamente la mini-columna en el tubo colector ya vacio, y centrifugue por 1 min con
la tapa de la micro centrifuga abierta, para permitir la evaporacion de cualquier residuo de etanol.

d. Elucién del ADN
1.- Transfiera con cuidado la mini-columna a un tubo Eppendorf de 1.5ml limpio y estéril.

2.-Adicione 50ul de agua libre de nucleasas e incube por 1 min a temperatura ambiente.
Centrifugue por 1minuto a 16000g.

3.-Deseche la mini-columna y almacene el ADN a 4°C o -20°C.
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APENDICE VII. Productividad
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