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INTRODUCCION

Saccharomyces cerevisiae es una levadura. Las levaduras pertenecen al Reino
Fungi (al reino de los hongos), al grupo de los Ascomicetos. Ha sido ampliamente
estudiada, principalmente por su importancia en la industria panadera y vitivinicola,

asi como por su capacidad de producir etanol.

Los hongos son organismos eucariotas que se encuentran en un reino separado
de las plantas y animales. Todos presentan una complejidad organizacional y de
estructuras celulares; siendo los hongos similares a las plantas en cuanto a que
poseen paredes celulares y son inmdviles. Se diferencian de éstas porque carecen
de clorofilas y son incapaces de fotosintetizar. Referente a las células animales, los
hongos se diferencian principalmente por poseer pared celular y por no tener

centrosomas con centriolos, entre otras cosas.

Los hongos pueden ser macroscopicos o microscopicos. Entre los microscopicos
existen dos morfologias:
e Hongos filamentosos (crecimiento en hifas)

e Unicelulares (levaduras)

Las levaduras son organismos unicelulares ovalados, de 3 a 5 um de diametro.

Se suelen desarrollar en ambientes con altas concentraciones de azlicar. Ademas
de sus usos tradicionales, son ahora de gran utilidad en la industria y la biologia
molecular porque pueden ser modificados genéticamente.

Este microorganismo muestra 5 fases de crecimiento cuando se cultiva en medios
liquidos con glucosa como fuente de carbono: 1) la fase de retraso (lag), 2) la fase
logaritmica o exponencial, 3) la fase diduxica, 4) la fase postdiduxica y 5) la fase
estacionaria. La fase lag es un periodo de adaptacion en el cual la célula se prepara
para dividirse. Al crecer en presencia de glucosa, durante la fase logaritmica las
células alcanzan su méxima velocidad de duplicacion y llevan a cabo un metabolismo
fermentativo en el que producen etanol. Al disminuir la concentracion de glucosa, las
células atraviesan por el cambio diauxico, un periodo breve de tiempo en el cual no

hay division y la célula cambia de un metabolismo fermentativo a uno respiratorio
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(crecimiento en presencia de dos sustratos); en este caso al consumir la glucosa
producen etanol y posteriormente consumen el etanol.

En la fase postdiduxica las células usan como fuente de carbono el etanol
producido durante la fase logaritmica y aumenta gradualmente su resistencia al
estrés, en tanto que la fase estacionaria se presenta cuando los nutrientes del medio
se han agotado y no hay division celular. Para esta fase, las células han acumulado
carbohidratos de reserva como trehalosa y glucégeno, alcanzan el maximo nivel de
resistencia a estrés y su pared celular se vuelve mas gruesa y resistente a la
digestion por liticasa (Strathern et al., 1992).

Es frecuente que las levaduras se vean sometidas a varios tipos de estrés a
medida que las condiciones del medio cambian, tanto en situaciones naturales como
durante los procesos industriales. El dafio provocado por el estrés y la respuesta de
la levadura al mismo, depende de su tipo y del estado de desarrollo de la levadura al
momento en que ocurre el estimulo. Sin embargo, en general, las condiciones
adversas a las que se enfrenta este organismo afectan principalmente a las
estructuras celulares (ej. las membranas) y a las diferentes moléculas, especialmente
lipidos, proteinas y acidos nucleicos, las cuales sufren modificaciones estructurales

que dafian su funcion.

METABOLISMO DE Saccharomyces cerevisiae

Durante afios S. cerevisiae ha sido utilizada en la elaboracion de vinos, pan, cerveza,
asi como en las industrias de destilacion. Ha sido utilizada por el hombre desde
tiempos remotos para la fermentacion, brebajes y comida (Sherman, 2002; Dequin y
Casaregola, 2011) y es por ello que se puede considerar a S. cerevisiae como la
reina de la fermentacion.

La fermentacion es sin duda el proceso anaerébico mas caracteristico de S.
cerevisiae, en el cual la levadura degrada la glucosa para obtener energia en forma
de ATP. Durante el metabolismo de carbohidratos (principalmente glucdlisis), la
glucosa es degradada a piruvato y éste a su vez, en condiciones anaerobicas
(ausencia de oxigeno) es descarboxilado por la piruvato descarboxilasa a
acetaldehido, el cual es posteriormente reducido por la alcohol deshidrogenasa a
etanol que es el producto principal del metabolismo de la levadura, u oxidado hasta

acetato por la aldehido deshidrogenasa (Eaton y Klein, 1954; Pronk et al., 1996;

Q.F.B. Helber Alvarez Parada
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Postmus et al., 2011). Como se mencioné anteriormente S. cerevisiae es un
organismo principalmente fermentador, y por ello el organismo preferido en la
industria vitivinicola, y ahora en la produccién de bioetanol como combustible para
automotores.

Durante el proceso de la fermentacion también se genera dioxido de carbono
(COy), el cual en presencia de agua se hidrata a acido carbénico (H.COg) y éste a su
vez se disocia en bicarbonato (HCOs; + HY). Siendo éste una base conjugada que
sirve como amortiguador a la célula en diferentes procesos de su metabolismo y es
en parte responsable de la acidificacion del medio en el que se encuentre la levadura
(Jones y Greenfield, 1982; Lopez et al., 1999).

La produccién de CO; es el fendbmeno que se aprovecha para la elaboracion del
pan.

En la Fig. 1 se muestran las principales rutas metabdlicas de la levadura, asi
como las enzimas involucradas, en donde se observa la via por la cual se lleva a
cabo la produccion de etanol y los intermediarios (Strathern et al, 1982).

Como podemos observar en la Fig. 1, al mismo tiempo que el etanol puede ser un
producto final de la degradacién de la glucosa, también puede funcionar como
sustrato para la levadura; es decir, puede llegar a ser consumido si en el medio en el
gue se encuentra no existe glucosa.

Por otra parte, el etanol también puede ser utilizado por la levadura como un
sustrato respiratorio ya que al ser oxidado por la alcohol deshidrogenasa a
acetaldehido, éste sufre una nueva oxidacion por la aldehido deshidrogenasa para
formar acetato, posteriormente la acetii CoA sintetasa une al acetato con una
molécula de coenzima A (CoA) para formar acetil coenzima A (acetil CoA).
Finalmente éste acetil CoA entra al ciclo de Krebs 6 de los é&cido tricarboxilicos
condensandose con el oxalacetato para formar citrato, por la citrato sintasa y
mediante reacciones subsecuentes en este ciclo se genera el poder reductor en
forma de NADH + H" y éste entra a la cadena respiratoria.

En S. cerevisiae, el K™ acelera la fermentacion, porque como resultado de su
transporte se genera ADP, debido a la hidrolisis del ATP. La H*-ATPasa de
membrana plasmatica, cuya funcion es la expulsién de H* al exterior de la célula, se
inhibe cuando la concentracion de protones fuera de la célula aumenta, y por el

contrario, el aumento el pH del medio acelera su actividad, aumentando también la
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produccién de ADP, uno de los sustratos importantes y elemento de control de la
glucdlisis.

Al consumir glucosa y producir etanol, S. cerevisiae puede llegar a acidificar
mucho el medio en el que se encuentre y detener la produccion de etanol, ya que
ademas del bombeo de protones y de etanol, produce didéxido de carbono, que se
hidrata y forma &cido carbdnico, que se suma a la acidificacién del medio. Este es
uno de los problemas que la industria productora de alcohol enfrenta, y que podria
solucionarse aumentando el pH del medio de cultivo en el que se coloque la levadura
y asegurandose de que exista K*, ya que como se mencion6 anteriormente estos dos
factores aumentan los niveles de ADP, que es uno de los principales reguladores en
la produccién de etanol.

Sin embargo, S. cerevisiae tiene también una importante capacidad respiratoria,
que en presencia de oxigeno también participa de manera significante en el aporte
de la energia que la célula necesita. Durante el metabolismo respiratorio el piruvato
generado es convertido en acetil coenzima A, el cual es utilizado para generar NADH
en la mitocondria por la via de los &cidos tricarboxilicos (TCA). Posteriormente este
NADH sintetizado es oxidado por la cadena respiratoria en la membrana interna
mitocondrial, con la subsecuente translocacion de protones. Esta translocacion de
protones resulta en la generacién de una fuerza proton motriz la cual es utilizada

para la sintesis de ATP (Postmus et al., 2011).

Q.F.B. Helber Alvarez Parada
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Fig. 1. Vias metabolicas de S. cerevisiae. (modificado de Strathern et al., 1982). Genes en
cursivas. ACO (aconitasa), ACS (acetil-CoA sintetasa), ADC, ADM y ADR (alcohol deshidrogenasa),
ALD (aldehido deshidrogenasa), CIT (citrato sintasa), DAR (dihidroxiacetona-P reductasa o Glicerol-3-
P deshidrogenasa), ENO (enolasa), FBA (fructosa-Bisfosfato Aldolasa), FBP (fructosa bisfosfatasa),
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FRD (fumarato reductasa), FUM (fumarasa), GLD (gliceraldehido-3-P deshidrogenasa), GLK
(glucocinasa), GND (6-fosfogluconato deshidrogenasa), GMP (fosfoglicerato mutasa), GPP (glicerol-1-
fosfatasa), GUT1 (glicerol cinasa), GUT2 (glicerol-3-P deshidrogenasa), HXK1 y HXK2 (hexocinasa),
ICD1 (isocitrato deshidrogenasa, NAD"), ICD2 (isocitrato deshidrogenasa, NADP®), ICL (isocitrato
liasa), KGD (o-ketoglutarato deshidrogenasa), LDH (lactato deshidrogenasa), MDD (malato
deshidrogenasa, descarboxilacion), MDH (malato deshidrogenasa, mitocondrial), MLS (malato
sintasa), PCK (fosfoenolpiruvato carboxilasa), PDC (piruvato descarboxilasa), PDH (piruvato
deshidrogenasa), PFK (fosfofructocinasa), PGl (fosfoglucosa isomerasa), PGK (fosfoglicerato cinasa),
PGL (6-fosfogluconolactonasa), PGM1 y PGM2 (fosfoglucomutasa), PMI (fosfomanosa isomerasa),
PYC (piruvato carboxilasa), PYK (piruvato cinasa), RPE (ribulosa-5-P 3-epimerasa), RPI (ribulosa-5-P
isomerasa), SDH (succinato deshidrogenasa), SCS (succinil-CoA sintetasa), TAL (transaldolasa), TKT
(transcetolasa), TPI (triosa fosfato isomerasa), ZWF (glucosa-6-P deshidrogenasa).

De hecho, y volviendo al mismo ejemplo, también la respiracion se acelera, tanto
por la presencia de K™ a pH bajo, como por el aumento del pH del medio (Pefia et al.,
1972). En este ultimo trabajo se demostrd que el aumento de la fermentacion y de la
respiracion en las condiciones mencionadas se debe al requerimiento de ATP para el

transporte activo del ién.

EL K'Y SU IMPORTANCIA EN LAS FUNCIONES CELULARES

El potasio es el principal cation intracelular en las levaduras ya que, junto con el H”,
se encarga de mantener el gradiente electroquimico en las células. Sus niveles sin
embargo, pueden variar desde mas de 300 mM en las células recién colectadas,
hasta 100 mM en las que se ayunan agitando en agua durante 24 horas. Es un catién
fundamental en varios procesos celulares, incluso se requiere para el transporte de
otros cationes (Pefia y Ramirez, 1991; Enriquez-Freire et al., 1999) y para la
activacion de algunas enzimas, como la piruvato Cinasa. Es responsable del
aumento de la presion osmética durante la gemacion, asi como un almacén de
energia que permite a las células aun en ausencia de un sustrato, mantener el
potencial electroquimico transmembranal, asi como también se ve involucrado en el
transporte de amino&cidos aumentando la sintesis de proteinas, ademéas del
transporte de sulfatos y fosfatos (Pefia, 1975; Rosas et al, 1994; Rodriguez-Navarro,
2000; Barreto et al.,, 2011; Petrezsélyova et al.,, 2011). Por otro lado se ha
demostrado que el potasio puede proteger de la muerte celular programada inducida
por glucosa (Lauff y Santa-Maria, 2010; Hoeberichts et al., 2010). Cuando se agrega
al medio, acelera tanto la respiracion como la fermentacion (Gomez-Puyou et al.,
1969; Pefa et al., 1969), debido a que su transporte al interior abate la diferencia de

potencial eléctrico, lo cual estimula la actividad de la ATPasa de protones de la
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membrana plasmatica y por ende la respiracion y la fermentacion, debido a que con
el aumento en la actividad de esta enzima, los niveles de ATP disminuyen y los de
ADP aumentan, y es éste el responsable directo del aumento en la respiracion y la
fermentacion.

S. cerevisiae presenta dos transportadores importantes encargados del
movimiento del potasio hacia dentro de la célula, conocidos como Trklp y Trk2p,
codificados por los genes TRK1 y TRK2 (Rodriguez-Navarro y Ramos, 1984;
Navarrete et al., 2010), El primero presenta una mayor afinidad por el potasio y se
expresa en condiciones normales, mientras que el segundo presenta una menor
afinidad por el potasio y sélo se expresa en ciertas condiciones (Michel et al., 2006).

Ademas de lo antes mencionado, el movimiento de iones inorganicos y diferentes
nutrientes requiere de un potencial electroquimico para moverse a través de la
membrana, el cual es generado por una H*-ATPasa (P) y por el K. Aun en la
ausencia de un sustrato, la levadura, que ha acumulado durante su crecimiento una
gran concentracion de este ion, puede, gracias a un sistema de salida, irlo liberando
lentamente, con el fin de mantener la diferencia del potencial eléctrico a ambos lados
de la membrana plasmética.

Se sabe también que el K* se acumula parcialmente en la célula junto con el
bicarbonato (Klionsky et al., 1990), principalmente en la vacuola, que es el principal
organelo donde se acumulan iones y moléculas; la concentracion total de este ion
varia entre 100 y 300 mM de la cual gran parte se acumula en la vacuola (Lépez et
al., 1999, Martinez-Mufioz y Pefa, 2005).

Dada la importancia del K* en las funciones celulares, la reduccion en la
concentracion de este cation podria implicar serias complicaciones para la célula; por
ejemplo, una disminucion en la velocidad de transporte de algunas moléculas al
interior de la célula e incluso de algunos cationes. También la disminucién de K*
afecta la osmolaridad celular, la sintesis de las proteinas, la division celular y otros
procesos.

En la Fig. 2 se muestran los principales transportadores en S. cerevisiae, donde
podemos observar a los ya mencionados Trklp, y Trk2p entre otros, implicados en el
mantenimiento de la osmolaridad y el potencial electroquimico de la célula. Ademés
de estos transportadores tenemos a otros como Khalp, Nhalp, Enalp y Toklp,
implicados en el movimiento del K* y el Na* hacia dentro y fuera de la célula

respectivamente (Orij et al., 2011). Es necesario sefialar que el mantenimiento de la
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concentracién del Na* es muy importante, ya que si no se mantiene una adecuada
relacion tanto dentro como fuera de la célula le puede resultar toxico y alterar algunas

de sus funciones.

TOKA1
ENA1-4/PMR2 K+
Na+ K+ T N NHA1
A+
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Fig. 2. Esquema representativo de los principales transportadores encargados de mantener la
homeostasis i6nica en S. cerevisiae. (Realizado por M. Calahorra). N: Nuicleo, R: Reticulo
endoplasmico, G: Aparato de Golgi, V: Vacuola.

LA H*-ATPasa

En particular S. cerevisiae tiene una gran capacidad para acidificar el medio que la
rodea; esta propiedad le ofrece una enorme ventaja para sobrevivir en él, dado que
son muy pocos los organismos capaces de vivir a valores bajos del pH. Si a ello
agregamos que es capaz de vivir en anaerobiosis, le asegura su prevalencia frente a
otros organismos.

La manera por la cual la levadura acidifica el medio en que se encuentra, se debe
principalmente a la actividad de la H*-ATPasa plasmatica (tipo P, Fig. 3) y junto con
V-ATPasa, localizada en la vacuola mantienen la homeostasis del pH celular
(Martinez.Mufioz y Kane, 2008). Por otra parte la V-ATPasa se encarga de acidificar
este compartimento (Stevens, 1992), y dicha acidificacion es indispensable para

catalizar las reacciones que se llevan a cabo dentro de este organelo tan importante
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(Tabla 1). Ambas ATPasa funcionan como transportadores primarios, siendo

responsables de la acidificacion del medio externo y vacuolar, respectivamente.

EXTERIOR

Glucosa Glucosa
Flujo pasivo de
protones

Fig. 3 Actividad de la H*-ATPasa en la membrana de levaduras

La H'-ATPasa es un hexamero, codificado por el gen PMA1, localizada en la
membrana plasmatica de hongos, plantas y protozoarios (Scarborough, 1999;
Pagadala et al., 2011). La manera por la cual lleva a cabo la acidificacion del medio
es mediante la hidrolisis de ATP. Esta hidrolisis provee la energia necesaria para el
bombeo de protones (H") al exterior de la membrana plasmatica y a su vez este
transporte es el responsable del movimiento de otras moléculas por medio de un
transporte secundario.

Se sabe que esta H'-ATPasa puede consumir mas del 60% del ATP celular
generando un gradiente de protones para el transporte secundario de nutrientes vy,
ademas se ha observado que esta involucrada en la resistencia al calor y diferentes
estreses. (Bracey et al., 1998).

Esta ATPasa fue primeramente postulada por Pefia et al. (1972) y Van der Rest et
al, (1995), en una revision, la describen como un importante translocador de protones
indispensable, entre otras cosas, para el transporte de iones y nutrientes al interior de

la célula.
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La actividad de la H*-ATPasa se incrementa al aumentar el pH del medio (Eraso y
Portillo, 1994) 6 al agregar K*; como resultado de la diferencia de potencial de
membrana o el intercambio de iones, respectivamente, lo que trae como
consecuencia la disminucion de ATP y el aumento en los niveles de ADP y P;, como
se menciond anteriormente acelerando la fermentacion y respiracion de la levadura,

como se ilustra en la Fig 4.

H* H=
H* H —<Zgp— + .
B H" ATP

Fig. 4. Estimulacion de la H-ATPasa e implicaciones sobre la respiracion y fermentacion de la
levadura al agregar K*.

Esta P-ATPasa tiene una gran afinidad por el sustrato (Mg-ATP); aislada presenta
un pH éptimo entre 5y 6.7, pero en la célula intacta, puede mostrar una actividad
muy alta hasta niveles del pH del medio de 8 6 9. Uno de sus inhibidores mas

utilizados es el vanadato, pero también se inhibe con dietilestilbestrol u omeprazol.
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Tabla 1. Tipos de ATPasas de diferentes organismos y el papel desempefiado por cada una de
ellas (Tomado de Nelson y Cox, 2000).

lon(es) Organismo Tipo de Papel de
transportados membrana la ATPasa
Na"K* Eucariotas Plasmatica Mantiene baja [Na'] y
superiores alta [K"] en el interior
de la célula.
Crea potencial
transmembranal
H K" Células Plasmatica Acidifica el
secretoras de contenido del
acido en estébmago
mamiferos
H* Hongos Plasmatica Eliminan
(Neurospora, protones hacia
Saccharomyces) la matriz
H* Plantas Plasmatica extracelular,
superiores aumentando el
pH del interior
de la célula
Ca” Eucariotas Plasmatica Mantiene
superiores baja la [Ca®"] en
el citosol
Ca™ Células Reticulo Secuestra
musculares en sarcoplasmatico el ca®
animales intracelular
manteniendo
baja la [Ca®']
H* Animales Vesiculas Creaun
secretoras bajo pH en el
lisos6micas y compartimient
endosomicas 0 activando
H* Plantas Vacuolar proteasas y
superiores otras enzimas
H* Hongos Vacuolar hidroliticas.
H* Eucariotas Mitocondrial Cataliza la
interna formacion de
H* Plantas Tilacoides ATP a partir
superiores de ADP + P
H* Procariotas Plasmatica

18
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LA LEVADURA EN VALORES ELEVADOS DEL pH DEL MEDIO

Es bien sabido que tanto la fermentacion como la respiracion de S. cerevisiae
disminuyen notablemente a valores bajos del pH (Rothstein y Demis, 1953; Pefia et
al.,, 1972) y que ambos procesos se aceleran a valores elevados del pH, o por la
presencia de K*; sin embargo, se sabe también que su crecimiento se abate a niveles
altos del pH, entre 8 y 9. Se han realizado diversos estudios sobre este fenémeno,
fundamentalmente sobre los cambios en la expresion de algunos genes. Se sabe por
ejemplo, que algunos genes, como los involucrados en el metabolismo de
carbohidratos (ALD4, DLD3, SDH4, etc), en el transporte de fosfatos (PHO12,
PHO84, PHOB89, etc), en el transporte de iones y homeostasis (ENA1, CST13, FIT2,
ARN2, ARN2, ARN3, etc) e involucrados en la respuesta a estrés (HSP30, PAI1,
CCP1, etc), y principalmente los genes involucrados en el ciclo celular, como
RIM101, un regulador positivo de la meiosis (Deninson, 2000; Pefialva y Arst, 2002,
www.yeastgenome.org); entre otros, aumentan su expresion al elevar el pH del
medio (Serrano, et al., 2002; Viladevall, et al., 2004). Sin embargo, no se ha
investigado lo suficiente alrededor de los cambios del metabolismo y la energética o
el transporte de iones y sustratos como posible causa de la suspension del
crecimiento. Este estudio muestra los resultados de un analisis del posible papel de
cambios en el metabolismo, el transporte y la energética de la levadura a valores

elevados del pH, como un intento de contribuir a la solucion de esta incognita.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

o Evaluar el efecto del pH en el metabolismo, produccion de energia y
crecimiento de Saccharomyces cerevisiae y su posible papel en la detencién del

crecimiento a niveles elevados del pH.

OBJETIVOS PARTICULARES

o Definir los efectos en el metabolismo y la energética del pH elevado del
medio en la levadura.

o Determinar los efectos del pH externo sobre el crecimiento de la levadura.

o Observar el comportamiento en cuanto al transporte de K*, bombeo de H' y
respiracion de la levadura al someterla a cambios de pH.

o Determinar la capacidad de la levadura para llevar a cabo la produccién de
etanol ante cambios de pH externos.

o Determinar y cuantificar los cambios en la produccion de algunos metabolitos
glucoliticos clave de la levadura al exponerla a cambios de pH del medio.

0 Proponer una posible solucion a los problemas en las fermentaciones de la

industria vitivinicola.
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MATERIALES Y METODOS

l. CONDICIONES Y CULTIVO DE LA LEVADURA

La cepa de S. cerevisiae utilizada para este trabajo se obtuvo de una colonia aislada
de la levadura comercial (La Azteca S.A.), y se cultivé en un medio rico, como el YPD
(Extracto de levadura 1%, Peptona 2% y Glucosa 2%). Para su conservacion, se
utilizé medio sdlido al cual se le adicion6 agar al 2%. Se cultivd tomando una asada
de levadura crecida en el medio soélido e inoculandola a 500 mL de medio liquido
durante 24 h, a 30 °C y en agitacion constante a 250 rpm (New Brunscwick) y
finalmente cosechadas para los experimentos a realizarse.

Las células se colectaron por centrifugacion a 1020 g en tubos de centrifuga de
250 mL, se lavaron dos veces con agua destilada centrifugando finalmente a 1625 g
(centrifuga clinica), en un tubo de 15 mL previamente pesado.

El paquete celular se resuspendié en agua desionizada a una relacion del 50%
(peso humedo/volumen) y se mantuvo en hielo.

Para ayunar las células, después del segundo lavado se resuspendio el paquete
celular en 250 mL de agua destilada y se colocé en un matraz Erlenmeyer de 1 L.

La suspension se incub6 durante 24 h, a 30 °C y en agitacion constante a 250

rpm.

I ACIDIFICACION DEL MEDIO

Para medir la acidificacion del medio por las levaduras, en la camara de incubacién
del equipo pHstat (TIM86, Radiometer analytical); se adicioné medio YPD nuevo y
estéril, amortiguador (Homopipes-TEA pH 4, MES-TEA pH 6 ¢ Bicina-TEA pH 8 6 9)
10 mM, 500 pL de la suspension celular al 50% (250 mg); finalmente se le agregaron
3g de glucosa a las incubaciones de células a pH 6 (esta adicion fue de gramo en
gramo, una vez que se acababan la glucosa contenida en el medio). Para los pH
altos (8 y 9) se agregaron 100 mg de ampicilina para evitar posibles contaminaciones
bacterianas, en un volumen final de 20 mL. La acidificacion se sigui6é durante 6 h, a
30 °C, en agitacién constante. Se determin6 la DOgoonm al principio y al final de la

incubacion.
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Al final de la incubacién las levaduras se centrifugaron en tubos previamente
pesados.

Se lavaron las células con agua destilada y se centrifugaron a 1625 g
aproximadamente durante 5 min y se determiné el peso del paquete celular, Se
resuspendio el paquete celular al 50% peso humedo/volumen en agua desionizada y
se procedi6 a realizar las determinaciones de transporte de K*, bombeo de H' y
respiracion (ver mas adelante).

Para mantener el pH en la camara del pHstat se adicionaba NaOH 6 KOH ~ 0.5 M
titulados previamente.

Los datos se calcularon como mEq tomando en cuenta los volimenes de NaOH 6
KOH gastados para mantener el pH. También se reportan la DOgoonm Y la cantidad de
biomasa.

Los resultados con KOH no se muestran, ya que no existié ninguna diferencia
significativa entre los datos obtenidos con NaOH.

Cada uno de los experimentos se realiz6 por triplicado a cada uno de los pHs a
los que se realizaron las determinaciones y se presentan los trazos mas

representativos.

1. TRANSPORTE DE K*, BOMBEO DE H' Y RESPIRACION.

El transporte de K" y bombeo de H* se determiné en la misma camara de incubacién
con electrodos selectivos correspondientes a cada catién, conectados a un sistema
computarizado. En la camara se adicioné cada uno de los amortiguadores ya
mencionados anteriormente, dependiendo del pH (pH 4, 6, 8 6 9) a una
concentracion final de 2 mM, glucosa 20 mM, KCI 10 uM y 200 pL (100 mg) de la
suspension de levaduras a un volumen final de 10 mL, a 30 °C y en agitacion
constante.

La respiracion se midi6 mediante el consumo de oxigeno en otra cadmara de
incubacion cerrada con un electrodo de Clark conectado a un sistema
computarizado, que determina el grado de saturacion de oxigeno contenido en el
medio (400 natg de oxigeno por mL a la altitud de la ciudad de México). En la camara
se agrego6 el amortiguador correspondiente, como ya se menciond, dependiendo del

pH (pH 4, 6, 8 6 9) a una concentracion final de 10 mM, glucosa 20 mM y 100 pL (50
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mg) de la suspension de levaduras a un volumen final de 5 mL, a 30 °C y en
agitacion constante.

Estas fueron las condiciones para las levaduras crecidas durante 24 h y sin
ningun otro tratamiento posterior, es decir, inmediatamente después de cosechadas
por centrifugacion, para obtener los datos correspondientes a los controles.

En otra serie de experimentos, se utilizaron levaduras que fueron ayunadas
durante 24 horas. Se incubaron a los diferentes pHs, y luego se determiné el
transporte de K, bombeo de H* y respiraciéon a pH 6 (antes y después de la
incubacion). En la respiracién el volumen de la suspension celular utilizado fue de 50
ML (25 mg).

V. FERMENTACION

La fermentacion se realizo tanto en condiciones “semianaerdbicas” como aerdbicas.
En la condicibn semianaerdbica se incubaron las levaduras en una camara que
contenia el amortiguador correspondiente (pH 4, 6, 8 6 9) 10 mM, glucosa 20 mM, 1
mL de suspension celular al 50 % (500 mg); con y sin KCl 10 mM, en un volumen
final de 10 mL; durante 12 minutos, a 30 °C y en agitacion constante. En aerobiosis,
se afiadia constantemente H,0O, al 3% para mantener la saturacion de oxigeno en la
camara entre 75-80% durante todo el tiempo de incubaciéon. Al final de las
respectivas incubaciones se tomd una alicuota de 5 mL y se centrifugé a 1625 g
durante 5 minutos, se descart6 el paquete celular y se mantuvo el sobrenadante en
hielo para determinar el etanol.

Para la medicion de etanol (EtOH), se procedi6 de la siguiente forma: en un tubo
de ensayo de 13 x 60 mm, se afiadié amortiguador de pirofosfato de potasio (P,07K4)
10 mM pH 9, NAD" 1 mg/mL. Se agregaron alicuotas de las muestras y del estandar
(20 mM de EtOH), AIDH (Sigma Aldrich, Co., Namero de catdlogo A9770; 1.9 U/mg
sélido; a una concentracion final de 19 U/mL), se dejaron incubar durante 30 min y se
determiné la absorbencia a 340 nm; posteriormente se agregé ADH (Sigma Aldrich,
Co., Numero de catalogo A-7011; 314 U/mg sdlido, a una concentracion final de 9420
U/mL), se dejé incubando la reaccién durante 1 h y finalmente se determiné la

absorbencia a 340 nm en un espectrofotometro Beckman DU 650.
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V. CONSUMO DE GLUCOSA

En el mismo sobrenadante obtenido de la fermentacion se determiné el consumo de
glucosa, en alicuotas de las muestras y de un estandar (20 mM de Glucosa), a una
temperatura de 37 °C en bafio maria. Una vez equilibrada la temperatura se le
adiciono el reactivo para la determinacion de glucosa (glucosa oxidasa, peroxidasa y
o-dianisidina, Kit de Sigma Aldrich, Co., NUmero de catalogo GAGO-20); se incub6
durante 30 min y finalmente se agregé H,SO, 12 N y se determiné la absorbencia a

540 nm en un espectrofotbmetro Beckman DU 650.

VI. DETERMINACION DE G6P Y ATP

Para las incubaciones se coloc6 en la camara de incubacién a 30 °C, amortiguador
10 mM (pH 4, 6, 8 6 9), glucosa 20 mM, y células (2 g) en un volumen final de 20 mL.
Se tomaron alicuotas de 2 mL a los 0, 2, 4, 5, 6 y 8 min; los tiempos 0, 2 y 4 min
corresponden a controles sin glucosa. Después al min 4, se agregd6 glucosa (20 mM)
y se tomaron muestras a los 5, 6 y 8 minutos totales.

Se realiz6 una extraccion acida para lo cual se vertieron las alicuotas de 2 mL
tomadas de la incubacion celular en tubos de ensaye con 1 mL de &cido perclérico al
70% (HCIQ,), enfriado previamente en hielo, dejando las muestras por 20 min en
hielo, agitando cada 5 min los tubos.

Se centrifugaron las muestras por 5 min a 1625 g, se decanto el sobrenadante y
se virtié en tubos de ensayo de 13 x 60 mm, seguido de la adicion de 20 pL de
indicador de pH (azul de metileno 0.05% - rojo neutro 0.05% en etanol al 96%)
agitando para homogeneizar las muestras.

Se neutraliz6 el acido perclérico con KOH 10 M, manteniendo los tubos en hielo
todo el tiempo, ya que la reaccion es exotérmica, lo que podria causar la hidrélisis del
ATP.

Finalmente se dejaron enfriar las muestras durante 5 minutos mas y se
centrifugan a 1625 g por 5 minutos, para determinar el ATP presente en los extractos
celulares en un espectrofotémetro de doble rayo, mediante una reaccion acoplada a

enzimas.
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Para la determinacion de estos metabolitos, en una celda para espectrofotdmetro
se coloc6, en concentraciones finales:

e  Amortiguador MES-TEA-KOH; pH 7.5; 40 mM,

e  Cloruro de magnesio (MgClz) 4 mM,

e NADP" (100 ug/mL) vy,

e glucosa 10 mM

Se afadi6 una alicuota del extracto celular y se determind la absorbencia de la
reaccion a una longitud de onda de 340 nm en un espectrofotdmetro de doble rayo
(SLM-AMINCO), en un volumen final de 2 mL. Se tomd la primera lectura, que
corresponde solo al extracto y reactivos, (A;), se esperd hasta una estabilizacion de
la sefial y se adicion6 glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH Sigma Aldrich Co.,
Numero de catalogo G7877 a una concentracion final de 16.7 U/mL) y se tomoé la
segunda lectura hasta el pico maximo (A;). Luego se afiadié hexocinasa (HK Sigma
Aldrich Co., Namero de catdlogo H-5625 a una concentracion final de 13.2 U/mL) e
igualmente se tomo la lectura méxima alcanzada (As).

Para el calculo de la concentraciéon de glucosa 6-Fosfato (G6P) 6 de ATP
presente en los extractos celulares se utilizo la siguiente formula:

1 2
G6P 60 ATP = DO (As-Az)* (Vol total de la celda)*(Vol total exto.)

(enappr)*(Vol. Exto para determinacion)*(g de lev para exto.)
3 4
enappH= 6.317*10° L/mol*cm
1.-2.0mL
2.- variable
3.-0.5mL
4-20g

VII. DETERMINACION DE NADH
Se midieron los niveles de NADH en las células “in vivo”, como resultado de la
adicion de glucosa 20 mM 6 etanol 3 mM como sustratos, en un volumen final de 2

mL de los diferentes amortiguadores (homopipes-TEA, pH 4, MES-TEA pH 6, bicina-
TEA pH 8 6 9, 10 mM), utilizando 50 uL de la suspension celular al 50% (25 mg).
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Aprovechando la fluorescencia intrinseca del NADH, se realiz6 esta
determinacion en un fluorémetro SLM-AMINCO excitando a 340 nm y recibiendo la
emision a 460 nm en una celda con agitacion y temperatura constantes a 30 °C.

En algunos experimentos se hicieron adiciones de 5 pl de H,O, al 3% y NaCN 0.3
mM.

Q.F.B. Helber Alvarez Parada


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Cambios Metabolicos y Fisioldgicos de S. cerevisiae en respuesta a diferentes pHs externos.

RESULTADOS Y DISCUSION

CRECIMIENTO Y ACIDIFICACION DEL MEDIO

En experimentos preliminares se vio la dificultad para mantener el pH del medio s6lo
con la utilizacion de amortiguadores, en especial a valores elevados. Por ejemplo,
para mantener el pH a 8.0, se requiere utilizar concentraciones mayores de 50 mM

de Bicina-TEA, y aun asi, en incubaciones largas, se observa una disminucién del pH
(Fig. 5).

Bicina, mhil
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Fig. 5. Cambios de pH observados al incubar la levadura en diferentes concentraciones del
amortiguador Bicina-TEA.

Fue asi que con el fin de mantener constante el valor deseado el pH del medio,
decidimos utilizar el equipo pHstat, el cual adiciona constantemente volimenes
conocidos de una solucién titulada de NaOH (también se utiliz6 KOH con resultados
semejantes) y con ello, mantiene el valor deseado de pH en el tiempo.

Dada la duracion de los experimentos, a todos los pHs evaluados fue necesario
agregar glucosa adicional, ya que las levaduras agotan la glucosa presente en el
medio de incubacion; en particular a pH 6 fue necesario agregar 3 gramos, debido a

que en estas condiciones las levaduras consumian mucho mas glucosa. No se
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afnadieron los 3 g de glucosa de una vez, para no aumentar la osmolaridad del medio
y evitar a las levaduras un estrés que pudiera alterar los resultados. En estos
experimentos se midié: a) la cantidad de NaOH utilizada, que nos proporciona el
valor de la acidificacion; b) el crecimiento de las células, tanto como peso humedo,
como en unidades de densidad Optica (DO), y ¢) una vez incubadas las células
durante periodos largos (6 horas) se les utilizo también para verificar sus
propiedades de acidificacion y de transporte de K*, como indices de su capacidad
para generar su energia y para realizar el transporte.

El volumen de base gastado para neutralizar el &cido producido por la levadura
fue diferente para cada pH, y aqui debemos sefialar que a pH 6.0 y mayores, la
acidificacion del medio no se debe sdlo a la actividad de la H-ATPasa, sino también
a que durante el metabolismo la levadura produce CO,, que se hidrata a é&cido
carboénico y finalmente se ioniza a bicarbonato (como se muestra abajo); siendo S.

cerevisiae principalmente fermentativa, la produccion de CO, es grande.

CO;, (fase gaseosa) > CO;, (fase acuosa)
CO2 (acuoso) + H20 <> H2COs3

H,COs3 > HCOj3 + H*

HCO3 > COsz* + H"

La concentracién de acido carbonico, por otra parte, depende también del pH;
aunque la reaccion de hidratacién del CO, es la misma a cualquier pH, a partir de
6.0, cercano al valor del pKa del acido carbonico (6.1), su disociaciébn aumenta, de
manera que si a 6.0 la concentracion del &cido y de bicarbonato son practicamente
iguales, por encima de este valor (pH 8 6 9), practicamente todo el CO, pasa a
bicarbonato. Por otra parte, el &cido carbonico como tal puede entrar libremente a las
células, y por el valor del pH dentro de ellas (alrededor de 6.7), se disocia, liberando
protones y acidificando el citoplasma. A los valores elevados del pH, dado que la
forma predominante es el bicarbonato, que no puede entrar a las células,
practicamente todo se encuentra en el exterior.

Aunque no se midid6 expresamente a pH 4, la necesidad de agregar glucosa
adicional fue menor que a pH 6, debido a que la H*-ATPasa no baja el pH del medio
por debajo de 4; més aun, sélo se mantiene a pH 4.5.

En la Fig. 6 se muestra la cantidad de NaOH utilizada para mantener el pH
deseado, expresada en mEq totales gastados para neutralizar el 4cido presente el
medio para mantener el valor del pH deseado durante 6 horas. La estequiometria de

la reaccién es de 1:1, por cada protén liberado al medio se utiliza un mEq de NaOH

Q.F.B. Helber Alvarez Parada
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para neutralizarlo. A pH 4, el volumen de NaOH es nulo, ya que como se menciono,
las levaduras no alcanzan a acidificar tanto el medio, sino que sdélo alcanzaron a
mantenerlo a un valor de pH de 4.5.

A pH 6 se necesita una cantidad mayor de NaOH; este pH se utiliza con gran
frecuencia para estudiar diversos parametros en la levadura, y consume una gran
cantidad de glucosa, necesaria para realizar sus funciones celulares, pero también
para su crecimiento. No obstante, es necesario sefalar que el crecimiento es

semejante también a pH 4.0.

15

10

mEqg de NaOH / g de células

pH

Fig. 6. Acidificacion del medio por S. cerevisiae expresado en mEq de NaOH/g de levadura. Las
incubaciones se realizaron en YPD, amortiguador 10 mM (Homopipes-TEA pH 4, MES-TEA pH 6,
Bicina-TEA pH 8 6 9), 1 g de glucosa (excepto para pH 6, donde se agregaron después 2 g mas de
glucosa); a 30 °C, durante 6 h y en agitacion constante. A los pHs 8 y 9 se les adicionaron 100 mg de
ampicilina. Los datos presentados son el promedio de tres repeticiones +SD.

Tanto a pH 8 como a pH 9 la cantidad de NaOH fue mayor, debido en primer
lugar a que la actividad de la H*-ATPasa aumenta a valores elevados del pH, y por lo
tanto se acelera la fermentacion y por ende la produccion de CO,, que se hidrata a
acido carbonico; éste posteriormente se ioniza a bicarbonato y un protén, como la
causa que lleva a la mayor acidificacion del medio a los valores mas altos del pH.

Durante el tiempo de incubacion a los pHs altos, donde la cantidad necesaria de

NaOH fue mayor, las levaduras estuvieron expuestas a una concentracion final de
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0.14 M de NaOH, pero esta concentracion no les provoca un estrés salino, de
acuerdo a lo reportado por Yale y Bohnert en el 2001, quienes encontraron que
Saccharomyces cerevisiae no se encuentra en estrés salino sino hasta una
concentracion superior a 1 M de NacCl.

Respecto al crecimiento, expresado en términos de biomasa; es decir, los gramos
totales al final de la incubacién a cada pH evaluado, fue semejante a pH 4 y 6, como
se puede apreciar en la Fig. 7. Es necesario sefialar que la levadura en la camara del
pHstat no fue capaz de bajar el pH del medio hasta 4, sino que lo mantuvo entre 4.5-
5.0, lo que nos sugiere que la actividad de la H*-ATPasa es minima a estos valores
de pH. Por otra parte y como se menciond anteriormente, se esperaria que el
crecimiento a pH 9 fuera casi nulo, pero no sucede esto, como se puede apreciar en
la Fig. 7, el crecimiento es muy parecido al de pH 8, o que nos permite concluir que
el pH del medio no inhibe totalmente el crecimiento celular.

1.25

0.75

Biomasa (g)

0.5

0.25

pH

Fig. 7. Crecimiento de S. cerevisiae ayunada 24 hr a los diferentes pHs, expresado en biomasa
total al final de las incubaciones correspondientes. Incubaciones en medio YPD, amortiguador 10 mM
(Homopipes-TEA pH 4, MES-TEA pH 6, Bicina-TEA pH 8 6 9), 1 g de glucosa (excepto para pH 6,
donde se utilizaron 3 g de glucosa); a 30 °C, durante 6 h y en agitacion constante. A los pHs pH 8y 9
se les adicionaron 100 mg de ampicilina. Los datos presentados son el promedio de tres repeticiones
con sus respectivas SD.

Otra manera de expresar el crecimiento de la levadura fue a través de la D.O.

determinada a 600 nm. Se midi6 ésta DO antes de la incubacién y al final de ella. En
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la Fig. 8, podemos observar el crecimiento de S. cerevisiae a los distintos pHs. La
pequefia diferencia observada entre pH 4 y 6 se debe a que, aunque a pH 4 crecen,
no se necesitd afiadir NaOH para mantener el medio en un pH estable, como se
muestra en la Fig. 6. Ademas, de acuerdo a lo mencionado anteriormente, S.
cerevisiae no fue capaz de bajar el pH hasta 4, sino que lo mantuvo en 4.5-5.0, y es
por ello que al momento de determinar la DO nos arroja una pequeia diferencia con
la DO a pH 6, en el cual si se necesito afiadir NaOH para poder mantener el medio a
este valor de pH, es decir que la diferencia entre las DO, se debe precisamente al

volumen de NaOH afiadido al medio en estos valores de pH.
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Fig. 8. Crecimiento de S. cerevisiae ayunada 24 h, expresada como la diferencia de DO a 600
nm. Incubaciones en medio YPD, amortiguador 10 mM (pH 4, 6, 8 6 9), 1 g de glucosa (excepto para
pH 6, donde se utilizaron 3 g de glucosa); a 30 °C, durante 6 h y en agitacion constante. A los pHs 8 y
9 se les adicionaron 100 mg de ampicilina. Los datos presentados son el promedio de tres
repeticiones con sus respectivas SD.

Por otro lado a pH 8 y 9, el incremento en densidades Opticas fue mucho menor,
al obtenido para los pHs bajos, la explicacién a este caso es que aunque la levadura
logra crecer, pero muy poco, fue necesario afiadir un volumen mayor de NaOH
(aproximadamente 8 mL) para poder contrarrestar la acidificacion por parte de la
levadura, y este volumen fue lo que provoco que la DO nos arrojara un valor pequefio
aunque ya fue corregido por la dilucibn comprobandose por la biomasa, que el

crecimiento de la levadura a pH alto no se detiene completamente.
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FERMENTACION

Al igual que muchas otras levaduras, S. cerevisiae fermenta la glucosa para producir
etanol y CO;, a través de la glucdlisis. Sin embargo, el piruvato generado es
convertido a etanol a través de dos enzimas: la piruvato descarboxilasa, que
mediante una descarboxilacién, convierte al piruvato a acetaldehido, y éste a su vez
es reducido a etanol por la alcohol deshidrogenasa, utilizando NADH como cofactor
(Nelson D. L. y Cox, M., 2000).

La estequiometria final de este proceso estd dada por la siguiente reaccion:
Glucosa + 2ADP + 2P; - 2Etanol + 2CO, + 2 ATP + 2 H,O

En anaerobiosis, esta via es la principal fuente de ATP de S. cerevisiae para la
realizacion de todas sus funciones. La primera posibilidad que se explor6 fue analizar
si la razon para la inhibicion del crecimiento era por la inhibicion de esta via al
aumentar el pH a valores extremos (8 6 9).

La fermentacion se realiz6 en células ayunadas y sin ayunar, incubando en
ausencia de oxigeno (anaerobiosis) y mediante la adicion de cantidades controladas
de H,O, (aerobiosis). En las levaduras sin ayunar (Fig. 9), el consumo de glucosa en
condiciones aerobicas (adicion de H,0O,) se mantiene constante con el pH,
exceptuando pH 9, donde el consumo de glucosa aumenta. La produccién de etanol
aumenta ligeramente de pH 4 a 6 y 8, exceptuando a pH 9, donde disminuye (Fig.
9A). En ausencia de H,O; (anaerobiosis, Fig. 9B) aumenta el consumo de glucosa y
la produccion de etanol (efecto Pasteur) (ver escala). A pH 9 existe un consumo
mayor de glucosa, pero una menor produccion de etanol. La explicacion posible seria
que a pH 9, el etanol producido puede estar siendo utilizado inmediatamente como
sustrato respiratorio 6 por otra parte que el metabolismo de la glucosa, mediante las
diferentes vias que existen para su consumo, nos estaria llevando hacia la
produccién de glucdgeno o trehalosa. En ausencia de oxigeno y presencia de KCI 10
mM en el medio se observa un ligero aumento en el consumo de glucosa y
produccién de etanol bajo estas condiciones (Fig. 9C), que coincide con lo reportado
por Conway en 1950 y Pefia y colaboradores en 1969. Las distintas respuestas, al

aumento del pH, a la presencia de oxigeno y a la adicién de K* indican que a los
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valores altos del pH no afectan la fermentacién, lo cual nos permite eliminar este

factor como causa de la disminucién del crecimiento.
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Fig. 9. Consumo de glucosa y produccién de etanol en levaduras sin ayunar. A) levaduras
“aereadas” a las que se fueron agregando cantidades de H,O, al 3% a la camara para mantener la
saturacion de oxigeno entre 75 y 80%; B) levaduras sin aerear, solo incubadas a 30 °C en tubos de
ensaye de 13 x 60 mm y C) mismas condiciones que B, pero con 10 mM de KCI. Se presenta el
promedio de 3 repeticiones para cada condicion de pH evaluado, con sus SD.

En la Fig. 10 se muestran los resultados con células ayunadas. Los experimentos
se realizaron para definir la respuesta de las células en las que se han agotado, al
menos en gran parte, sus reservas durante el ayuno. En la Fig. 10A (aerobiosis) se

observa que en la levadura ayunada, el consumo de glucosa aumenta conforme
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aumenta el pH del medio, pero este consumo es menor que en levaduras sin
ayunar.

La produccion de etanol aumenta al incubar las levaduras a valores altos de pH 'y
se observa un incremento en la produccién de etanol en comparacién con las
levaduras sin ayunar. Este incremento en la produccién de etanol de las levaduras
sin ayunar puede ser resultado de que, en esta condicion la levadura tiene sustrato
enddgenos que hacen que su metabolismo siempre esté activo; en tanto que las
levaduras ayunadas no tienen sustratos enddgenos y por ende la produccion de
etanol es menor. En condiciones anaerdbicas (Fig. 10B), tanto el consumo de
glucosa como la produccién de etanol son similares a la condicién de aerobiosis, lo
que nos dice que la levadura necesita poner en marcha su maquinaria metabdlica
para satisfacer sus necesidades en ambas condiciones ya que durante el ayuno
gasto en gran parte sus sustratos enddgenos y cuando se le coloca en un medio
con sustratos rapidamente recupera estos sustratos. Al igual que en las levaduras
sin ayunar, en las levaduras en ayuno se presenta el efecto del potasio, como
podemos ver en la Fig. 10C, el potasio tienen un efecto aun mas notorio, ya que
tanto el aumento en el consumo de glucosa como en la produccién de etanol
aumentan, sobre todo a los valores de pH bajo (pH 4 y 6). Esto puede deberse a
que en las células ayunadas la capacidad respiratoria es menor, y por esa razon la
adicion del oxigeno tiene menos efecto para favorecer a la fosforilacion oxidativa
frente a la fermentacién, de modo que el efecto Pasteur es menor. Por otra parte,
también en estas levaduras ayunadas, el aumento del pH del medio produjo un
ligero aumento de la fermentacion.

En concordancia con lo descrito por Rothstein y Demis (1953), la adicion de K* al
medio de incubacién produjo un aumento en la fermentacion. Esto ocurre en virtud
del mecanismo propuesto en la figura 4 (Pefia et al., 1972); es decir la actividad de la
ATPasa aumenta con el K" y el pH, lo que implica la degradacion de ATP vy el
incremento de los niveles de ADP y Pi que son sustratos cruciales para el

metabolismo, la fermentacion y la respiracion de la levadura.
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Fig. 10. Consumo de glucosa y produccién de etanol en levaduras ayunadas 24 h. A) Levaduras
“aereadas”, se afiadio H,O, al 3% a la camara para mantener la saturacion de oxigeno entre 75-80%;
B) levaduras sin aerear, so6lo incubadas a 30 °C en tubos de ensaye de 13 x 60 mm y C) mismas
condiciones que B, pero con 10 mM de KCI. Se presenta el promedio de 3 repeticiones para cada
caso con sus SD.

La produccion de CO, y su transformacion en acido carbdnico durante la
fermentacion contribuye a acidificar el medio, y como consecuencia a disminuir la
produccién de etanol. Este es un problema de las fermentaciones industriales, y
como resultado de este trabajo proponemos aumentar el pH del medio o
simplemente afiadir una pequefia cantidad de K™ al medio en el que se encuentre la

levadura. Esto puede ser de importancia en las fermentaciones de hidrolizados de
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almidon, mas no en las de otros productos vegetales, como los jugos de cafia o

frutas, que si contienen una cantidad importante de K",

EFECTOS SOBRE LA RESPIRACION

Otra de las funciones que podria estar alterada por los valores extremos del pH (pH 8
y 9) es la respiracion, ya que en estudios anteriores (Pefa, et al., 1972) se demostro
que con el aumento del pH aumenta la respiracion en la levadura, debido a un
aumento del ADP y Pi a pH alto. Sin embargo, estos estudios se realizaron después
de incubar las células durante 6 horas, llegando a valores extremos (8 y 9) del pH,
tomando como control las células antes de la incubacion.

Sanchez y colaboradores (2006) demostraron que en levaduras ayunadas el
consumo de oxigeno es menor comparada con las no ayunadas en presencia de
etanol y glucosa como sustratos. Nosotros decidimos realizar las determinaciones
utilizando como sustrato la glucosa y corroborar el efecto del pH sobre la respiracion
estudiados por Pefia, et al, en 1972.

La Fig. 11 muestra que, en comparacion con las células no incubadas (Control pH
6), se produjo un aumento en la respiracion después de incubarlas a distintos valores
del pH. La velocidad respiratoria después de incubar las células a los valores més
altos del pH (8 y 9) fue mayor que a los valores més bajos (4 y 6). Aunque la
respiracion después de incubar a pH 9 fue ligeramente menor que la observada
después de incubar a pH 8, la pequefia diferencia indica que este factor tampoco
puede considerarse como el responsable del menor crecimiento de las células a los

valores elevados del pH.

Q.F.B. Helber Alvarez Parada
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Fig. 11. Respiracion de S. cerevisiae ayunada antes y después de la incubacién a cada pH

evaluado. Incubaciones en amortiguador MES-TEA 10 mM pH 6, glucosa 20 mM, 50 pL (25 mg) de la
suspension celular al 50%, a 30 °C y agitacion constante. Se presenta el trazo representativo de tres

repeticiones.

TRANSPORTE DE K'Y BOMBEO DE H*

El bombeo de protones es el fenémeno primario que, debido a la actividad de la H*-
ATPasa de la membrana plasmética, genera un gradiente de pH entre el interior y el
exterior de la célula, ademas de una diferencia del potencial eléctrico a ambos lados
de la célula (negativo en el interior) que impulsa el K™ al interior, entre otros muchos
metabolitos. Por tal razén, medimos la capacidad de acidificacion del medio luego de
incubar las células a los distintos valores de pH durante 6 horas; las medidas se
hicieron todas a pH 6.0 (Fig. 12).

No observamos cambios importantes, comprobando que el bombeo de protones
no se ve afectado en gran medida al someter por un tiempo largo a la levadura a
diferentes pHs, en particular a los valores mas elevados de 8 y 9. S6lo es necesario
mencionar que con este experimento se corrobora que la acidificacion observada, en
especial a pH 6, no provienen toda de la H-ATPasa de membrana plasmatica, ya
que los trazos son muy parecidos entre las muestras de las diferentes incubaciones;
sino de la ionizacién del CO, a bicarbonato resultado de la fermentaciéon, como se ha

mencionado repetidamente.
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Fig. 12. Bombeo de H' en S. cerevisiae ayunada antes y después de la incubacién a cada pH
evaluado. Incubaciones en amortiguador MES-TEA 2 mM pH 6, glucosa 20 mM, KCI 10 uM, 200 uL
(100 mg) de la suspension celular al 50%, a 30 °C y agitacion constante. Se presenta el trazo
representativo de tres repeticiones. Control pH 6: células sin incubacién provenientes del cultivo.

Si, ademas, el bombeo de protones es también un indicador de la eficiencia de los
sistemas de produccién de ATP, se consider6 conveniente estudiar tanto el bombeo
de H" al exterior de la célula como la produccién de ATP, antes de incubar las células
y después de haberlas mantenido a un cierto pH durante 6 horas. Los datos de ATP
se reportan en la seccién de determinacion de G6P y ATP.

Siendo el K" el principal cati6n intracelular implicado en muchas funciones
celulares, su transporte es también uno de los principales indicadores tanto del
estado energético de las células como de la integridad de sus principales sistemas de
transporte, creimos pues necesario saber si después de la incubacion a los distintos
valores del pH, en especial los més altos, las células mantenian su capacidad de
transportar potasio. En la Fig. 13 se presenta un curso temporal en el que se aprecia
el transporte de K en células ayunadas. El experimento se realiz6 tomando como
referencia la adicién de KCI 10 uM y mediante un electrodo selectivo de K",

En la Fig. 13 se presentan los trazos del transporte de K*. Las determinaciones se
hicieron antes y después de las incubaciones (todas a pH 6, para comparar el estado
de las células después de la incubacion). Obviamente antes de la incubacion si

existe un transporte de K*, que puede tomarse como referencia para las otras
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condiciones. En cada trazo, el primer ascenso del trazo se debe a la adicion de KCI
(10 pM) que se puede tomar como estandar. A continuacion se afadio la levadura y
se observa un segundo aumento, que resulta de una pequefa salida del K* interno.
Posteriormente se aprecia una disminucion progresiva que nos indica que el K* esta
siendo transportado al interior de la célula, hasta llegar a un valor constante.

Después de incubar a S. cerevisiae durante 6 h a los diferentes valores de pH,
observamos algunos cambios en el transporte de este cation. Tal vez el més
importante es que luego de afadir las células, el transporte (trazo hacia abajo) se
inicia con mayor rapidez, lo cual es explicable, pues estas células se colectan de un
medio nutritivo (YPD); se observé una salida de K*, que probablemente pudieron
acumular durante su incubacion, pero luego transportan el cation (trazo hacia abajo).

Tal vez el dato mas interesante consiste en que, luego de agregar las células que
fueron incubadas a pH 6, se produjo una salida del cation, el cual no es transportado
después al interior (el trazo no desciende).

Es posible que la levadura saque en gran medida este cation por difusion debido
a que la concentracion de K* en el interior es mucho mayor y necesita equilibrar el
potencial de membrana. Por otro lado, la concentracién de K* en el medio YPD es
aproximadamente 15 mM, y parece que el pH de 6 es Optimo para que S. cerevisiae

acumule el cation.

Q.F.B. Helber Alvarez Parada
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Fig. 13. Transporte de K* en S. cerevisiae ayunada antes y después de la incubacién a cada pH.
Incubaciones en amortiguador MES-TEA 2 mM pH 6 (para las células provenientes de las
incubaciones a pH 4, 8 y 9, se hizo la determinacion del transporte de K* posterior a pH 6), glucosa 20
mM, KCI 10 uM, 200 uL (100 mg) de la suspension celular al 50%, a 30°C y agitacién contante. Se
presenta el trazo representativo de tres repeticiones. Control pH 6: células sin incubacién provenientes
del cultivo.

De cualquier forma, a los valores altos del pH (8 y 9), el transporte es rapido y
eficiente; no obstante haber sometido a la levadura a condiciones que podrian

considerarse adversas.

G6P, ATP Y NADH

Para que la célula realice todas sus funciones, asi como durante situaciones
adversas como pueden ser un estrés salino, térmico, oxidativo, etc., y para contender
con las distintas condiciones que puede enfrentar, requiere un gasto energético para
poner en accion muy diversos mecanismos. Esta energia necesaria es provista por la
sintesis de ATP, comunmente conocido como “la moneda energética de la célula”.

En aerobiosis, la sintesis de ATP se lleva a cabo principalmente en la
mitocondria, pero en anaerobiosis, la via principal que genera ATP es por las
fosforilaciones a nivel de sustrato. Aunque todos los datos mostrados hasta ahora
indican que al incubar a S. cerevisiae a valores del pH en los que su crecimiento se

ve fuertemente inhibido no hay una alteracion importante en su metabolismo
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energético, decidimos determinar los cambios de los niveles de ATP en S. cerevisiae
al incubarla en diferentes pHs externos. Ya se sabe que al aumentar el pH del medio
hay una disminucién en los niveles de ATP y un aumento de ADP (Pefa, et al.,
1972), debido a que se acelera la actividad de la ATPasa, proporcionando mayor
cantidad de ADP para la glucdlisis.

En la Fig. 14A podemos observar los niveles de glucosa-6-fosfato (G6P) y ATP
(Fig. 14B) a cada pH evaluado, en células sin ayunar, a las que se incub6 durante 4
minutos y en este minuto se les agregd glucosa. Se siguieron entonces los niveles de
ambos metabolitos. Podemos apreciar que, los niveles de G6P, partiendo desde
practicamente cero, aumentan rapidamente al agregar la glucosa hasta alcanzar un
maximo Y luego disminuir hasta un nivel menor. Pareciera existir una tendencia a que
los niveles méaximos sean menores en las células incubadas a los valores més
elevados del pH. Esto es congruente con lo encontrado, en el sentido de que la
fermentacion se acelera a los pHs mas altos, trayendo consigo una utilizaciéon mas
rapida de este metabolito.

Se observa, por otra parte, que en particular si comparamos los niveles de ATP a
pH 6 con los de los pHs més altos, los niveles alcanzados, mads o menos estables,
son menores a pH 8 y 9. También estos datos son congruentes con el hecho de que
a estos valores del pH el gasto de ATP es mayor, en el intento de la levadura de

acidificar el medio.
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Fig. 14. Determinacion de G6P (A) y ATP (B) en extractos de células sin ayunar, y el efecto de
los distintos pHs evaluados. Para la determinacion se utiliz6 amortiguador MES-TEA-KOH 40 mM,
MgCI2 4 mM, glucosa 10 mM, NADP* 100 ng/mL, extracto celular, GBPDH 16.7 U/mL y Hexocinasa
13.2 U/mL. Se presenta el promedio de 3 repeticiones de cada pH evaluado.

Al utilizar levaduras ayunadas, los resultados son mas claros; la Fig. 15A muestra
que los niveles maximos de G6P alcanzados luego de la adicion de la glucosa son
menores a medida que el pH de incubacién es mas alto, también en congruencia con
la mayor velocidad de la fermentacién, y de su utilizacion a medida que aumenta el
pH, en especial a pH 8 y 9. Luego de esta observacion, los valores en que se
estabilizan los niveles son semejantes, debido a la gran capacidad de ajuste de la via
glucolitica.

Los niveles de ATP (Fig. 15B) antes de afiadir glucosa al medio son bajos, pero
después de la adicion de la glucosa aumentan rapidamente, y se ve una clara
tendencia a que se estabilicen al final en un valor mas bajo a medida que se aumenta

el pH en que fueron incubadas.
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Fig. 15. Determinacion de G6P (A) y ATP (B) en extractos de células ayunadas 24 h, como
producto del metabolismo de las levaduras a los distintos pHs evaluados. Para la determinacion se
utilizd amortiguador MES-TEA-KOH 40 mM, MgCI2 4 mM, glucosa 10 mM, NADP* 100 ug/mL,
extracto celular, G6PDH 16.7 U/mL y Hexocinasa 13.2 U/mL. Se presenta el resultado de 3
repeticiones de cada pH evaluado.

El poder reductor, ya sea en forma de NADH o FADH,, generado durante los
procesos metabdlicos celulares, como son la glucdlisis, la oxidacion de &cidos grasos
y el ciclo de los é&cidos tricarboxilicos 6 ciclo de Krebs, es una forma de alta energia
como pares de electrones con elevado potencial de 6xido-reduccion. Un ejemplo de
ello es que cuando estos electrones son utilizados para reducir el oxigeno molecular
a agua durante la respiracion celular pueden ser utilizados para la sintesis de ATP en
la fosforilacion oxidativa. El potencial energético de estos electrones es utilizado para
transferir grupos fosforilos al ADP para formar ATP.

Durante la glicélisis se generan 2 moléculas de NADH como podemos ver en la

siguiente reaccion:

Glucosa + 2NAD" > 2 Piruvato + 2 NADH + 2H"

El piruvato es convertido luego en acetaldehido por accion de la piruvato
descarboxilasa, y el acetaldehido generado es convertido en etanol por la alcohol
deshidrogenasa y el resultado de esta reaccién esta dado por:

CH3CHO + NADH + H®™ - CH3CH.OH + NAD"
Acetaldehido Etanol
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Esta reaccion esta fuertemente desplazada hacia la produccién de etanol, y se
favorece aun més en condiciones alcalinas, ya que el anién de la base sustrae los
dos protones; es decir, el proton libre y el del NADH, dando como resultado la
formacion de agua y el NAD®. Ademas de esta reaccion, el acetaldehido puede
formar acetato por accién de la aldehido deshidrogenasa, como se muestra en la
siguiente reaccion:

CHsCHO + NAD" + H,O = CH3;COO + NADH + 2H*
Acetaldehido Acetato

Por otra parte, en aerobiosis S. cerevisiae puede utilizar el etanol como sustrato y
generar NADH de acuerdo con la segunda reaccién. En particular la tltima reaccién
se lleva a cabo principalmente en condiciones aerdbicas.

En condiciones aerdbicas el NADH generado durante la glucdlisis, en el paso en
donde el gliceraldehido-3-fosfato (G3P) es convertido a 1,3-bisfosfoglicerato (BFG),
es introducido a la mitocondria por una NADH-deshidrogenasa, dando lugar a una
competencia entre la glucdlisis y la respiracion celular por el NADH. En condiciones
anaerobicas, no puede funcionar el complejo NADH-deshidrogenasa y sélo se
genera, principalmente etanol, y algo de acetato como productos finales. Queriendo
detectar posibles diferencias en las levaduras incubadas a los distintos valores del
pH, decidimos observar en células intactas los cambios de esta coenzima, gracias a
que es posible seguir su fluorescencia, como un indice mas de posibles alteraciones
metabdlicas de las células.

En la Fig. 16A, mostramos los resultados de la fluorescencia del NADH en células
sin ayunar y utilizando como sustrato la glucosa. Al afiadirla se produce un pequefio
aumento de la fluorescencia, por la deshidrogenacion del gliceraldhido-3-fosfato, que
produce 1,3-bisfosfoglicerato (BFG), que rapidamente disminuye, al iniciarse la
produccién de etanol, en la que se le utiliza. Pero al acabarse el oxigeno, se observa
otro aumento, debido a que ya no existe esa competencia entre la glucdlisis y la
respiracion, durante la cual, parte del NADH generado se va hacia la produccion de
agua en la cadena respiratoria. De hecho, al afadir peréxido de hidrégeno, una forma
eficiente de generar oxigeno en el medio, los niveles de NADH disminuyen porque se
activa la respiracion; finalmente, agregando cianuro de sodio, un inhibidor de la
cadena respiratoria (inhibe la citocromo c oxidasa, complejo 1V), vuelven a aumentar

los niveles de NADH, y se aprecia un pequefio incremento a pH alto, ya que en estas
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condiciones la levadura necesita un gasto energético mayor para poder contrarrestar
las adversidades del medio en el que se encuentra.

Con etanol como sustrato (Fig. 16B), el aumento de NADH es inmediato ya que
se convierte rapidamente en acetaldehido, pero al igual que con la glucosa, (Fig.
16A), existe una competencia entre la respiracion y la glucdlisis, y al momento de que
el oxigeno se agota, los niveles de NADH aumentan. Al afiadir peréxido de hidrégeno
los niveles de NADH disminuyen al reinstalarse la respiracion celular, y nuevamente
al adicionar cianuro de sodio se recuperan los niveles de NADH al inhibirse la

citocromo ¢ oxidasa. Esta ultima la sefial es un poco mayor a pH 6.
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Fig. 16. Fluorescencia relativa de NADH (excitacion a 340 nm y emision a 460 nm) en células sin
ayunar de S. cerevisiae en presencia de glucosa (A) y etanol (B) como sustrato. Incubaciones en
amortiguador (Homopipes-TEA, pH 4, MES-TEA pH 6, bicina-TEA pH 8 6 9, 10 mM), 50 uL de la
suspensioén celular al 50% (25 mg), glucosa 20 mM o etanol 3 mM en un volumen final de 2 mL.
Trazos representativos de 3 repeticiones.

En la Fig. 17A puede verse que en ceélulas ayunadas, los cambios son méas
evidentes, pues la célula no tiene materiales de reserva. En especial los cambios
iniciales son mas evidentes porque al ayunar las células disminuye su capacidad
respiratoria, y la competencia entre la via glucolitica y la respiracion es menor, a
favor de la primera. Al agregar la glucosa, rdpidamente es metabolizada por la
levadura y los niveles de NADH aumentan, pero inmediatamente disminuyen, en

cuanto se inicia la formacion de etanol.
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A pH 4 la levadura ayunada no alcanza a consumir el oxigeno contenido en la
celda, porque su respiracion es menor, pero de todas formas, al agregar cianuro se
observa el aumento del NADH. A pH 6 y pH 8 se observa un pequefio brinco en la
sefal, lo que nos indica que si se acaba el oxigeno, aunque menos notorio que en
las células sin ayunar. Al agregar peroxido de hidrégeno los niveles de NADH
disminuyen drasticamente por la competencia entre la respiracion y la glucélisis, y al
afnadir cianuro de sodio vuelven a aumentar los niveles, siendo mayores a pH 9 en
donde el metabolismo exige un mayor gasto de energia. Es posible también que en
estos trazos influya que a valores méas altos del pH del medio, hay un aumento del
pH interno lo que favorece la reduccion del NAD", al eliminar el H* de la forma

reducida, que es el NADH + H".
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Fig. 17. Fluorescencia relativa del NADH (Excitacion a 340 nm y emision a 460 nm) en células
ayunadas de S. cerevisiae en presencia de glucosa (A) y etanol (B) como sustrato. Incubaciones en
amortiguador (Homopipes-TEA, pH 4, MES-TEA pH 6, Bicina-TEA pH 8 ¢ 9, 10 mM), 50 uL de la
suspensioén celular al 50% (25 mg), glucosa 20 mM o etanol 3 mM en un volumen final de 2 mL.
Trazos representativos de 3 repeticiones.

Utilizando etanol como sustrato (Fig. 17B) podemos ver que el primer aumento es
un poco mas pequefo que cuando utilizamos glucosa, debido a que cuando se utiliza
glucosa, ésta pasa por la via glucolitica, mientras que cuando utilizamos etanol, sélo
nos lleva a la formacion de acetaldehido posteriormente a acetato y finalmente a

acetil-CoA y entrar a | ciclo de los acidos tricarboxilicos para formar el poder reductor.
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Nuevamente podemos observar en la Fig. 17B que a pH 4 y 6 la levadura no se
termina el oxigeno, y soélo si afiadimos cianuro para detener la respiracion se observa
el aumento en los niveles de NADH.

Los niveles a pH 6 y 8 son muy similares al igual que cuando se utiliza glucosa
como sustrato, pero a pH 9 los niveles aumentan un poco més, debido al gasto
energeético.

Estos resultados confirman lo que se concluyé antes, en el sentido de que la
incubacion de S. cerevisiae en ambientes con pH alto no produce alteraciones en el
metabolismo, que puedan explicar la ausencia del crecimiento al pH elevado del

medio.
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CONCLUSIONES

Los datos de crecimiento nos permiten concluir que S. cerevisiae presenta
una mayor dificultad de crecer a pH elevado, como son pH 8 y 9.

El potasio juega un papel crucial en las funciones de la levadura, ya que
conforme a los resultados pudimos observar que tanto la fermentacion como
la respiracion se incrementan al adicionar este cation al medio de incubacion.
Esto podria ser utilizado a nivel industrial para la optimizaciébn de las
fermentaciones etandlicas.

Siendo S. cerevisiae una levadura fermentativa, gran parte de la acidificacion
observada a los valores elevados de pH se debe a la produccién de CO,,
que en solucién acuosa se hidrata a H,COg, ionizdndose finalmente a
bicarbonato y un proton. Por otro lado, a los valores altos del pH, el
bicarbonato permanece fuera de la célula casi en su totalidad.

Tanto el transporte de K* como el bombeo de H" no se vieron afectados
significativamente después de las incubaciones a los distintos pHs externos,
comprobando asi que el pH externo no afecta este parametro tan importante
para las levaduras.

Los niveles de metabolitos determinados (G6P y ATP) disminuyeron al
aumentar los valores del pH en el medio esto debido a que a pH alto el gasto
energético es mayor. Esto se pudo corroborar al determinar los niveles de
NADH donde los datos nos muestran un incremento en los niveles de esta
coenzima al incubar la levadura a los valores de pHs elevados.

Los datos permiten concluir que los valores elevados del pH no parecen
afectar las funciones metabdlicas ni energéticas de las células, afectando
sélo el crecimiento. Nuestra propuesta es que este dafio se provoca, tal vez
a nivel del ciclo celular. Este Gltimo resultado abre una nueva perspectiva

para estudiar este fenomeno.
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PERSPECTIVAS

1. En resumen, observamos que al incubar las levaduras a valores elevados del
pH, se detiene en gran parte el crecimiento. El analisis de los pardmetros estudiados
de los posibles cambios en el metabolismo y las transformaciones de energia de las
células, asi como dos de los principales parametros relativos al transporte, nos
muestran que ninguno de estos sistemas parece afectarse por los valores elevados
del pH. Sin embargo, el crecimiento se detiene. Otros autores han tratado de analizar
este fendbmeno mediante otro enfoque, observando que aumenta la expresion de
algunos genes (Peialva y Arst, 2002). Este enfoque es interesante, pero de los
genes que parecen sobreexpresarse al aumentar el pH del medio ninguno parece
ofrecer solucién a nuestro problema. Ante esta situacion, en nuestro laboratorio, el
Dr. Jorge Ramirez estudio el efecto de la incubacion a dos valores del pH sobre el
ciclo celular. La figura 18 nos muestra el resultado de una citometria de flujo

realizada a dos condiciones de pH, 6 .0y 9.0.
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Fig. 18. Citometria de flujo. Cambios en las poblaciones celulares al incubar las células a pH 6.0
(A) y 9.0 (B), que muestran claramente que el ciclo celular se detiene al pH mas alto. El ADN celular
se tifid con DAPI. En panel C, linea continua corresponde a pH 6 y linea punteada corresponde a pH
9.

Lo que observé el Dr. Ramirez es que, al hacer pasar la suspension celular
(incubada a pH 6 6 9) tefiida con DAPI (colorante que tifie el ADN) por el tubo de flujo
celular, que solo permite el paso de una célula a la vez, a pH 6.0 se detectan
claramente dos poblaciones de células con distintos contenidos de ADN (linea
continua), derivados de su duplicacion y division celular. Por otra parte, a pH 9.0, en
el que se detiene el crecimiento, sélo observa que predomina una poblacién de
células (linea punteada), demostrando que en efecto, el ciclo celular se detiene. Lo
qgue nos indica que a pH 9.0 las células se arrestan (generalmente en la fase G1 del
ciclo celular), es decir, las células duplican su ADN, pero no se dividen (Fig. 18C).

Estos resultados abren una nueva perspectiva para el estudio del fendmeno que
nos ocupa; el mecanismo por el cual se detiene el ciclo celular ante los valores
elevados del pH de medio.

2. Determinacion del pH interno a los diferentes pHs de incubacion.
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