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Resumen

El aprovechamiento de los azucares en los residuos lignoceluldsicos, tales como xilosa,
ha aumentado en los Ultimos afios debido a que existen productos secundarios de alto
interés biotecnologico. Uno de éstos, el xilitol, es un polialcohol utilizado en industria
farmacéutica, dental y alimenticia. Se obtiene industrialmente por hidrogenacion catalitica
de xilosa con niquel a altas temperaturas y presiones, lo cual lo convierte en un proceso
costoso. La produccion microbiana de xilitol y etanol est4d siendo promovida como
alternativa para satisfacer la demanda economica de dichos alcoholes. La levadura
modelo Saccharomyces cerevisiae es incapaz de transportar xilosa hacia el interior de la
célula y metabolizarla. Otros géneros de levaduras presentan ciertas limitaciones al
metabolizar xilosa, tales como: desequilibrio redox, baja expresion de las enzimas

necesarias para la ruta o sistemas ineficientes de transporte del azucar.

El objetivo de este trabajo fue comparar en diferentes géneros de levadura: Candida
guilliermondii NRRL Y-2075 USDA, S. cerevisiae ITM-2014, Debaryomyces hansenii
ATTC Y-7426, Kluyveromyces marxianus, Zygosaccharomyces baili y Clavispora
lusitaniae, la utilizacion de xilosa como fuente de carbono, su posterior transformaciéon a
xilitol o etanol y el transporte del azucar a diferentes valores de pH (4 y 6) para elucidar si
es llevado a cabo por un simportador protdn/xilosa o por un sistema de difusion facilitada.
Se analizé también el cambio de pH posterior a la adicion de glucosa o xilosa, la
reduccion del NAD* o NADP* en presencia de glucosa o xilosa, asi como los efectos de la

xilosa y dos inhibidores de cadena respiratoria en el consumo de oxigeno.

La xilosa fue consumida y metabolizada por todas las levaduras, aunque no agotada en
48 horas de incubacién. C. guilliermondii y C. lusitaniae mostraron los mejores
rendimientos de xilitol de aproximadamente 0.20 g g* y una productividad de =0.004-
0.005 (g g h'h). Unicamente se observé produccion de etanol en K. marxianus y Z. bailii.
Estas dos levaduras restablecieron el desequilibrio redox caracteristico de la ruta
metabdlica estudiada, asi como un efecto a nivel respiratorio promovido por la xilosa. C.
guilliermondii present6 los valores mas bajos de K, para el transporte de xilosa (1.1 uM,
pH 4; 1.6 uM, pH 6). No obstante, no hubo evidencia, en ninguna levadura, de la
presencia de un simportador debido a que no se reportaron valores menores de K a pH 4

y el medio no fue alcalinizado posterior a la adicion de xilosa.
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Abstract

Exploitation of sugars from lignocellulosic residues, such as xylose, has had an increase in
the last years due to the several by-products of high biotechnological interest. One of
them, xylitol, is a polyol widely used in pharmaceutical, dental and food industries. It is
currently obtained through catalytic hydrogenation of xylose with nickel at high
temperature and pressure, which makes it an expensive process. Microbial production of
xylitol and ethanol is being encouraged as a potential alternative to satisfy such economic
demand. Model yeast Saccharomyces cerevisiae is unable to transport xylose into the cell
and metabolize it. Other yeast genus show certain limitations when metabolizing xylose,
such as: redox imbalance, low expression of the enzymes used in the pathway or

inefficient sugar transport systems.

The aim of this work was to compare in different yeast genus: Candida guilliermondii
NRRL Y-2075 USDA, S. cerevisiae ITM-2014, Debaryomyces hansenii ATTC Y-7426,
Kluyveromyces marxianus, Zygosaccharomyces bailii and Clavispora lusitaniae, usage of
xylose as a carbon source, its subsequent conversion to xylitol or ethanol and the sugar
transport at different pH values (4 and 6) so as to elucidate whether it is carried out by a
proton/sugar symporter or by a facilitated diffusion system. pH changes after the addition
of glucose and xylose, reduction of NAD* or NADP* in presence of glucose or xylose, as
well as the effects of xylose and two respiratory chain inhibitors in oxygen consumption

were analyzed.

Xylose was consumed and metabolized by all yeasts, although not fully depleted within 48
hours of incubation. C. guilliermondii and C. lusitaniae achieved the highest xylitol yields of
approximately 0.20 g g* and a productivity of =0.004-0.005 (g g h). Ethanol production
was only observed in K. marxianus and Z. bailii. These showed an ability to restore the
redox imbalance proper of the studied pathway, as well as an effect at the respiratory level
promoted by xylose. C. guilliermondii presented the lowest K values for xylose transport
(2.2 uM, pH 4; 1.6 uM, pH 6). Nevertheless, there was no evidence, in any genus, of the
existence of a symporter due to the fact that lower K. values at pH 4 were not reported

and incubation media was not alkalized after xylose addition.
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Résumé
L'exploitation des sucres a partir de résidus lignocellulosiques, tel que le xylose, a eu une

augmentation au cours des derniéres années en raison des nombreux sous-produits
d'intérét biotechnologique élevé. L'un d'entre eux, le xylitol, est un polyol largement utilisé
dans les industries pharmaceutiques, dentaires et alimentaires. Il est actuellement obtenu
par hydrogénation catalytique du xylose avec du nickel a haute température et pression,
ce qui en fait un procédé colteux. La production microbienne de xylitol et d'éthanol est
encouragée comme une alternative potentielle pour satisfaire une telle demande
économique. La levure modéle Saccharomyces cerevisiae est incapable de transporter le
xylose dans la cellule et de le métaboliser. D’autres types de levure montrent certaines
limites lorsqu'ils métabolisent le xylose, tels que : le déséquilibre redox, la faible
expression des enzymes utilisées dans la voie métabolique ou des systémes inefficaces
de transport de sucre.

Le but de cet étude est de comparer, dans différents genres de levure (Candida
guilliermondii NRRL Y-2075 USDA, S. cerevisiae ITM-2014, Debaryomyces hansenii
ATTC Y-7426, Kluyveromyces marxianus, Zygosaccharomyces bailli et Clavispora
lusitaniae), l'utilisation du xylose en tant que source de carbone, sa conversion ultérieure
en xylitol ou en éthanol et le transport de sucre a différentes valeurs de pH (4 et 6), afin
d'élucider si celui-ci est réalisé par un symporteur de protons/sucre ou par un systéme de
diffusion facilité. Les changements de pH aprés l'addition de glucose et xylose, la
réduction de NAD* ou NADP* en présence de glucose ou xylose, ainsi que les effets du
xylose et de deux inhibiteurs de la chaine respiratoire dans la consommation d'oxygéne
ont été analysés.

Le xylose a été consommé et métabolisé par toutes les levures, bien que pas
completement épuisé dans les 48 heures suivant l'incubation. C. guilliermondii et C.
lusitaniae ont obtenu les rendements de xylitol les plus élevés d'environ 0.20 g g* et une
productivité de =0.004-0.005 (g g h?). La production d'éthanol n'a été observée que dans
K. marxianus et Z. bailii. Ces levures ont montré une capacité a restaurer le déséquilibre
redox proprement dit de la voie étudiée, ainsi qu'un effet au niveau respiratoire favorisé
par le xylose. C. guilliermondii a présenté les valeurs de Kn plus bas pour le transport de
la xylose (1.1 uM, pH 4; 1.6 uM, pH 6). Néanmoins, il n'y a eu aucune preuve, dans aucun
genre, de I'existence d'un symporteur en raison du fait que des valeurs basses de Kn a pH
4 n'ont pas été rapportées et que le milieu d'incubation n'a pas été alcalinisé aprés

I'addition de xylose.
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Zussamenfassung

Die Ausnutzung von Zuckern aus lignocellulosischen Rickstéanden, wie z. B. Xylose, hat in
den letzten Jahren aufgrund der zahlreichen Nebenprodukte mit hohem
biotechnologischen Interesse zugenommen. Eines davon, Xylit, ist ein Polyol, das in der
Pharma-, Zahn- und Lebensmittelindustrie weit verbreitet ist. Es wird derzeit durch
katalytische Hydrierung von Xylose mit Nickel bei hoher Temperatur und hohem Druck
erhalten, die ihn zu einem teuren Prozess macht. Die mikrobielle Produktion von Xylit und
Ethanol wird als eine mogliche Alternative zur Erfullung dieser wirtschaftlichen Nachfrage
gefordert. Model Hefe Saccharomyces cerevisiae ist nicht in der Lage, Xylose in die Zelle
zu transportieren und zu metabolisieren. Andere Hefe-Gattungen zeigen gewisse
Einschrankungen beim Metabolisieren von Xylose, wie: Redox-Ungleichgewicht, Geringe
Auspragung der im Weg verwendeten Enzymeoder ineffizienten Zuckertransportsysteme.
Das Ziel dieser Arbeit war es, in verschiedenen Hefe-Gattungen Candida guilliermondii
NRRL Y-2075 USDA, S. cerevisiae ITM-2014, Debaryomyces hansenii ATTC Y-7426,
Kluyveromyces marxianus, Zygosaccharomyces bailli und Clavispora lusitaniae zu
vergleichen:die Verwendung von Xylose als Kohlenstoffquelle, deren weitere Umwandlung
in Xylit oder Ethanol und der Zuckertransport bei verschiedenen pH-Werten (4 und 6), um
zu ermitteln, ob es durch einen Proton/Zucker-Symporter oder durch ein erleichtertes
Diffusionssystem durchgefiihrt wird. pH-Anderungen nach der Zugabe von Glucose und
Xylose, Reduktion von NAD*" o NADP* in Gegenwart von Glucose oder Xylose sowie die
Wirkung von Xylose und zwei Atmungsketteninhibitoren im Sauerstoffverbrauch wurden
analysiert.

Xylose wurde verbraucht und von der ganzen Hefe metabolisiert, obwohl nicht innerhalb von
48 Stunden nach der Inkubation vollstandig erschopft. C. guilliermondii und C. lusitaniae
erreichten die hoheren Xylit-Ausbeuten von etwa 0.20 g g* und eine Produktivitat aus
=0.004-0.005 (g g h?). Die Ethanolproduktion wurde nur in K. marxianus und Z. bailii
beobachtet. Diese Hefen zeigten eine Fahigkeit, das Redox-Ungleichgewicht des
untersuchten Wegs wiederherzustellen, sowie eine Wirkung auf die von Xylose gefdrderte
Atmungsstufe. C. guilliermondii stellte die niedrigsten Km-Werte fir den Xylose-Transport
vor (1.1 uM, pH 4; 1.6 uM, pH 6). Trotzdem gab es in keiner Gattung keinen Beweis fur die
Existenz eines Sympers, da die niedrigeren Kn-Werte bei pH 4 nicht Reporter waren und

das Inkubationsmedium nach Xylose-Addition nicht alkalisiert wurde.
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1 Introduccion

1.1 Xilosa

D-xilanopiranosa, mejor conocida como xilosa, es un azucar de cinco carbonos o pentosa
(Fig. 1). Después de la glucosa es el azicar mas abundante en las plantas (Jackson and
Nicolson 2002). De toda la biomasa lignocelulésica, entre el 10% y 40% es hemicelulosa,
y el componente principal la xilosa (Skoog & Hahn-Hagerdal, 1990). Se obtiene de

maderas duras y materiales herbaceos (Girio et al., 2012).

D-xylose C;H,,0; D-glucose C;H,,0;
6CH,OH

Figura 1. Estructura de xilosa y glucosa. Comparacion en referencia al nimero de carbonos (Jackson & Nicolson,
2002).

La xilosa también se encuentra en los néctares de algunas plantas debido a la
degradacion del xilano por hongos o bacterias (Jackson & Nicolson 2002).

1.1.1 La xilosa en la produccion de bioetanol

Debido a la importancia de las alternativas “bio” para sustituir los combustibles, la
obtencién de etanol a partir de biomasa lignoceluldsica ha sido intensamente estudiada en
los ultimos afios. Para maximizar la conversién de azlcares derivados de la biomasa, es
importante fermentar no s6lo aquellos de seis carbonos, sino también los de cinco
carbonos (Chianget al., 1981). Algunas pentosas pueden ser convertidas a etanol por
bacterias, levaduras y hongos (Skoog & Hahn-Hagerdal, 1988). En cuanto a las
levaduras, una estrategia esta basada en cepas genéticamente modificadas
(principalmente Saccharomyces cerevisiae) para convertir tanto hexosas como pentosas
en etanol. Otra estrategia es el uso de levaduras fermentadoras de pentosas tales como

aquellas de los géneros Pichia o Candida (Bideaux et al., 2016).
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1.2 Xilitol

El xilitol es un poliol de cinco carbonos (CsH1.0s) derivado de la xilosa (Fig. 2). Se
encuentra en las frutas y o vegetales (Parajo et al., 1998). El principal interés en la
obtencion del xilitol se centra en sus propiedades y usos como endulzante. Debido a que
es metabolizado por rutas independientes de insulina, puede ser utilizado por los
diabéticos (Winkelhausen & Kuzmanova, 1998).

CH/OH CHO

R s e H =———p—— OH
e L HO —————H

b — 1} A
CHOH CH;OH
AKylitol Xylose

Figura 2. Estructura de xilitol y xilosa. ("Sugars and sugar substitutes", 2017).

A pesar de la amplia variedad de aplicaciones, el uso del xilitol como endulzante es
limitado. El costo de produccion es aproximadamente diez veces mas alto que el de la
sacarosa o sorbitol. Esto ha propiciado la blisqueda de mejores tecnologias capaces de

disminuir los costos de produccion (Parajo et al. 1998).

Actualmente se estima una demanda de xilitol en el mercado global de mas de 125,000
ton por afio, con un valor de 4.50-5.50 délares por kilo, comprado por farmacéuticas y
compainiias alimenticias y $20 délares por kilo en los supermercados (Albuquerque et al.,
2014).

1.2.1 Produccién quimica

La produccion industrial de xilitol comenz6 en 1975. Se lleva a cabo en reactores a altas
presiones (31-40 atm) y altas temperaturas (100-130 °C), durante 3 a 5 h dependiendo de

las condiciones empleadas. El proceso se divide en cinco pasos:

Paso 1: Hidrdlisis acida (acido sulfarico) del material rico en xilanos.

Paso 2: Purificacion del hidrolizado hasta obtener una solucién pura de xilosa.
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Paso 3: Hidrogenacion catalitica de la xilosa pura a xilitol con una aleacién de Ni-
Al como catalizador.

Paso 4: Purificacion del xilitol obtenido.

Paso 5: Cristalizacion del xilitol.

Las condiciones empleadas para el proceso requieren equipos especializados y costosos,
junto con la gran cantidad de pasos de purificacion necesarios hacen que el costo de la
obtencion de xilitol aumente de manera considerable (Franceschin et al., 2011; Kelloway
& Daoutidis, 2014; Koutinas et al., 2014; Nigam & Singh, 1995).

1.2.2 Producciodn bioldgica

Los microorganismos asimilan y fermentan glucosa mas facilmente que xilosa; sin
embargo, existen bacterias, levaduras y hongos capaces de asimilar y fermentar xilosa en
xilitol, etanol y otros compuestos (Winkelhausen & Kuzmanova 1998). En los primeros
trabajos realizados sobre la fermentacion de la xilosa, se clasificaba al xilitol como un
subproducto indeseado y su produccién era un parametro no reportado (Skoog & Hahn-
Hagerdal, 1988).

1.2.2.1 Bacterias

En las bacterias, se transforma la xilosa a xilulosa en un solo paso por la enzima xilosa-
isomerasa, seguido de su fosforilacion a xilulosa-5-fosfato por la xilulocinasa. Este
intermediario puede entrar a ruta de las pentosas fosfato (Pentose Phosphate Pathway,
PPP) o ser transformado a gliceraldehido-3-fosfato y acetil-fosfato por la xilulosa-5-
fosfato fosfocetolasa (Pal et al., 2016). Debido a que algunas bacterias tales como cepas
de Corynebacterium y Enterobacter producen xilitol, se cree que poseen un sistema
enzimatico oOxido-reductivo (ademas de, o reemplazando a la xilosa-isomerasa)
permitiendo la reduccion de xilosa en xilitol, con una posterior oxidacion a xilulosa (Parajé
et al., 1998).
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1.2.2.2 Hongos

Mediante una conversién éxido-reductiva, los hongos metabolizan xilosa a xilulosa (Parajo
et al. 1998). Sin embargo, hay pocos reportes sobre la produccién de xilitol por los
hongos, y su rendimiento depende principalmente de la cepa utilizada y las condiciones
de cultivo (Pal et al. 2016). Hongos filamentos tales como Byssochlamys, Penicillium,
Aspergillus, Gliocladium, Myrothecium, Rhizopus, Neurospora sp., estan reportados como
productores de xilitol aunque en cantidades pequefias (<1 g L) (Chiang & Knight, 1960).

1.2.2.3 Levaduras

Entre los microorganismos, las levaduras se consideran los mejores productores de xilitol,
por lo cual la mayoria de los trabajos son llevados a cabo con ellas. Entre los géneros
estudiados, aquellas pertenecientes a Candida sp., logran los mejores rendimientos (4.6-
17 g L) (Winkelhausen and Kuzmanova 1998).

Xylose Glucose
Sugar uptake
r M
Xylose Glucose
NADPH ——||—— NADH NADPH NADP* '

v
NADP* «—{ | NAD* ‘)_L\ Glucose 6P
NAD* Xylitol

NADH co, 6 Phosphogluconate
Xylulose NADRH NADP*’_’ —-mTIEEE Fructose 6P
Ribulose 5P T e !
ol ‘p/' F!'b\‘ /" 7 Fructose 1,6-diphosphate
ylulose 5 ibose 5P - i’
5p T 7{:; r__r_,/\\_ﬁ___\
4 Dihyd tone P
Sedoheptulose 7P / 7 - Glycer&:ldehyde 3 i i S:‘:H
4 4 !
] ! ’l NAD* p NAD*
Erythrose 4P " Fructose 6P ! NADH Glycerol 3P
f/ ,’
Fructose 6P - Glyceraldehyde 3P - --~ Pyruvate Glycerol
COp +CQO,
NADT o TCA cycl Acetyl CoA Acetaldehyde Ethanol
cycle «— Acetyl Co y ﬁb ano
NADT b NAD
Respiratory chain ~ NAPH NAD Acstate  TWADH

Figura 3. Ruta metabdlica propuesta para la xilosa y glucosa en levaduras. (Hahn-Hagerdal et al., 1994).

Barnett et al., en 1979, sugieren que aunque una gran cantidad de levaduras son capaces
de metabolizar D-xilosa aerdbicamente, ninguna es capaz de hacerlo en anaerobiosis

(Efecto Kluyver).

20



En la mayoria de los géneros, el xilitol se acumula entre los primeros dos pasos de la
conversion de xilosa a xilulosa (Fig. 3). El primer paso involucra la reduccion de xilosa a
xilitol por la xilosa reductasa [XR] (aldosa reductasa EC 1.1.1.21) dependiente de NADH o
NADPH, mientras que en el segundo paso, el xilitol es oxidado a xilulosa por la xilitol
deshidrogenasa [XDH] (EC 1.1.1.9) dependiente de NAD* o NADP*(Pal et al. 2013),
ambas inducidas por xilosa (Sene et al., 2000). Bajo condiciones limitadas de oxigeno, la
fosforilacion oxidativa no puede re-oxidar todo el NADH generado, por lo que la
concentracion intracelular de NADH aumenta y lleva a la acumulacién de xilitol
(Albuquerque et al. 2014). En la mayoria de las levaduras no se ha descrito una actividad
de transhidrogenasa (NADH+NADP* < NAD* + NADPH); por lo tanto, el desequilibrio
causado en la regeneracion de los cofactores no puede resolverse por esta ruta
(Bruinenberg et al., 1985). No obstante, en P. stiptis, C. shehatae y Pachysolen
tannophilus existe actividad de XR con una especificidad dual de cofactor, lo que impide el
desequilibrio redox generado y permite la produccidon anaerdbica de etanol sin la
formacion de xilitol (Alexander et al.,1988; Bruinenberg et al., 1983; Hahn-Hagerdal et al.,
1994; Skoog & Hahn-Hagerdal, 1990).

Ademas del oxigeno, existen otros factores que controlan la produccion de xilitol tales

como:

- Concentracion de xilosa: para producir altas cantidades de xilitol se utilizan
grandes concentraciones de xilosa en el medio. Se han reportado
concentraciones Optimas entre 200 y 300 g/L en cepas de C. guilliermondii
(Nolleau et al., 1993; Mohamad et al., 2015).

- Otras fuentes de carbono: la fermentacion de hidrolizados lignoceluldsicos
produce varios azucares, entre ellos xilosa, glucosa, manosa, galactosa y
arabinosa. Algunos de estos pueden tener un efecto tanto negativo como
positivo sobre la induccion de XR o XDH (Winkelhausen & Kusmanova 1998;
Tamburini et al., 2010). El efecto mas notable es la inhibicién del consumo de
xilosa por la glucosa (Walther et al., 2001, Mohamad et al., 2015).

- Fuente de nitrégeno: se han investigado varias fuentes de nitrégeno para
optimizar el crecimiento de microorganismos y la produccion de metabolitos de
interés, entre estos se encuentran los orgéanicos (peptona, extracto de levadura
y casaminoacidos) y los inorganicos (sulfato y fosfato de amonio, nitrato de
sodio y urea) (Wang et al.1971; Miura et al., 2013; Bura et al.,, 2012,
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Albuquerque et al., 2014). Varios autores han obtenido mejores rendimientos
de xilitol y consumo de xilosa suplementando el medio de cultivo con urea o
sulfato de amonio (Rodrigues et al., 2011; Ko et al., 2008; Hongzhi et al., 2011,
Zhang et al., 2012).

- Temperatura: se ha encontrado que los valores desde 30°C hasta 37°C son
optimos para la produccién de xilitol, dependiendo de cada cepa y condiciones
del proceso (Misra et al., 2013; Ping et al., 2013; Albuquerque et al., 2014).

- pH: los valores apropiados para el crecimiento celular y obtencién de xilitol se
encuentran entre 4 y 6 (Albuquerque et al., 2014; Ghindea et al., 2010; Srivani
& Pydi Setty, 2012)

Pal et al., 2016 realizaron una revision sobre la produccion de xilitol mencionando a
levaduras de tipo silvestre de los géneros Candida, Pichia, Debaryomyces y Hansenula
como las mas estudiadas. Los autores reportan la cantidad de xilosa utilizada, xilitol
obtenido, productividad volumétrica y tiempo de fermentacion (Fig. 4). Asi mismo
mencionan algunas de las estrategias moleculares utilizadas para incrementar su
produccion tales como: expresion de genes heterélogos involucrados en la produccion de
xilitol (XR y XDH), interrupcion del gen XDH o inhibicién de la actividad de la proteina,
modificar la especificidad de la coenzima de XR, incrementar el transporte de xilosa
expresando transportadores heterélogos, y finalmente, aumentar la disponibilidad de

cofactor al sobreexpresar o deletar genes relevantes.

Microorganism Xylose (g/L) (mentioned otherwise)  Xylitol (g/L)  Xylitol vol. productivity (g/L/h)  Fermentation Hours (h)
Candida guilliermondi FTI-20037 104 712 099 78
Candida tropicalis 150 131 291 45
Candida boidinii NRRLY-17213 150 5l 0.16 336
Candida sp.559-9 200 173 144 120
Pichia sp. 40 25 05 50
Debaryomyces hansenii UFV-170 10 5.84 0.4 2
Hansenula polymorpha 125 58 060 96

Figura 4. Levaduras principalmente estudiadas en la produccién de xilitol. (Pal et al., 2016).
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1.3 Transporte de azucar en microorganismos

La membrana citoplasmatica (bicapa lipidica) que forma la barrera entre el citoplasma y el
ambiente de todas la células, es esencialmente impermeable a la mayoria de la
sustancias hidrofilicas (azlcares, &cidos organicos, aminodcidos y algunos iones) las
cuales son nutrientes importantes y metabolitos de las células. El transporte de estas
sustancias a través de las membranas es catalizado por proteinas asociadas a la
membrana. Debido a que la concentracion de los nutrientes en el exterior de la célula
puede ser menor que la concentracién intracelular, se requieren mecanismos
energéticamente acoplados al transporte para que los nutrientes puedan ser capturados
del ambiente y transportados al interior de la célula (Romano 1986). Los azlcares entran
a la célula por un mecanismo llamado difusion facilitada, en el cual las proteinas de la
membrana disminuyen la energia de activacion al proveer un camino alternativo a través
de la bicapa lipidica. A este tipo de proteinas se les conoce como transportadores o
permeasas (Nelson & Cox, 2008). Muestran una cinética de saturacion y estan sujetas a
inhibicibn competitiva por analogos estructurales del sustrato (Romano 1986). Si la
proteina transporta sélo un soluto se conoce como sistema uniporte, si se transportan dos
solutos se denomina sistema cotransporte. Cuando el transporte de ambos solutos se da
en direcciones opuestas se hace referencia a un antiportador, mientras que si se
transportan dos solutos simultaneamente en la misma direccion se trata de un
simportador (Nelson & Cox, 2008).

Sugar

o 2 & =]

Symport Uniport Antiport

Figura 5. Mecanismos de transporte en eucariontes (Chen et al., 2015).
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Los procesos de transporte estan fuertemente acoplados al metabolismo intracelular, por
lo que se encuentran sometidos a regulacion por procesos metabolicos. De esta manera
la maquinaria transportadora es, en la mayoria de los casos, el primer sitio de regulacién

metabdlica (Romano 1986).

Los sistemas de transporte de un determinado azucar dependen de la cepa, las
condiciones de crecimiento, condiciones de experimentacion y la naturaleza del
carbohidrato. Bajo ciertas condiciones, es comun encontrar dos procesos de transporte

para el mismo azlcar operando en paralelo (Spencer-Martins 1994).

Los procesos de transporte de azlcares pueden ser descritos con analogia a una
reaccion enzimatica en la cual el sustrato es el azUcar afuera de la célula, el producto es
el azdcar adentro de la célula y la enzima es el transportador. Cuando la velocidad inicial
de consumo del azicar es medida como una funcién de la concentracién externa del
azucar, la gréfica que resulta es hiperbdlica. A mayores concentraciones externas del
azucar la velocidad del consumo se aproxima al valor de Vmax. La ecuacion de velocidad
para el transporte de azucares puede ser derivada exactamente como aquella para las
reacciones catalizadas por enzimas, lo cual da como resultado una expresion analoga a la

ecuacion de Michaelis-Menten (Eqn. 1).

— Vinax[Slout (1)

0 Ki+[Slout
Donde:

V, es la velocidad inicial de acumulacién del azucar dentro de la célula cuando su
concentracion en el medio es [Slou, ¥ Kt (Kwanspore) €S una constante analoga a la
constante de Michaelis (Kn), una combinaciéon de constantes de velocidad que es

caracteristica de cada sistema de transporte.

Al igual que en las reacciones catalizadas por enzimas, la forma de pendientes
1

interceptadas de la ecuacion describe una gréfica de lineal de Vi contra S de donde se

o out

pueden obtener los valores de K; ¥y Vmax. Cuando [S]ou=K;, la velocidad de consumo o

transporte es %Vméx; el proceso de transporte esta semi-saturado (Nelson & Cox, 2008).
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1.3.1 Transporte de xilosa

Se ha reportado un patrén comun en C. shehatae (Lucas and van Uden 1986),
Rhodotorula glutinis (Hofer and Misra 1978), D. hansenii (Nobre et al. 1999), K. marxianus
(Stambuk et al., 2003) y C. intermedia (Gardonyi et al., 2003; Leandro et al., 2006). Bajo
represion por glucosa, las células presentan un transportador de baja afinidad
xilosa/glucosa por difusion facilitada (Km> 100 mM) donde los genes involucrados son
SUT1 (sugar transporter 1) en P. stiptis o GXF1 (glucose/xylose facilitator 1) en C.
intermedia. Células cultivadas en xilosa y/o sin glucosa presentan un simportador
azlucar/proton de alta afinidad. Entre los genes estudiados se encuentran GXS1
(glucose/xylose symporter 1) en C. intermedia PYCC 4715, XYLH en D. hansenii
CBS767(Jeffries & Jin 2004; Ghindea et al. 2010).

En teoria, estos dos tipos de transporte son llevados a cabo por distintas proteinas (Lucas
and van Uden 1986, 1988) aunque aun existen dudas al respecto (Ferreira et al. 2013).
En algunas levaduras se ha reportado la interconversion entre ambos tipos de transporte
sin la necesidad de sintesis de novo (Spencer-Martins & van Uden 1985).

Para el caso de S. cerevisiae, la difusion facilitada de la xilosa se da por ayuda de las
proteinas transportadoras codificadas por los genes HXT (hexose transporter). No
obstante, el transporte es menos eficiente que el de glucosa, debido a que las proteinas
codificadas por los genes XHT2, XHT6 y XHT7 manifiestan mayor afinidad por glucosa
(Ghindea et al. 2010).

1.4 Levaduras

1.4.1 Candida guilliermondii

Esta levadura ascomiceta esta altamente distribuida en el ambiente que forma parte de la
piel humana y la microflora de la mucosa, y se considera patégena (Papon et al., 2013).
Su especie teleomorfica es Pichia guilliermondi o Meyerozyma guilliermondii (Kurtzman

and Suzuki 2010). Forma filamentos y pseudohifas dispersas (San Millan et al., 1997).

Esta levadura puede crecer en sustratos respiratorios, tales como etanol, glicerol,

succinato o citrato. Es tipicamente representativa de levaduras aerdbicas y no puede
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crecer bajo condiciones estrictamente anaerObicas. La temperatura promedio de
crecimiento es de 30°C, siendo su limite 42°C (Papon et al., 2013). Las principales
fuentes de carbono en las crece son D-xilosa, ribosa, ramnosa, melobiosa, lactosa,
sorbosa y esculina (Savini et al. 2011). Es considerada una de las productoras mas
eficientes de xilitol (Canettieriet al., 2001) ya que es capaz de utilizar hidrolizados
hemiceluldsicos, obtenidos por hidrélisis 4cida, como fuente de energia (Rodrigues et al.
2006). Representa también un organismo modelo para la sobreproduccién de riboflavina
(Abbas & Sibirny, 2011; Papon et al., 2013; Tanneret al., 1945).

1.4.2 Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisiae se ha colocado en el primer plano de la biologia molecular y celular de
organismos eucariontes por mas de 100 afios. Desde los afios 70°s se establecieron sus
bases genéticas, bioquimicas y biologia celular. Su importancia como organismo modelo
fue incrementada al convertirse en el primer eucarionte en tener su genoma secuenciado
en 1996 (Curran & Bugeja, 2014). Sus aplicaciones industriales més recientes, tales como
la produccién de bioetanol, enfrentan a S. cerevisiae con nuevos y muy especificos retos
que difieren de aquellos presentes en muchas fermentaciones, esto incluye diferentes
tipos de estrés ambiental y tolerancia a compuestos inhibitorios citotoxicos (Palmgvist &
Hanh-Hagerdal, 2000; Almeida et al., 2007; Basso et al., 2011; Taylor et al., 2012).
Desafortunadamente, el metabolismo de xilosa representa un reto Unico para esta
levadura (Hector et al. 2011) debido a que carece de transportadores y enzimas que

metabolizan y fermentan este azlcar (Hahn-Héagerdal et al., 2007).

La reduccion de xilosa a xilitol en S. cerevisiae se ha logrado al transformar esta levadura
con un plasmido que contiene el gen xyll codificante para la enzima XR de P.stiptis
(Walfridsson et al., 1995).

Décadas de investigacion se han enfocado en mejorar las rutas catabdlicas en S.
cerevisiae recombinantes, pero muy pocos trabajos se han enfocado en el primer paso
comprometido del proceso, el transporte de la xilosa, una importante limitacion en la

conversion eficiente de azucares lignocelulésicos (Young et al., 2014).
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1.4.3 Debaryomyces hansenii

D. hansenii puede definirse como una levadura hemiascomiceta (Prista et al., 2016).
Segun la taxonomia actual se distinguen dos variedades: D. hansenii var. fabryi y D.
hansenii var. hansenii, con propiedades diferentes. Su anamorfo es Candida famata
(Breuer and Harms 2006).

Encontrada en diversos habitats, se caracteriza por una alta tolerancia al estrés salino
(Gonzélez-Hernandez et al., 2006). Es capaz de metabolizar acido lactico y citrico, y se
considera no patogena. La mayoria de las cepas son haploides (Lépingle et al. 2000). Es

capaz de llevar a cabo respiraciéon y fermentacién (Norkrans 1968).

Es una de las levaduras con mejor produccion de xilitol a partir de D-xilosa e hidrolizados
de madera (hasta 106.7 g L) (Dominguez, 1998; Paraj6 et al., 1998; Sampaio et al.,
2005; Tavares et al., 2000). Aunqgue la aireacidn durante la fermentacion, parece jugar un
papel importante en esta conversién (Roseiro et al., 1991; Sampaio et al., 2004) también
ha mostrado habilidad para consumir simultdneamente ambos azlcares de una mezcla de

glucosa/arabinosa y xilosa/arabinosa (Girio et al., 2000; Tavares et al., 2000).

1.4.4 Kluyveromyces marxianus

K. marxianus es una levadura haploide, homotalica, termotolerante y hemiascomiceta,
relacionada filogenéticamente con S. cerevisiae. Se la suele encontrar en productos

lacteos. Candida kefyr es su anamorfo (Llorente et al., 2000; Lachance, 1998).

Se han aislado cepas pertenecientes a este género de una gran variedad de habitats, lo
que resulta en una alta diversidad metabdlica. Como consecuencia, se han investigado
varias aplicaciones biotecnoldgicas para esta levadura, tales como: produccion de
enzimas (B-galactosidasa, P-glucosidasa, inulasa y poligalacturonasas, entre otras.),
proteinas unicelulares, compuestos aromaticos, etanol, reduccion del contenido de lactosa
en alimentos, biorremediacion, agente anticolesterolémico y huésped para produccién de

proteinas (Fonseca et al., 2008).

Se clasifica como fermentativa-facultativa y Crabtree-negativa (van Dijken et al., 1993).

Posee habilidad natural para secretar enzimas, principalmente aquellas que hidrolizan
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pectinas (Hensinget al., 1994). Sin embargo, su actividad fermentativa a partir de xilosa es
extremadamente baja comparada con la de glucosa (2.5 g L* etanol en 72 hy 43 g L*
xilitol en 48 h) (Lertwattanasakul et al., 2015; Rodrussamee et al., 2011).

Algunas cepas de K. marxianus producen etanol arriba de los 40°C, teniendo un
crecimiento maximo a 47°C, lo que reduce costos en su obtencién industrial (Fonseca et
al. 2008). En cuanto a la produccién de xilitol, se han usado temperaturas hasta de 50°C,
lo cual es otra ventaja al evitar que algin otro microorganismo crezca (Albuquerque et al.,
2014; Nonklang et al., 2008).

1.4.5 Zygosaccharomyces bailii

Levadura hemiascomiceta (James & Stratford, 2011), diploide (Mollapour & Piper, 2001,
Rodrigues et al., 2004). Se considera una de las levaduras mas peligrosas en tecnologia
alimentaria, debido a que sobrevive en ambientes altamente estresantes (Thomas and
Davenport 1985). Es una levadura Crabtree-positiva, descrita como fructofilica (Pina et al.,
2004).

En la industria vinicola, es responsable de importantes pérdidas econdémicas por su
capacidad de re-fermentar los vinos dulces y de crecer y formar sedimentos en vinos
secos, particularmente en los vinos blancos. No es capaz de competir contra S. cerevisiae
por su baja velocidad de crecimiento en las fermentaciones alcohdlicas de uvas; sin
embargo, resiste altas concentraciones de alcohol, bajos pH, acidos débiles tdxicos
(Malfeito-Ferreira et al., 1990) y altas concentraciones de glucosa (de hasta 60% p/v) (Pitt
& Hocking, 2009).

El género Zygosaccharomyces es conocido por tener una ruta de pentosas fosfato mas
desarrollada en comparaciébn con Saccharomyces (Brown, 1990). Sin embargo, la
conversion de xilulosa a etanol en cepas de Z. bailii bajo condiciones anaerdbicas da
como resultado rendimientos de 0.15 C-mmol de etanol / C-mmol de xilulosa (87 C-mmol
L), mientras que el rendimiento de xilitol es de hasta 0.57 C-mmol / C-mmol produciendo
336 C-mmol L (Eliasson et al. 2000).
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1.4.6 Clavispora lusitaniae

Rodrigues de Miranda en 1979, define al género Clavispora y la especie tipo Clavispora
lusitaniae por la formacion de ascosporas claviformes desconocidas hasta entonces en
levaduras. Es una especie heterotalica con estado haploide. El cultivo tiene apariencia
brillante, color crema, suave Yy liso y forma un pseudo-micelio. Se diferencia del género
Kluyveromyces en su independencia de vitaminas y su produccién de coenzima Q8
(Yamada & Kondo, 1972). Especie anamorfa de Candida lusitaniae (Lachance & Phaff,
2011).

Se ha detectado recientemente en varias especies de Agave y durante las fermentaciones
de mostos de esta planta (Lachance 1995; Lappe-Oliveras et al. 2008; Kurtzman and Fell
2011). Es una especie saprofita y fermentativa. Se ha asociado con especimenes clinicos
de pacientes inmunocomprometidos y se reconoce ahora como un organismo infeccioso
oportunista (De Hoog et al., 2000; Pérez-Brito et al., 2015).

En algunas especies se ha encontrado que no producen cantidades significativas (menos
de 0.1 g L) de etanol a partir de D-xilosa. No se ha reportado produccién de xilitol (Nigam
et al., 1985).
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2 Hipotesis

Las levaduras de los (géneros Candida, Debaromyces, Kluyveromyces,
Zygosaccharomyces y Clavispora a diferencia de Saccharomyces sp., presentaran
transporte eficiente de xilosa, asi como mejores rendimientos de produccién de xilitol y/o

etanol.

3 Justificacion

El uso de cultivos agricolas para la produccion de bioetanol compite con la produccion
alimenticia, lo cual crea una demanda de tecnologias que permitan la produccién de
bioetanol de plantas no alimenticias y residuos de biomasa lignocelulésica tales como
pasto, paja y madera (Hou, 2012). Producir etanol a partir de pentosas se ha propuesto
recientemente, pero a pesar de los multiples esfuerzos de varios laboratorios alrededor
del mundo, continda siendo probleméatica (Jeffries & Jin, 2000). Al recurrir a la
fermentacion microbiana para la obtencion de biocombustible es comin encontrarse con
productos secundarios que afectan los rendimientos finales, tales como el xilitol. Este es
un endulzante artificial que debido a sus aplicaciones farmacéuticas y alimenticias ha
llamado la atencion de industrias en afos recientes (Pal et al., 2013). Los principales
obstaculos en la obtencion de etanol y/o xilitol con levaduras son los ineficientes sistemas
transportadores de xilosa, la baja o nula expresion de las enzimas involucradas en dicha
ruta metabdlica, asi como el desequilibrio redox en el interior de las células (Pal et al.,
2016). El andlisis de diferentes géneros de levaduras permite identificar nuevas
posibilidades y opciones de transformacion y aprovechamiento de los residuos

lignocelulésicos que no necesariamente involucren a la levadura modelo.
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4 Objetivos

4.1 Objetivo General

Caracterizar y comparar el transporte y asimilacion de glucosa y xilosa en diferentes
géneros de levadura.

4.2 Objetivos Especificos

e Observar la asimilacion de las diferentes fuentes de carbono para cada levadura.

e Analizar los parametros cinéticos de cada género, tanto en glucosa como xilosa a pH
4y pH 6 tales como:
= Velocidad maxima especifica de crecimiento (umax)
» Produccion de biomasa (Y xs)
= Produccion de etanol (Yess gr)

* Produccién de xilitol (a partir de xilosa) (Yess xi)

e Comparar los valores de Kn Yy Vmax para el transporte de glucosa y xilosa a pH 4y 6

en las diferentes levaduras.

¢ Medir los cambios de pH del medio en presencia de xilosa para elucidar si se trata de

un simportador H*/xilosa en las diferentes especies.
e Observar la aparicion de NADH en presencia de glucosa y xilosa.

e Cuantificar el consumo de oxigeno en presencia de glucosa/xilosa en cada levadura.
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5 Metodologia

5.1 Microorganismos

Se trabaj6 con los siguientes géneros de levaduras:

o Candida guilliermondii NRRL Y-2075 USDA (control positivo)
o Saccharomyces cerevisiae ITM-2014 (control negativo)

o Debaryomyces hansenii ATTC Y-7426

o Kluyveryomyces marxianus

o Zygosaccharomyces bailii

o Clavispora lusitaniae

Se conservaron en agar YPD a 4°C con resiembra cada 4 semanas.

5.2 Medios de cultivo

YPD: 1 % extracto de levadura, 2 % peptona de gelatina, 2 % glucosa, 2 %
agar para medio sélido.

YPX: 1 % extracto de levadura, 2 % peptona de gelatina, 2 % xilosa*, 2 % agar
para medio solido.

SD (G/X): 6.7 g L'* YNB (sin aminoacidos), 5 g L™t (NH4)2SO4, 20 g L fuente de
carbono (glucosa/xilosa ambas filtradas por esterilizacion). 2% agar para medio
sélido.

YPD/YPX pH 4 (Tartarico-HCI 50 mM): se preparé medio YPD/YPX y se
adicionaron 9.7 g de sal de acido tartarico por litro de medio. El pH se ajustd
con HCI 1:10.

YPD/YPX pH 6 (MES-TEA 50 mM): se prepar6 medio YPD/YPX y se
adicionaron 9.762 g de MES por litro de medio. El pH se ajusté con TEA 50%.

Los medios se esterilizaron en autoclave a 121°C por 15 minutos.

*La temperatura de caramelizacion de la xilosa es 95°C. Para evitarla al esterilizar en

autoclave (121°C), se prepard una solucién de xilosa (299%, Sigma-Aldrich®) al 20 % y

se esterilizo por filtracion (Stericup Milipore® 0.22 um) para uso posterior.



5.3 Asimilacién de la fuente de carbono (Serial Drop Test)

Para verificar la asimilacion de las diferentes fuentes de carbono (glucosa y xilosa) se
prepararon cajas con agar YPD/YPX/SD G/ SD X.

En 100 mL de medio YPD/YPX se inocul6 una asada de cada levadura y se dejaron en
agitacion a 250 rpm durante 24 h. A continuacién se centrifugaron y lavaron 2 veces con
agua destilada estéril. Se cuantificé su crecimiento en el espectrofotbmetro a 600 nm y se
preparé 1 mL de una diluciéon a 0.1 abs (10° cel mL™') de cada una. Se colocaron en una
placa con pozos y se realizaron diluciones seriadas (10° 104, 103, 102, 10* cel mL?). Se
sumergio un sello en las diluciones y se coloc6 sobre las cajas con los diferentes medios.

Se dejaron en incubacién a 30°C por 48 h.

5.4 Cinéticas de crecimiento

5.4.1 Curvas de crecimiento y velocidad especifica
maxima de crecimiento

Para el preindculo se coloc6é en 50 mL de medio YPD/YPX una asada de cada levadura

en matraces diferentes. Se dejaron 12-24 horas en agitacién continua (250 rpm) a 30°C.

Con los medios SD G y SD X se utiliz6 el Bioscreen C para cuantificar el aumento en la
absorbancia a 600 nm de cada levadura en los distintos medios. A partir del pre in6culo se
obtuvo un valor de 0.03 para comenzar las cinéticas. Se realizaron las lecturas de

absorbancia cada 2 h durante 36 h.

Debido a los requerimientos de oxigeno de varias especies, las cinéticas de crecimiento
en medios YPD y YPX se realizaron con un fotocolorimetro Klett-Summerson donde se
inoculé en 100 mL de medio para obtener una absorbancia inicial de 0.1 (= 50 unidades
Klett). Se tomaron lecturas cada 2 horas durante 36 horas o hasta alcanzar las 600

unidades Klett (=1.2 unidades de absorbancia).

Las curvas de crecimiento se realizaron con el software GraphPadPrism 6. Con las cuales

se calculé la velocidad especifica de crecimiento en funcién de la absorbancia.
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5.4.2 Cuantificacion de biomasa

Se tomo6 una muestra de 5 mL al inicio y la final de las cinéticas para determinar biomasa
por peso seco, peso humedo, conteo celular y absorbancia, con el fin de determinar los
rendimientos de produccién de etanol y xilitol.

5.4.2.1 Peso seco

Se tomd 1 mL de muestra y se centrifugaron a 13000 rpm durante 1 min. El sobrenadante
se desechd y la biomasa se lavé dos veces con agua destilada estéril. Finalmente se
resuspendid la pastilla con 1 mL de agua destilada. Se colocaron 500 pL de cada muestra
en una charola llevada previamente a peso constante y se dejé en una estufa a 100°C por

24 h. Se realiz6 por duplicado para cada muestra.

5.4.2.2 Peso humedo

Las muestras se centrifugaron a 13,000 rpm durante 1 min. El sobrenadante se desechd y
la biomasa se dejo secar a temperatura ambiente. Se pesaron los tubos conteniendo

Unicamente la pastilla sin resuspender.

5.4.2.3 Conteo celular

Se lavaron las muestras con PBS* con K* dos veces, se resuspendieron en el mismo
buffer en diluciones de 1:20 para el tiempo inicial y de 1:200 para tiempo final. Las células
se sonicaron durante 15 s a 30 V para deshacer los agregados, y se contaron con un
contador de células Scepter 2.0 de Millipore® con un sensor de 40 um. Los resultados se

analizaron y procesaron con el Scepter Software Pro 2.1®.

*PBS 1X pH 7.4. 1 L de solucion:

- NaCl 8¢
- KCI 0.22¢g
- NagHPO4+2H,0 144 g
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- KH,PO,4 0.24 g

5.4.2.4 Absorbancia

Se diluyé la muestra del tiempo inicial 1:2 y del tiempo final 1:100 en medio liquido YPD
para tomar lectura de la absorbancia en el espectrofotometro a 600 nm.

5.4.3 Consumo de sustrato

Las muestras se centrifugaron, se desechd la pastilla de biomasa y se conservé el

sobrenadante en tubos estériles a 4°C para su posterior analisis.

5.4.3.1 Glucosa

Para cuantificar la cantidad de glucosa en el medio se utiliz6 un kit enzimatico de
Megazyme con el cual la glucosa presente en el medio es fosforilada por una hexocinasa
(HK) y ATP a glucosa-6-fostato con la formacion simultanea de ADP (2). En presencia de
la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6P-DH), la G-6-P es oxidada por NADP+ a
gluconato-6-fosfato con la formacion de NADPH (3). La cantidad de NADPH formado es
estequiométricamente igual a la cantidad de D-glucosa. EI NADPH se mide por el

aumento de absorbancia a 340 nm (Bergmeyer et al., 1986).

(HK
D-Glucosa + ATP —2 G-6-P + ADP (2)

G6P-DH
G-6-P + NADP+ (—2 gluconato-6-fosfato + NADPH + H+ (3)

5.4.3.2 Xilosa

Para cuantificar la cantidad de xilosa en el medio se utiliz6 también un kit enzimatico de
Megazyme con el cual se transforma o-D-xilosa a B-D-xilosa con xilosa mutarrotasa
(XMR) (4). La B-D-xilosa es oxidada por NAD* a &cido D-xilénico en presencia de B-xilosa

deshidrogenasa (B-XDH) (5). La cantidad de NADH formado es estequiométrica con la

35



cantidad de D-xilosa. EI NADH se mide por el aumento de absorbancia a 340 nm

(Bergmeyer et al., 1986).
(XMR)
o-D-Xilosa—— B-D-Xilosa (4)

-XDH
B-D-Xilosa + NAD+ (13_2 acido D-xilonico+ NADH + H* (5)

5.4.4 Produccion de etanol y xilitol

La produccién de etanol y xilitol se cuantificé bajo las mismas condiciones de toma de

muestra para el consumo de sustrato.

Para cuantificar el etanol producido se utilizé alcohol deshidrogenasa (ADH) (6) para
oxidar el etanol a acetaldehido logrando la produccién de NADH cuyo incremento se mide

a 340 nm (Bergmeyer et al., 1986).

(ADH)
Etanol+ NAD+ —— acetaldehido+ NADH + H+ (6)

El xilitol se cuantificé utilizando un kit enzimatico de Megazyme con el que se oxida el
xilitol a D-xilulosa en presencia de sorbitol deshidrogenasa (SDH) (7). Posteriormente, en
presencia de diaforasa, el NADH formado reduce el cloruro de iodonitrotetrazolio (INT) a
un compuesto INT-formazan (8). La cantidad de INT-formazan formado es
estequiométrica a la cantidad de xilitol. Se cuantifica por el incremento de absorbancia a
492 nm (Bergmeyer et al., 1986).

SDH
Xilitol + NAD+ (—2 D-xilulosa+ NADH + H* (7)

(diaforasa)

NADH+ INT+ Ht ——— NAD+ + INT-formazan (8)

Se realiz6 un andlisis estadistico one-way ANOVA con p<0.05 en el software GraphPad
Prism 6 para comparar si los valores obtenidos presentaron diferencia significativa entre

ellos.
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5.5 Acumulaciéon y transporte de glucosay xilosa

Para los ensayos de acumulacion y cinéticas de transporte de azlcares se utilizaron como

marcadores *C-glucosa y **C-xilosa.

Cada una de las levaduras se incub6 por 24 h en medio YPD (transporte glucosa) y YPX
(transporte xilosa). Posteriormente, se lavaron las células con agua y se dejaron en ayuno
con agua Yy agitacion por 12 h. Al termino del ayuno se centrifugaron y se resuspendieron
con agua a una concentracion de 500 mg ml?! (peso himedo). Se utilizé buffer tartarico-
HCI 20 MM pH 4 0 MES-TEA a 20 mM pH 6.

Se adicioné en tubos: *C-glucosa o *C-xilosa 1 mM, buffer y agua completando el
volumen a 2 mL. La reaccion se inici6 agregando 10 mg de levadura. Se tomaron 200 uL
de cada muestra a distintos tiempos (0, 0.5, 1, 2, 4, 10 20 min) y se pasaron por un filtro
de celulosa (Millipore, 0.45 mm HAWP) lavando con una solucién de glucosa o xilosa 10
mM.

Se graficé la velocidad de acumulacién contra el tiempo de la reaccion. Las curvas de

acumulacion de azucares se realizaron con el software GraphPadPrism 6.

Para cuantificar los parametros cinéticos del transporte de azlcares, se utiliz6 la misma
metodologia de lavado y preparacion de las células que en el apartado anterior. Los tubos
para cada levadura se prepararon con buffer y “C-glucosa o *C-xilosa a diferentes
concentraciones (0.1, 0.5, 1.0 y 2.0 mM), completando el volumen a 1 mL con agua. La
reaccion se inicio al adicionar 10 mg de levadura. A los 5 minutos de iniciada la reaccion,
se tomaron 200 pL de cada tubo y se pasaron por un filtro de celulosa (Millipore 0.45 mm

HAWP) lavando con una solucién de glucosa o xilosa 10mM.

Los filtros con la muestra se colocaron en viales, adicionandoles 5 ml de liquido de
centelleo (Para 1 L: 257 ml de triton X-100, 37 ml de etilenglicol, 106 ml de etanol y 600 mi
de xileno). Se llevo a cabo la lectura en el “Liquid Scintillation Analyzer Tri-Carb 2910 TR.

Perkin Elmer”.

La velocidad de transporte de ambos azucares fue graficada contra las concentraciones

de sustrato utilizadas y ajustadas por regresion no lineal a la ecuacion de Michaelis-
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Menten de un solo componente. Se obtuvieron valores de Vmax ¥ Kn (Ki) mediante el

software GraphPad Prism 6.

5.6 Estimacion de NADH

A levaduras previamente crecidas en YPD o YPX durante 20-24 horas y ayunadas por 24
horas, se midi6 los niveles de NADH en presencia de los diferentes azlcares (glucosa y
xilosa) utilizando un espectrofluorémetro (SLM-Olis). Siguiendo el protocolo de Pefia et al.
(2015): en una celda se colocaron 10 mM de buffer MES-TEA pH 6 en un volumen final de
2 mL, 200 uM NaCN y 30 uM octil galato. A los 20 segundos se adicionaron 50 mg (al
50%) de células. Pasados 50 segundos se agregaron los azUcares (glucosa/xilosa) a 20

mM. El trazo se sigui6 300 s.

5.7 Consumo de oxigeno

Bajo las mismas condiciones de la cuantificacion de NADH se siguié el consumo de
oxigeno con un electrodo de oxigeno Clark en una camara cerrada mantenida a 30°C con
un bafio a temperatura y agitacién constante, conectado a un sistema de adquisicion de
datos. En la cdmara se colocaron 10 mM de buffer MES-TEA pH 6, 40 mM glucosa/xilosa
en un volumen final de 5 mL. A los 20 segundos se agregaron 50 mg de células (al 50%),
a los 100 segundos 200 uM de NaCN y a los 150 segundos 30 uM de octil galato. Los
valores de oxigeno se reportaron como natg O (nanoatomos gramo) de oxigeno,
considerando que la concentracién en la altitud de la Ciudad de México es de 400 natg O
mL™? en volumen final de 5 mL (Pen et al., 2015; Sanchez et al., 2006; 2008).

5.8 Alcalinizacion del medio (Cambios de pH)

Para observar los cambios del pH en el medio (alcalinizacién debido al funcionamiento del
simportador H*/xilosa), basados en las técnicas descritas por Misra & Hoéfer (1975), Deak
(1978) y Pefia et al. (2015) se utilizd6 un electrodo conectado a un pHmetro y a una
computadora para la obtencién de los datos. En una cdmara de vidrio con un volumen
final de 10 mL, se adicionaron 9.5 mL de H»0. Pasados 10 segundos se adicionaron 100
mg de células y a los 100 segundos se adicion6 el azlcar correspondiente

(glucosa/xilosa) a una concentracion final 1 mM. El trazo se siguio por 250-300 s.
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6 Resultados

6.1 Asimilacion de las fuentes de carbono

Como una primera prueba de la posible utilizacién de la xilosa por las distintas especies,
se observd el crecimiento en placas en diferentes medios, utilizando como sustratos

glucosa y xilosa.

YPD YPX

10° 10° 10* 10° 102 10! 10° 10° 10* 10° 102 10!
cel/mL cel/mL

sewere (LN
T

o ITXS OOXEGE

D. hansenii

Figura 6. Crecimiento en glucosa y xilosa con in6culo de 24 h en YPD. A partir de cultivos de 24 h en medio
liquido YPD se realizaron diluciones seriadas en agua destilada 10° - 10'cel mL™. Se colocaron en agar YP con glucosa o
xilosa y se incubaron a 30°C por 48 h.

El in6culo se puso en medio liquido YPD durante 24 h para asegurar el crecimiento previo
al experimento. Aunque la temperatura 6ptima de crecimiento de algunas cepas no es
30°C, las 6 cepas presentan crecimiento en ambos medios. Sin embargo, en medio YPX,

todas presentaron menor crecimiento, excepto C. guilliermondii (Fig. 6).

Al observar que las cepas crecian en medio YPX hasta las 48 horas, se decidi6 poner el
in6culo directamente en medio liquido YPX, esperando que se llevara a cabo la
adaptacion de las cepas al medio con xilosa y hubiera un mayor crecimiento.

En la Figura 7 se muestra el crecimiento de todas las cepas en medio YPD y YPX. C.

lusitaniae incrementd su crecimiento en YPX a partir del in6culo previo en medio con
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xilosa, mientras que D. hansenii y S. cerevisiae presentaron menor nimero de colonias en

comparacion con las otras levaduras.

YPD YPX

10° 10° 10* 10° 102 10! 10° 10° 10* 10% 102 10!
cel/mL cel/mL

. guilliermondii r 3
S. cerevisiae
D. hansenii
K. marxianus

Z. bailii

C. lusitaniae

Figura 7. Crecimiento en glucosa y xilosa con in6culo de 24 h en YPX.A partir de cultivos de 24 h en medio
liquido YPX se realizaron diluciones seriadas en agua destilada 10° - 10*cel mL™. Se colocaron en agar YP con glucosa o

xilosa y se incubaron a 30°C por 48 h.

Debido a que esté reportado que S. cerevisiae no crece en presencia de xilosa, se realiz6
el mismo experimento pero en medio minimo SD sin aminoacidos para comprobar que

fuera el azlcar la principal fuente de carbono y no otros componentes del medio YP.

En los medios minimos con glucosa a partir de los diferentes in6culos si hubo crecimiento
de todas las cepas; sin embargo, para D. hansenii fue menor (Fig. 8). En el medio minimo
con xilosa, no hubo crecimiento para las cepas de D. hansenii, C. lusitaniae y S.

cerevisiae sin importar de qué inéculo provinieran (Fig. 8 y Fig. 9).
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SDD SDX

10° 10° 10* 103 102 10! 10° 10° 10* 10° 10?2 10!
cel/mL cel/mL

C. guilliermondii
S. cerevisiae
D. hansenii
K. marxianus
Z. bailii

C. lusitaniae

Figura 8. Crecimiento en glucosay xilosa en medio minimo con in6culo de 24 h en YPD. A partir de
cultivos de 24 h en medio liquido YPD se realizaron diluciones seriadas en agua destilada 10° - 10*cel mL*. Se colocaron
en agar de medio minimo SD con glucosa o xilosa y se incubaron a 30°C por 48 h.

SDD SDX

10° 10° 10* 10° 102 10! 10° 10° 10* 10° 10?2 10!
cel/mL cel/mL

C. guilliermondii 90 0 =~ - o0

5. cerevisiae Q » v

iI

D. hansenii

K. marxianus

Z. bailii

C. lusitaniae O % »

Figura 9. Crecimiento en glucosa y xilosa en medio minimo con in6culo de 24 h en YPX. A partir de
cultivos de 24 h en medio liquido YPX se realizaron diluciones seriadas en agua destilada 10° - 10'cel mL. Se colocaron en
agar de medio minimo SD con glucosa o xilosa y se incubaron a 30°C por 48 h.
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6.2 Cinéticas de crecimiento

800+

Unidades Klett

0 12 24 36
Tiempo (h)

-o~ C. guilliermondii =« D. hansenii = Z. bailii

-~ S. cerevisiae v K. marxianus =¥ C. lusitaniae

Figura 10. Curvas de crecimiento en medio YPD. Las curvas de crecimiento se realizaron con lecturas en
fotocolorimetro Klett-Summerson durante 36 h a 30 °C y 250 rpm con mediciones cada 2 h. Lectura inicial 50 unidades Klett

= 0.1 abs a 600 nm. n=3 Gréficas obtenidas con el software GraphPadPrism 6.

En las curvas de crecimiento en YPD realizadas con el colorimetro Klett-Summerson, la
mayoria de las cepas alcanzaron la fase estacionaria alrededor de las 8 horas (Fig. 10). A
D. hansenii le tomé aproximadamente 20 h. K. marxianus presenté la mayor velocidad de
crecimiento, seguida por C. lusitaniae, Z. bailii, S. cerevisiae, C. guilliermondii y finalmente

D. hansenii con la menor velocidad de crecimiento (Tabla 1).

Para el caso de las curvas en medio YPX (Fig. 11), C. guilliermondii, K. marxianus y Z.

bailii se distinguen como las levaduras con mayor crecimiento, en comparacion con D.
hansenii, C. lusitaniae y S. cerevisiae.
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6004

Unidades Klett

0 I I I 1
0 12 24 36
Tiempo (h)

-8~ C. guilliermondii —&— D. hansenii

= Z. bailii

-~ S. cerevisiae ¥ K. marxianus =¥ C. |lusitaniae

Figura 11. Curvas de crecimiento en medio YPX. Las curvas de crecimiento se realizaron con lecturas en
fotocolorimetro Klett-Summerson durante 36 h a 30 °C y 250 rpm con mediciones cada 2 h. Lectura inicial 50 unidades Klett

= 0.1 abs a 600 nm. n=3. Gréaficas obtenidas con el software GraphPadPrism 6.

La velocidades de crecimiento en medio YPX de C. guilliermondii (0.715 h'!) y D. hansenii
(0.447 ht) fueron muy similares a las velocidades en YPD (0.754 h' y 0.445 h); no
obstante, fueron K. marxianus (0.738 h?) y Z. bailii (0.734 h) las de mayor velocidad para
medio YPX. S. cerevisiae y C. lusitaniae disminuyeron la velocidad en un 50% en
comparacion con la velocidad de crecimiento en YPD (Tabla 1).

Tabla 1. Velocidades maximas de crecimiento en medios YPD y YPX.

max (hl)
Cepa YPD - YPX
C. guilliermondii 0.754 + 0.06 0.715+0.08
S. cerevisiae 0.882 + 0.07 0.449 + 0.06
D. hansenii 0.445 +0.16 0.447 + 0.09
K. marxianus 1.201 £ 0.20 0.738 £ 0.09
Z. bailii 0.973+0.13 0.734 £ 0.02
C. lusitaniae 1.011+£0.13 0.483 £ 0.07

n=3
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Las curvas de crecimiento con medios minimos se realizaron en el equipo Bioscreen C
(Fig. 12-13). Para el caso de la glucosa, se puede apreciar que S. cerevisiae, Z. bailii y K.
marxianus alcanzaron la fase estacionaria a las 10-12 h, el doble de tiempo que les tomo
en medio YPD. C. lusitaniae terminé su fase exponencial a las 20 h, mientras que C.
guilliermondii lleg6 a la misma densidad Optica que las anteriores hasta las 26 horas. D.
hansenii presentdé poco crecimiento en ambos medios. En medio minimo con xilosa, el
crecimiento fue diez veces menor para todas las levaduras. C. guilliermondii alcanzé la
densidad 6ptica mas alta a las 36 h (0.8), seguida de C. lusitaniae y K. marxianus con
valores de 0.6 y 0.56, respectivamente. Z. bailii y S. cerevisiae alcanzaron una densidad
oOptica final menor a las anteriores (0.38 y 0.258). Al igual que en medio minimo con

glucosa, D. hansenii fue la levadura con menor crecimiento.

2.0-

1.5

1.0

Abs 600 nm

0.0 1 T I 1
0 12 24 36

Tiempo (h)

=% C. guilliermondii ~ =%= D. hansenii Z. bailii
-%- S cerevisiae =#= K marxianus == C. |usitaniae

Figura 12. Curvas de crecimiento en medio minimo con glucosa. Las curvas de crecimiento se realizaron con
lecturas en Bioscreen C durante 36 h con mediciones cada 2 h. Lectura inicial 0.3= 0.1 abs a 600 nm. n=4 Gréficas
obtenidas con el software GraphPadPrism 6.
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Figura 13. Curvas de crecimiento en medio minimo con xilosa. Las curvas de crecimiento se realizaron con
lecturas en Bioscreen C durante 36 horas con mediciones cada hora. Lectura inicial 0.3 = 0.1 abs a 600 nm. n=4 Graficas

obtenidas con el software GraphPadPrism 6.

6.3 Parametros cinéticos a diferentes pHs

Para saber si la entrada de azUcares en las células era promovida por un pH bajo y si ésta
tenia un efecto en el crecimiento en medio liquido, se realizaron cinéticas de crecimiento
en medio YPD y YPX con pH ajustado a 4 y 6. Las curvas de crecimiento se realizaron
siguiendo la misma metodologia que en el apartado anterior, utilizando un fotocolorimetro
Klett-Summerson con lecturas cada dos horas y tomando muestra en los intervalos

indicados para analizar el consumo de sustrato y la produccion de etanol y xilitol.

Las curvas de crecimiento en YPD a los diferentes pHs (Figs. 14-15) no mostraron
diferencia en comparacion con el medio YPD sin ajuste de pH (Fig. 10). El
comportamiento de las diferentes levaduras fue similar y las fases de crecimiento
definidas. D. hansenii fue la levadura con la menor densidad éptica a las 36 horas. Las
velocidades de crecimiento de C. guilliermondii, S. cerevisiae, D. hansenii y K. marxianus
fueron ligeramente mayores a pH 6; mientras que para Z. baili y C. lusitaniae fueron
mayores a pH 4 (Tabla 2). Sin embargo, la diferencia entre las velocidades no es

considerable para probar que algun valor de pH favorece el crecimiento en medio YPD.
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Unidades Klett

0 12 24 36
Tiempo (h)

-8~ C. guilliermondi —& D. hansenii —— Z. bailii

- S. cerevisiae =¥ K. marxianus =% C. lusitaniae

Figura 14. Curvas de crecimiento en YPD pH 4. Se incubaron a 30°C y 250 rpm por 36 horas tomando lectura en
Fotocolorimetro Klett-Summerson cada 2 horas. Se ajust6 el pH del medio con tartarico-HCI 50 mM. n=3 Gréficas obtenidas
con el software GraphPadPrism 6.

Asi mismo, con los valores de peso seco en 36 h se obtuvo la cantidad de biomasa
maxima producida en medio YPD (Tabla 3) los cuédles van desde 2.7 g L* hasta 6.1 g L*

sin que exista diferencia significativa entre alguna levadura a ninguno de los pHs
utilizados.

Tabla 2. Velocidades mé&ximas de crecimiento en YPD pH 4y pH 6.

max (h1
Cepa oH 4 o 0 OH 6
C. guilliermondii 0.863 £ 0.05 1.093 £0.20
S. cerevisiae 0.836 £ 0.10 0.901 +0.08
D. hansenii 0.574 £0.18 0.595 £ 0.15
K. marxianus 0.969 £ 0.10 1.026 £ 0.12
Z. bailii 1.017 £ 0.25 0.856 + 0.13
C. lusitaniae 0.979 + 0.07 0.862 + 0.07

n=3
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Unidades Klett

0 I i | | 1
0 12 24 36
Tiempo (h)

—o—- C. guilliermondii —— D. hansenii —— Z bailii

-~ S. cerevisiae - K. marxianus % C. lusitaniae

Figura 15. Curvas de crecimiento en YPD pH 6. Se incubaron a 30°C y 250 rpm por 36 horas tomando lectura en
Fotocolorimetro Klett-Summerson cada 2 horas. Se ajusté el pH del medio con MES-TEA 50 mM. n=3 Gréficas obtenidas
con el software GraphPadPrism 6.

Tabla 3. Biomasa maxima producida en 36 h en YPD pH 4y 6.

Xmax (9 L™)
Cepa oH 4 OH 6
C. guilliermondii 4,906 + 1.79 5.366 + 2.23
S. cerevisiae 4.333+2.44 5.500+0.91
D. hansenii 2.700 + 0.55 3.400+0.81
K. marxianus 3.066 = 1.66 3.366 £ 1.06
Z. bailii 6.100 + 2.44 3.766 + 2.82
C. lusitaniae 3.600 +1.13 4,150 £ 0.07

n=3

Para obtener el rendimiento de produccién de biomasa por gramo de glucosa consumida
(Yws) se utilizaron los valores iniciales y finales de peso seco y de glucosa en el medio.
(Figura 16). Asi mismo, el rendimiento de etanol con respecto a la glucosa consumida se

calculé utilizando los valores iniciales y finales de etanol y glucosa en el medio (Fig. 17).
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Figura 16. Rendimiento Yxs en medio YPD. Figura 17. Rendimiento Yps en medio YPD.
Calculado a partir de la concentracion de biomasa Calculado a partir de la concentracion etanol producido
producida (cuantificada por peso seco) entre la entre la concentracién de glucosa consumida durante 36
concentracion de glucosa consumida durante 36 h de h de incubacion. n=3. Analisis ANOVA con p < 0.05
incubacion. n=3. Analisis ANOVA con p < 0.05 realizado realizado en software GraphPad Prism.

en software GraphPad Prism.

El rendimiento biomasa/sustrato Yys Unicamente fue mayor para Z. bailii a pH 6 con un
valor promedio de 0.475 g g*, mientras las otras levaduras no mostraron diferencia
significativa entre pH ni entre ellas (Fig. 16). Los valores del rendimiento oscilan entre 0.2
y 0.4 gramos de biomasa producida por gramos de glucosa consumida.

El rendimiento producto/sustrato Yps, en este caso etanol/glucosa, fue mayor a 0.5 g g*
para C. guilliermondii, S. cerevisiae, K. marxianus, Z. bailii y C. lusitaniae, en ambos pHs;
mientras que para D. hansenii fue aproximadamente de 0.3 g g* a pH 4 y 6. Colocandola
asi como la levadura con menor rendimiento de etanol a partir de glucosa. Los diferentes

valores de pH no provocaron cambios en la produccién de etanol (Fig. 17).

La concentracién de etanol usando glucosa como fuente de carbono acumulado en 36 h
fue desde 5 g L hasta 17 g L. El rendimiento porcentual de etanol fue de: 100% para S.
cerevisiae, K. marxianus y Z. bailii en ambos valores de pH, 96% vy 99% para C.
guilliermondii pH 4 y 6 respectivamente, 83% y 73% en C. lusitaniae pH 4 y 6; vy
finalmente de 51% en D. hansenii tanto en pH 4 como en pH 6. D. hansenii fue la levadura

con menor acumulacién de etanol en ambos valores de pH (= 5 g L?).

Entre las otras levaduras no hubo diferencia significativa entre el pH y los diferentes

géneros (Fig. 18).
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Figura 19. Productividad de etanol en medio

Figura 18. Produccién de etanol en medio YPD. YPD. Calculado a partir del rendimiento Y s entre el
Concentracion final de etanol durante 36 h de tiempo total de fermentacion (36 h). Analisis ANOVA
incubacion. n=3. Andlisis ANOVA con p < 0.05 realizado con p < 0.05 realizado en software GraphPad Prism.

en software GraphPad Prism.
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Figura 20. Velocidad de consumo de glucosa en medio YPD. Analisis ANOVA con p < 0.05 realizado en

software GraphPad Prism.

La productividad de etanol en las 36 h de fermentacion obtenida fue entre 0. 010y 0.017 g
(g h)* para C. guilliermondii, S. cerevisiae, K. marxianus, Z. bailii y C. lusitaniae sin
importar el valor de pH. D. hansenii presento un valor de productividad de etanol menor
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de 0.010 g (g h)! en ambos pH, por lo que se colocé como el género con menor
productividad especifica de etanol en las condiciones utilizadas (Fig. 19).

Para cuantificar la velocidad de consumo de glucosa se tomé muestra al tiempo 0, 4, 10 y
hasta las 12 h donde el sustrato fue agotado. Siendo asi que todas las levaduras en
ambos valores de pH presentaron una velocidad de consumo muy similar (1.5 -2 g (L h)?)

sin diferencia significativa entre unas y otras (Fig. 20).
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-8~ C. guilliermondii =& D. hansenii —— Z. bailii
- S. cerevisiae ¥ K. marxianus =« C.lusitaniae

Figura 21. Curvas de crecimiento en YPX pH 4. Se incubaron a 30°C y 250 rpm por 36 h tomando lectura en
Fotocolorimetro Klett-Summerson cada 2 h. Se ajust6 el pH del medio con buffer tartarico-HCI 50 mM. Gréficas obtenidas
con el software GraphPadPrism 6.

En los medios YPX con pH ajustado (Figs. 21-22), se observé que D. hanseniiy C.
lusitaniae tuvieron un crecimiento y comportamiento igual al de C. guilliermondii, K.
marxianus y Z. bailii. Esto fue diferente en el medio sin ajuste de pH (Fig. 11) donde su
crecimiento fue igual al de S. cerevisiae, la cual vuelve a ser la levadura con menor

crecimiento.

Las velocidades maximas de crecimiento fueron mayores en ambos valores de pH (Tabla
4) en comparacion con el medio sin ajuste de pH (Tabla 1). Las diferencias entre las
velocidades de D. hansenii, K. marxianus, Z bailii y C. lusitaniae en los diferentes valores
de pH no son significativamente representativas. Para el caso de C. guilliermondii la

mayor velocidad fue a pH 6 siendo también el mayor valor de entre todas las levaduras
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utilizadas. S. cerevisiae presenté mayor velocidad de crecimiento a pH 4, casi el doble del
valor a pH 6, aunque el valor de densidad Optica en ambos valores de pH es menor al de
los demas géneros.

800+

Unidades Klett

Tiempo (h)

—— Z. bailii
- K. marxianus = C. lusitaniae

-~ C. guilliermondii —— D. hansenii

- S. cerevisiae

Figura 22. Curvas de crecimiento en YPX pH 6. Se incubaron a 30°C y 250 rpm por 36 horas tomando lectura en
Fotocolorimetro Klett-Summerson cada 2 h. Se ajusto el pH del medio con MES-TEA 50 mM. Gréficas obtenidas con el
software GraphPadPrism 6.

Tabla 4. Velocidades maximas de crecimiento en YPX pH 4 y pH 6.

max (hl)
Cepa oH 4 - OH 6
C. guilliermondii 1.062 £ 0.08 1.177£0.04
S. cerevisiae 1.018 £ 0.03 0.492 +0.03
D. hansenii 0.877 £ 0.09 0.640 £ 0.19
K. marxianus 1.077£ 0.04 0.946+ 0.25
Z. bailii 1.324 £0.23 0.917+£0.31
C. lusitaniae 1.010+£0.11 0.940+ 0.07
n=3

La cantidad de biomasa maxima producida en medios YPX en 48 h (Tabla 5) va desde 3.5

g Lt hasta 8.6 g L. S. cerevisiae fue la levadura con la menor cantidad de biomasa (3.5 y

3.7 g L'Y) en ambos pH. Estos valores fueron incluso menores a los obtenidos en medios
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YPD. Para las demas levaduras no se report6 diferencia significativa entre los valores de

biomasa méaxima producida en ambos pHs.

Tabla 5. Biomasa maxima producidaen 48 h en YPXpH 4y 6.

Xmax (9 L™)
Cepa oH 4 oH 6
C. guilliermondii 7.933+1.70 7.100+1.30
S. cerevisiae 3.500 + 0.51 3.766 + 0.68
D. hansenii 5.300 + 0.96 4.100+1.21
K. marxianus 8.500 £ 0.10 7.433 £1.93
Z. bailii 7.266 +1.02 8.600 + 1.31
C. lusitaniae 5.500 + 1.27 4,500 £ 0.70

n=3

En cuanto al rendimiento de biomasa producida por cantidad de xilosa consumida (Yys),
fue C. guilliermondii la levadura con el mayor rendimiento a pH 6 (=0.5 g g1). S. cerevisiae
también produjo mayor cantidad de biomasa a pH 6 (=0.2 g g) que a pH 4 (=0.1 g g?}),
junto con D. hansenii (0.2 y 0.15 g g?) fueron las levaduras con menor rendimiento. K.
marxianus mostré valores muy similares a ambos pHs (0.4-0.5 g g%), al igual que Z. bailii
(0.35-0.4 g g?) y C. lusitaniae (0.38-0.4 g g). No obstante, el andlisis estadistico no
mostrd diferencia significativa entre ninguna de las levaduras ni entre valores de pH (Fig.
23).

El rendimiento de xilitol a partir de xilosa, calculado entre la hora inicial y la hora final (48
h), fue menor a 0.4 g g* para todas las levaduras. C. guilliermondii y C. lusitaniae fueron
los géneros con mayores rendimientos (0.3-0.4 g g). S. cerevisiae presenté el menor
rendimiento en ambos pH (0.041 y 0.016 g g?). D. hansenii, K. marxianus y Z. bailii
tuvieron rendimientos entre 0.10 y 0.25 g g*. (Fig. 24). A las 48 h las Unicas levaduras en
las que hubo una concentracién detectable de etanol en ambos valores de pH fueron K.
marxianus y Z. bailii con rendimientos de 0.10, 0.06 y 0.04, 0.05 g g respectivamente
(Fig. 25).
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Figura 23. Rendimiento Yxs en medio YPX. Figura 24. Rendimiento Ypss (xilitol) en medio
Calculado a partir de la concentracion de biomasa YPX. Calculado a partir de la concentracién xilitol
producida (cuantificada por peso seco) entre la producido entre la concentracion de xilosa consumida en
concentracién de xilosa consumida en 48 h de 48 h de incubacién. n=3. Analisis ANOVA con p < 0.05
incubacion. n=3. Analisis ANOVA con p < 0.05 realizado realizado en software GraphPad Prism.

en software GraphPad Prism.
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Figura 25. Rendimiento Ypss (etanol) en medio YPX. Calculado a partir de la concentracion etanol producida entre
la concentracion de xilosa consumida en 48 h de incubacién. n=3. Analisis ANOVA con p < 0.05 realizado en software
GraphPad Prism.

La concentracién de xilitol detectable a las 48 h de fermentacion fue diferente para cada
género. C. guilliermondii y K. marxianus acumularon mayor cantidad de xilitol (4 + 0.08 g
L), sin diferencia entre pH 4 y pH 6. S. cerevisiae acumulé aproximadamente 0.3 g L en
ambos pHs. En D. hansenii con pH 4 se detecté una concentracion de 2 g L mientras
que a pH 6 fue de hasta 3.1 g L. Z. bailii con 3.5 g L en ambos valores de pH. C.
lusitaniae acumulé hasta 3.8 g L* de xilitol a pH 4 mientras que a pH 6 fue de 1.6 g L
(Fig. 26). El rendimiento teérico de xilitol a partir de 20 g L™ de xilosa es de 1.83 g. Por lo
tanto, los rendimientos porcentuales obtenidos fueron de: 39% (pH 4) y 21.6% (pH 6) para

C. guilliermondii, siendo estos los valores mas altos. Enseguida, C. lusitaniae con
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rendimientos porcentuales de 31.8% a pH 4 y de 8.6% a pH 6. K. marxianus presentd un
rendimiento del 20% en pH 4y 17% en pH 6. Z. bailii de 13% en pH 4y 15% en pH 6. D.
hansenii con 11% a pH 4 y 13% a pH 6; y finalmente, S. cerevisiae con los valores
porcentuales méas bajos tanto en pH 4 como en pH 6 (5.7% y 2.8% respectivamente).

El etanol cuantificado en las fermentaciones de K. marxianus fue de 3gL'enpH 4y 2.3
en pH 6. Por otro lado, en Z. bailii fueronde 1.5gL*enpH 4y 1.7 g L en pH 4 (Fig. 27).
No se reporté diferencia significativa entre los valores de K. marxianus y Z. bailii a los
diferentes valores de pH.
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Figura 26. Produccion de xilitol en medio YPX. Figura 27.Produccion de etanol en medio YPX.
Concentracion final de xilitol producido a partir de xilosa Concentracion final de etanol producido a partir de xilosa
en 48 h de incubacion. n=3.Analisis ANOVA con p < 0.05 en 48 h de incubaciéon. n=3.Analisis ANOVA con p < 0.05
realizado en software GraphPad Prism. realizado en software GraphPad Prism.

C. guilliermondii presenté la mejor productividad de xilitol (0.0058 + 0.0009 g (g h)* a pH
4, mientras que a pH 6 alcanz6 un valor de 0.004 + 0.001 g (g h)* En C. lusitaniae se
obtuvieron valores similares a los de C. guilliermondii (0.004 + 0.002 g (g h)?) para ambos
pHs, aunque con una ligera tendencia a ser mayor a pH 6. En S. cerevisiae, la levadura
con menor productividad de xilitol, se alcanzaron valores de 0.0008 y 0.0005 g (g h)* en
pH 4 y pH 6 respectivamente. D. hansenii mostré valores de 0.0021 y 0.0024 g (g h)* .K.
marxianus con una productividad de 0.0037 + 0.0015 g (g h)? a pH 4, mayor que a pH 6
(0.0032 + 0.0009 g (g h)?). Z. bailii mostré una productividad de 0.0024 + 0.0009 g (g h)*
apH 4 yde 0.0028 + 0.0012 g (g h)* a pH 6 (Fig. 28).
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La productividad de etanol a partir de xilosa, Unicamente cuantificable en K. marxianus fue
de 0.0021 g (g h)*a pH 4 y 0.0012 g (g h)'a pH 6; y en Z. bailii de 0.0007 g (g h)*a pH 4
y 0.001 g (g h)*en pH 6 (Fig. 29).
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Figura 28.Productividad de xilitol en medio YPX. Calculado a partir del rendimiento Y s entre el tiempo total de

fermentacion (48 h). Analisis ANOVA con p < 0.05 realizado en software GraphPad Prism.
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Figura 29. Productividad de etanol en medio YPX. Calculado a partir del rendimiento Y s entre el tiempo total de

fermentacion (48 h). Analisis ANOVA con p < 0.05 realizado en software GraphPad Prism.

La velocidad de consumo de xilosa se cuantific6 Unicamente con el valor inicial y final

debido a que a las 48 h no se habia agotado el aztcar en ninguna de las fermentaciones.

C. guilliermondii presentdé una velocidad de = 0.35 g (L h)! en ambos pHs. En S.
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cerevisiae hubo una diferencia entre pH 4 (0.18 g (L h)Y) y pH 6 (0.3 g (L h)%). D. hansenii
present6 la misma velocidad a pH 4 y 6 (0.48 g (L h)*). Para K. marxianus la velocidad fue
de 0.66 g (L h)! a pH 4 y de hasta 0.74 g (L h)* en pH 6. Z. baili a pH 4 con una
velocidad de 0.75 g (L h)* y a pH 6 de hasta 0.86 g (L h)?, siendo este valor el mayor
entre todas las levaduras. C. lusitaniae presentd velocidades de =0.58 g (L h)?! para
ambos pHs (Fig. 30).

0.0-

o h 6 b X o k6 K. O
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Figura 30. Velocidad de consumo de xilosa en medio YPX. Andlisis ANOVA con p < 0.05 realizado en software
GraphPad Prism.

6.4 Transporte y acumulaciéon de “C-glucosa

Dado que uno de los objetivos del trabajo era aclarar el mecanismo del transporte de la
xilosa, que se ha propuesto a través de un simportador H*/xilosa, se midieron en una

primera parte las velocidades de transporte a dos valores de pH, 4y 6.

En los ensayos del transporte de glucosa realizados con una concentracion final de
glucosa de 1 mM (Fig. 31), para C. guilliermondii, S. cerevisiae y C. lusitaniae se saturo la
curva a los 5 minutos con un transporte de aproximadamente 15 umol de glucosa por
gramo de levadura. En D. hansenii se observo la misma saturacion pero a los 10 minutos.

No asi para las cepas de K. marxianus y Z. bailii, las cuales Unicamente lograron
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transportar 5 umol g, saturandose poco antes de los 5 minutos. Ninguna de las levaduras

mostré diferencia significativa de transporte de glucosa a los diferentes pH.

Las cinéticas de transporte de glucosa se llevaron a cabo durante 5 minutos, con
concentraciones desde 0.01 mM hasta 2 mM de glucosa (Fig. 32). Se observé para C.
guilliermondii una saturacién con 1 mM transportando hasta 10 umol g, mientras que
para S. cerevisiae y K. marxianus no fue evidente la saturaciéon a ninguna concentracion
utilizada. En D. hansenii la curva se satur6 a 0.5 mM de glucosa transportando apenas 5
umol/g. Para Z. bailii se observd una diferencia entre pH 4 al cual no se satur6 la curva a
2 mM y siguié un comportamiento exponencial. Por el contrario, a pH 6 la curva se saturd
a 1 mM, transportando aproximadamente 10 pumol g*. C. lusitaniae presenté el mismo
comportamiento que Z. bailii: a pH 4 no hubo saturacién mientras que a pH 6 se saturé a

0.5 mM transportando 5 umol g*.
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Figura 31. Acumulacion de **C-glucosa. Se incubaron las células en buffer pH 4 [e] (tartarico-HCl 20 mM) o pH 6 [u]
(MES-TEA 20 mM) y *C-glucosa 1 mM. Se tomaron muestras a diferentes tiempos (0.5, 1, 2, 4, 10 y 20 min) y se hicieron
pasar por filtros de celulosa lavandolas con una solucién 10 mM de glucosa. n=4. Se utilizé una concentracion final de 500

mg mL? de células ayunadas por 12 horas. Los resultados se procesaron en el software GraphPadPrism 6.
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Figura 32. Cinéticas de transporte de *C-glucosa. Se incubaron las células en buffer pH 4 [e] (tartarico-HCI 20
mM) o pH 6 [s] (MES-TEA 20 mM) y con diferentes concentraciones de *C-glucosa (0.1, 0.5, 1y 2 mM). Se tomo6 muestra
de cada incubacién a los 5 min y se hicieron pasar por filtros de celulosa lavandolas con una solucién 10 mM de glucosa. Se
utilizé una concentracion final de 500 mg mL™ de células ayunadas por 12 h. Se obtuvieron los valores de Vs Y Kn del
transporte de glucosa para cada levadura. El analisis se realiz6 con el software GraphPadPrism 6 Enzyme Kinetics
Michaelis-Menten. n=4
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Al calcular los parametros cinéticos del transporte de glucosa se obtuvo que: a pH 4 S.
cerevisiae presento la Vmax mas alta (48.78 umol (g min?)), seguida de K. marxianus y Z.
bailii (45.91 y 40.48 umol (g mint)). Para C. lusitaniae el valor de Vmax fue mucho menor
gue el de las levaduras anteriores (26.87 umol (g mint)). C. guilliermondii y D. hansenii
tuvieron los valores de Vmax mas bajos en este pH (13.15 y 9.03 umol (g min?)). A pH 6 K.
marxianus aumenté su velocidad maxima de transporte (55.9 umol (g min?)), al igual que
C. guilliermondii (15.08 pmol (g min)). Sin embargo, en S. cerevisiae, Z. baili y C.
lusitaniae el valor de Vmax disminuyé considerablemente (26.26, 18.54 y 7.25 umol (g min
1) respectivamente). D. hansenii tuvo el valor mas bajo de Vms también en pH 6 (8.75
umol (g mint)). La cepa con mayor afinidad por glucosa tanto a pH 4 como a pH 6 fue D.
hansenii con una Ky de 0.27-0.28 uM, seguida de C. guilliermondii con valores de Kn,
entre 0.64 y 0.87uM a pH 4 y 6 respectivamente. C. lusitaniae, Z. bailii y S. cerevisiae

mostraron mayor afinidad por glucosa a pH 6 (Tabla 6).

Tabla 6. Parametros cinéticos del transporte de *C-glucosa.

Vmax(pmol (g min)™) Kmn(uM)
Cepa
pH 4 pH 6 pH 4 pH 6

C. guilliermondii 13.15 £ 1.827 15.08 £ 1.885 0.64 £ 0.230 0.87 £ 0.245
S. cerevisiae 48.78 + 16.8 26.26 + 3.913 5.19 £ 2.336 2.08 £0.521
D. hansenii 9.03 £ 0.560 8.75 £ 0.522 0.27 + 0.064 0.28 + 0.063
K. marxianus 45,91 + 37.43 55.90+41.34 6.68 £ 6.768 9.72+8.31
Z. bailii 40.48 + 6.514 18.54 £ 2.521 4.07 = 0.905 1.34 £ 0.343
C. lusitaniae 26.87 £ 4.332 7.25 + 0.638 2.61+£0.644 0.43+0.114

n=3-5

Debido a que algunos valores de Vmax ¥ Km mostraron desviaciones estandar muy
elevadas, se decidio calcular la eficiencia del transporte de glucosa con los valores
promedios (Tabla 7). De esta manera es D. hansenii con un valor de 33.4 a pH 4y 31.25
pH 6, la levadura con mayor eficiencia en el transporte de glucosa. C. guilliermondii se
colocd en segundo lugar con valores de 20.54 a pH 4 y 17.33 a pH 6, seguida de C.
lusitaniae (10.29 a pH 4 y 16.86 a pH 6). Posteriormente, Z. bailii y S. cerevisiae con
valores muy similares (9.95 y 9.34 a pH 4; 13.83 y 12.62 a pH 6 respectivamente). En
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ultimo lugar K. marxianus con una eficiencia de transporte de glucosa de 6.87 a pH 4 y de
5.75 apH 6.

Tabla 7. Eficiencia transporte de glucosa.

Cepa Vimax ! Km

pH4 pHG6
C. guilliermondii 20.54 17.33
S. cerevisiae 9.34 12.62
D. hansenii 33.44 31.25
K. marxianus 6.87 5.75
Z. bailii 9.95 13.83
C. lusitaniae 10.29 16.86
n=3-5

6.5 Transporte y acumulacion de *C-xilosa

Los ensayos para el transporte de xilosa se realizaron también con una concentracion de
1 mM. C. guilliermondii logré transportar mas de 15 umol g* de xilosa en 20 minutos. El
caso contrario fue S. cerevisiae, la cual transporté menos de 1 pmol g** en 20 minutos. D.
hansenii transporté hasta 4 umol g* de xilosa, aunque no presenté saturacién a los 20
minutos. K. marxianus no transporté mas de 2 umol g al igual que Z. bailii. C. lusitaniae
logré transportar hasta 3 umol g'. No se observé diferencia significativa entre el

transporte de xilosa en ambos pH (Figura 33).

Las cinéticas de transporte de xilosa también realizadas por 5 minutos con
concentraciones desde 0.01 mM hasta 2 mM de xilosa dieron los siguientes resultados
(Fig. 34): en C. guilliermondii se observé un transporte de hasta 6 umol g* de xilosa a una
concentracion de 2 mM. S. cerevisiae transporté menos de 2 umol g! a esa misma

concentracion, al igual que K. marxianus. Z. bailii transporté poco mas de umol gy D.
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hansenii aproximadamente 4 umol g de xilosa 2 mM. Ninguna cepa mostré saturacion de

la curva en alguna concentracion de xilosa y no hubo diferencia entre pH 4 y pH 6.

En C. lusitaniae los valores de Vmax fueron los mas altos entre las levaduras no-
convencionales utilizadas en este estudio (33.79 umol (g min?) a pH 4 y 22.36 umol (g
mint) a pH 6) (Tabla 8). C. guilliermondii presenté valores de Vmsx de 11.18 y 14.18 umol
(g mint) para pH 4 y pH 6 respectivamente. Estos valores son muy similares a los
obtenidos en el transporte de glucosa (Tabla 6). Todos los valores obtenidos por las
demas levaduras se encontraron debajo de estos. Resalto el caso de S. cerevisiae, donde
el valor de Vmax en ambos pHs no es calculable utilizando el método descrito debido a que
carece de un transportador efectivo para xilosa, por lo tanto su afinidad por xilosa es muy
baja. C. guilliermondii present6 la mayor afinidad tanto a pH 4 como a pH 6, ligeramente
mayor en el medio &cido (Kn= 1.10 uM a pH 4 y 1.55 uM a pH 6). De igual manera, para
D. hansenii y K. marxianus la mayor afinidad se encontr6 a pH 4 con valores de Kn de
1.41 uM y 1.23 uM, mientras que en Z. baili y C. lusitaniae el menor valor de Kn se
encontré a pH 6 (1.92 uM y 11.52 uM). Aun asi, la diferencia entre los valores de Ky, a pH
4 y pH 6 de cada levadura no es garantia de la presencia de un simportador puesto que

los valores son muy cercanos.

Se calcul6 también la eficiencia del transporte de xilosa (Tabla 9) de la misma manera que
para el transporte de glucosa (Tabla 7). De esta manera se obtuvo que para pH 4y 6 la
levadura con mayor eficiencia de transporte fue C. guilliermondii con valores de 10.16 y
9.14, seguida de D. hansenii (5.41 y 4.21). A continuacion K. marxianus (2.83 y 2.48), Z.
bailii (2.35 y 2.48) y C. lusitaniae (2.53 y 1.94). Finalmente, fue S. cerevisiae la levadura

con menor eficiencia en el transporte de xilosa con valores de 0.33 apH 4y 0.5 a pH 6.

El transporte medido corresponde a todos los transportadores presentes en la membrana
de las levaduras, por lo que las constantes cinéticas determinadas (Vmax Y Km) se refieren

a la capacidad celular de transporte y no de una proteina en especifico.
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. Acumulacién de *C-xilosa. Se incubaron las células en buffer pH 4 [] (Tartarico-HCI 20 mM) o pH 6 [=]

Figura 33
(MES-TEA 20 mM) y *C-xilosa 1 mM. Se tomaron muestras a diferentes tiempos (0.5, 1, 2, 4, 10 y 20 min) y se hicieron
pasar por filtros de celulosa lavandolas con una solucion 10 mM de glucosa. n=4. Se utilizé una concentracion final de 50

mg/mL de células ayunadas por 12 horas. Los resultados se procesaron en el software GraphPadPrism 6.
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Figura 34. Cinéticas de transporte de “C-xilosa. Se incubaron las células en buffer pH 4 [e] (tartarico-HCI 20 mM)
o pH 6 [s] (MVES-TEA 20 mM) y con diferentes concentraciones de **C-xilosa (0.1, 0.5, 1 y 2 mM). Se tomé muestra de cada
incubacion a los 5 min y se hicieron pasar por filtros de celulosa lavandolas con una soluciéon 10 mM de xilosa. Se utilizd
una concentracion final de 50 mg/mL de células ayunadas por 12 h. Se obtuvieron los valores de Vma Y Kn del transporte
de xilosa para cada levadura. El andlisis se realiz6 con el software GraphPadPrism 6 Enzyme Kinetics Michaelis-Menten.

n=4
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Tabla 8. Parametros cinéticos del transporte de *C-xilosa.

Cepa Vinax(umol (g-min)) Kan(1M)

pH4 pH6 pH 4 pH 6
C. guilliermondii 11.18 £ 1.173 14.18 £ 1.117 1.10 £ 0.237 1.55+0.221
S. cerevisiae 1*1013 5*10%3 3*1013 1*1014
D. hansenii 7.64 £1.922 10.97 £ 3.435 1.41 £ 0.682 2.6 £1.273
K. marxianus 3.48 + 0.792 5.24+ 1.333 1.23 £ 0.544 2.11 +0.896
Z. bailii 4.83 +1.903 4.76 + 2.222 2.05+1.365 1.92 £ 1.545
C. lusitaniae 33.79 £ 25.16 22.36 £16.44 13.31£11.20 11.52 £ 9.69

n=3-5

Tabla 9. Eficiencia transporte de xilosa.

Cepa Vmax ! Km

pH 4 pH6
C. guilliermondii 10.16 9.14
S. cerevisiae 0.33 0.5
D. hansenii 541 4.21
K. marxianus 2.83 2.48
Z. bailii 2.35 2.48
C. lusitaniae 2.53 1.94

n=3-5

6.6 Produccién de NADH

Ademas de la entrada de glucosa o xilosa, otra prueba para analizar el metabolismo de

ambos azlcares consisti6 en observar los cambios de la fluorescencia al agregar cada

uno de ellos. Tanto la glucosa como la xilosa, en su metabolismo producen la reduccién
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del NAD* o el NADP*, que en su forma reducida (NADH o NADPH) fluorescen a 460 nm,
excitando a 340 nm. Se utilizaron células de levadura provenientes de un inéculo tanto de
YPD como YPX con el fin de analizar si la condicién de cultivo tendria algun efecto en el
NADH o NADPH producido. Inhibidores de la cadena respiratoria, tales como cianuro de
potasio y octil galato, fueron agregados a la preparacion para evitar que se observara
algun pico de fluorescencia causado por la aparicion de NADH o NADPH a nivel

respiratorio.

Al ser ayunadas las levaduras durante 24 h, se esperaba que no hubiera produccién
alguna de NADH o NADPH sin sustrato. Con C. guilliermondii, sin embargo, ayunada
durante 48 h, aun se observé un aumento en el nivel de fluorescencia sin glucosa o xilosa
no comparable con el pico de fluorescencia producido al agregar glucosa para ambos
in6culos (YPD o YPX). Para esta levadura la xilosa no produjo un efecto observable en la
reduccion del NAD* o NADP*. Para S. cerevisiae se observo un incremento en la
fluorescencia al adicionar glucosa, independientemente del in6culo del que provinieran las
células. EI NADH es consumido inmediatamente al continuar con la ruta fermentativa. La
xilosa no tuvo efecto alguno. En D. hansenii no hubo efecto cuantificable por parte de

glucosa ni xilosa en ninguno de los in6culos (Fig. 35).

En K. marxianus la adicion de glucosa provocé un aumento de la fluorescencia el cual fue
agotado en aquellas células crecidas en medio YPX. Al agregar xilosa se observo un
efecto tardio de produccion de NADH o NADPH uUnicamente en las células inoculadas en
YPX. Z. bailii presentd un pico de fluorescencia al adicionar glucosa y al igual que con K.
marxianus, la xilosa tuvo un efecto retardado sélo en las células provenientes de YPX.
Para el caso de C. lusitaniae se presentd el pico de fluorescencia tras la adiciébn de
glucosa; sin embargo, la adicién de xilosa provocé un efecto contrario al de las otras dos
levaduras (K. marxianus y Z. bailii). El aumento de fluorescencia sélo se presentd en las
células crecidas en YPD también con un tiempo de retraso en comparacion con el

causado por la glucosa (Fig. 36).

El efecto tardio que present6 la xilosa en las levaduras con indculo en YPX es congruente
con la produccién de etanol a partir de xilosa que logran estos géneros (K. marxianus y Z.
bailii). No obstante el efecto en C. lusitaniae no se observa en la produccion de etanol a
partir de xilosa porque las cinéticas de fermentacion en xilosa provienen de un inéculo

también de xilosa.
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Figura 35. Produccion de NADH/NADPH en presencia de glucosa o xilosa. Se observé la reduccion del

NAD*/NADP* por fluorescencia (340-460 nm) en buffer MES-TEA 10 mM pH 6 sin sustrato (-), al agregar glucosa (-) o

xilosa (-) 20 mM (al tiempo que indica la flecha) durante 300 s utilizando NaCN (200 uM) y octil galato (30 puM) como

inhibidores de la respiracion. Se utilizaron células (500 mg mL*) ayunadas por 24 h (C. guilliermondii 48 h), provenientes de

cultivos en medio liquido YPD o YPX de 24 h. Datos representativos de 5 experimentos.
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Figura 36. Produccién de NADH/NADPH en presencia de glucosa o xilosa. Se observo la reduccion del

NAD*/NADP* por fluorescencia (340-460 nm) en buffer MES-TEA 10 mM pH 6 sin sustrato (-), al agregar glucosa (-) o

xilosa (-) 20 mM (al tiempo que indica la flecha) durante 300 s utilizando NaCN (200 uM) y octil galato (30 uM) como

inhibidores de la respiracion. Se utilizaron células (500 mg mL?) ayunadas por 24 h provenientes de cultivos en medio

liquido YPD o YPX de 24 h. Datos representativos de 5 experimentos.
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6.7 Respiracion

Para observar la produccion de NADH o NADPH citosolico se utiliz6 en primer lugar
Unicamente cianuro de sodio como inhibidor de la cadena respiratoria en las diferentes
levaduras. A pesar de ello, algunas levaduras mostraron aumento en la fluorescencia, por
lo que se us6 octil galato para inhibir la respiracion resistente a cianuro que pudiera estar
funcionando en alguna de estas levaduras. Ademas, se decidié6 medir el consumo de
oxigeno de las diferentes levaduras bajo el efecto de ambos inhibidores en células de
levadura ayunadas por 24 h. Las células fueron inoculadas en tres medios (YPD, YPXy
YP) para tratar de entender si las diferencias en la respuesta a cianuro y octil galato eran

causadas por la fuente de carbono consumida durante el crecimiento.

C. guilliermondii, inoculada en medio YPD, presentd una velocidad de consumo de
oxigeno, sin adicién de sustrato, aproximadamente de 160 natg O min? por 50 mg de
células, la cual aumenté hasta 220 natg O min en aquellas inoculadas en YPX y hasta de
300 natg O minen las provenientes de YP. Al agregar glucosa la velocidad aumenté en
YPD (470 natg O min?) y YPX (600 natg O min?) pero en YP (300 natg O min?) se
mantuvo igual. La velocidad de consumo de oxigeno al agregar xilosa también fue mayor
a la basal pero no mayor a la velocidad con glucosa como sustrato (269, 427 y 286 natg O
min). Al adicionar cianuro de sodio, se observé un aumento en la velocidad de consumo
de oxigeno cuando la glucosa fue el sustrato y solamente en aquellas células
provenientes de YPD (472 natg O min?) y YPX (608 natg O min?). Agregando xilosa y
cianuro, la velocidad no aumentd. Al afadir el octil galato, la velocidad disminuy6
considerablemente sin importar el sustrato o el in6culo. Para S. cerevisiae la velocidad de
consumo de oxigeno fue muy baja en todos los medios y no aumenté al adicionar cianuro
como inhibidor (Fig. 37).

En D. hansenii se present6 el mismo efecto como respuesta al cianuro que en C.
guilliermondii, congruente con la similitud entre estos dos géneros. Para K. marxianus, se
observé un aumento en la velocidad de consumo de oxigeno en los medios sin glucosa
(YPX y YP) al no adicionar inhibidores. Este aumento parecié ser una tendencia a
expresar un mecanismo de respuesta al estrés causado por la ausencia de glucosa como
fuente de carbono (Fig. 38). Para estas dos levaduras el octil galato también inhibi6 casi

en su totalidad la respiracion.
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Z. balilii presento baja velocidad de consumo de oxigeno en las células incubadas en YPD
sin sustrato y con glucosa o xilosa (126, 190, 150 natg O min?). En las células
provenientes de YPX, la velocidad de consumo aumenté en todas las condiciones
comparadas con las de YPD (304, 475, 353 natg O min?). Sin embargo, la velocidad
aumento bastante al agregar cianuro (780 natg O min™ con glucosa y 590 natg O min con
xilosa). Estas velocidades disminuyeron considerablemente al agregar octil galato. En C.
lusitaniae, la velocidad de consumo de oxigeno aumenté al adicionar glucosa sin importar
el medio del cual provenia el indculo. De igual manera hubo inhibicion por parte del
cianuro y en mayor medida por parte del octil galato (Fig. 39).
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Figura 37. Consumo de oxigeno en C. guilliermondii y S. cerevisiae. Se midi6 la velocidad de consumo
de oxigeno en 5 mL de buffer MES-TEA 10 mM pH6 a 30 °C, sin sustrato, con glucosa 20 mM, o xilosa 20 mM. Asi

como los efectos del cianuro (NaCN 200 uM) y octil galato (30 puM). Las velocidades se reportan en natg O min por 50

mg de células considerando la concentracion de oxigeno en la Ciudad de México (400 natg O mL™). Se utilizaron

células (500 mg mL*) ayunadas por 24 h provenientes de cultivos en medio liquido YPD, YPXy YP de 24 h. n=3-5.

Andlisis ANOVA con p < 0.05 realizado en software GraphPad Prism.
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Figura 38. Consumo de oxigeno en D. hansenii y K. marxianus. Se midi6 la velocidad de consumo de oxigeno
en 5 mL de buffer MES-TEA 10 mM pH6 a 30 °C, sin sustrato, con glucosa 20 mM, o xilosa 20 mM. Asi como los efectos del
cianuro (NaCN 200 pM) y octil galato (30 uM). Las velocidades se reportan en natg O min por 50 mg de células
considerando la concentracién de oxigeno en la Ciudad de México (400 natg O mL™). Se utilizaron células (500 mg mL?)
ayunadas por 24 h provenientes de cultivos en medio liquido YPD, YPX y YP de 24 h. n= 3-5. Andlisis ANOVA con p < 0.05
realizado en software GraphPad Prism.
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Figura 39. Consumo de oxigeno en Z. bailii y C. lusitaniae. Se midi6 la velocidad de consumo de oxigeno en 5
mL de buffer MES-TEA 10 mM pH6 a 30 °C, sin sustrato, con glucosa 20 mM, o xilosa 20 mM. Asi como los efectos del
cianuro (NaCN 200 pM) y octil galato (30 uM). Las velocidades se reportan en natg O min por 50 mg de células
considerando la concentracién de oxigeno en la Ciudad de México (400 natg O mL™). Se utilizaron células (500 mg mL?)
ayunadas por 24 h provenientes de cultivos en medio liquido YPD, YPXy YP de 24 h. n=3-5. Analisis ANOVA con p < 0.05
realizado en software GraphPad Prism.
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6.8 Alcalinizacion del medio

Como una prueba para definir el mecanismo del transporte, se midieron los cambios del
pH de un medio con baja capacidad amortiguadora. De existir un simportador H*/xilosa, se
esperaria que el pH aumentara al agregar el azUcar. Los experimentos se realizaron sin
cuantificar los cambios de pH, debido a que s6lo se esperaba observar un aumento o

disminucién arbitrarios dependiente del sustrato adicionado.

Las pruebas se realizaron con células de levaduras crecidas tanto en YPD como YPX
durante 24 h ayunadas durante 24 h. Se corri6 una prueba sin adicionar algun azucar
como control para verificar que el pH no aumentara por otros factores diferentes a la

adicion de azucares. El trazo se sigui6é durante 250 segundos.

Para las levaduras que provenian de YPD se observo una disminucion en el pH del medio
posterior a la adicién de glucosa (Fig. 40). No obstante, el efecto de la adicién de xilosa no
difiere de los experimentos control (sin sustrato). En las levaduras con in6culo en YPX,
tanto los experimentos control como la adicién de glucosa y/o xilosa mostraron una
disminucion en el pH externo (Fig. 41). Ninguno de estos experimentos demostro la
presencia de un simportador H*/xilosa en ninguno de los géneros estudiados bajo las

condiciones aplicadas.
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Figura 40. Bombeo de protones en presencia de glucosa o xilosa. Se observaron los cambios de pH en

volts sin sustrato (=), con glucosa () o xilosa (-) adicionadas a los 100 s en buffer MES-TEA 10 mM pH 6. Se sigui6 el

trazo durante 250 s. Se utilizaron células (50 mg/mL) ayunadas por 24 h provenientes de cultivos en medio liquido YPD

de 24 h. Datos representativos de 3 experimentos.
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Figura 41. Bombeo de protones en presencia de glucosa o xilosa. Se observaron los cambios de pH en

volts sin sustrato (=), con glucosa () o xilosa (-) adicionadas a los 100 s en buffer MES-TEA 10 mM pH 6. Se sigui6 el

trazo durante 250 s. Se utilizaron células (50 mg/mL) ayunadas por 24 h provenientes de cultivos en medio liquido YPD
de 24 h. Datos representativos de 3 experimentos.
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7 Discusioén

7.1 Asimilacion de fuentes de carbono

Las pruebas de asimilacion de ambas fuentes de carbono permiten identificar las
levaduras que pueden transportar y metabolizar xilosa, y también son una prueba para
discernir si alguna levadura que presenta crecimiento en medio con xilosa lo hace debido

a otros factores.

En las figuras 6 y 7 se aprecia que el in6culo en YPD o YPX Unicamente mostrd
diferencias en el crecimiento en medio con xilosa para C. lusitaniae. Sin embargo, en las
figuras 8 y 9 se observa que D. hansenii, C. lusitaniae y S. cerevisiae son incapaces de
crecer en medio minimo con xilosa en 48 horas. Esto es contrario a lo reportado para
levaduras del género Clavispora (Nigam et al., 1985) y D. hansenii (Amaral-Collaco et al.,
1989) que se encuentran entre las mejores para convertir rapidamente xilosa a etanol y/o
xilitol. Es necesario sefialar que es probable que en nuestros experimentos no
presentaran crecimiento debido a la temperatura que se utilizé (30°C) y a los

requerimientos de oxigeno en la caja de Petri.

7.2 Laxilosacomo fuente de carbono para el crecimiento

Es notable que todas las levaduras mostraron preferencia por un medio rico en glucosa,
pero a pesar de ello si hubo crecimiento en todas las cepas en medio con 20 g L de
xilosa, aunque con velocidades maximas diferentes. El comportamiento en medio liquido
fue congruente con los resultados obtenidos en el crecimiento en caja donde solamente 3
géneros presentaron crecimiento (C. guilliermondii, K. marxianus y Z. bailii). Estas
levaduras mostraron velocidades de crecimiento muy similares en medio YPX. C.
guilliermondii no mostré diferencia en su crecimiento para ninguno de los medios
complejos, lo cual puede significar que no tiene preferencia por alguin azucar en particular

y puede transportar y metabolizar ambos.



7.3 Parametros cinéticos a diferente pH

Las velocidades méaximas de crecimiento en YPD mostraron valores desde 0.574 h! hasta
1.093 hl, mientras que en medios YPX fueron desde 0.492 h'! hasta 1.177 h, las cuales
son mayores que las reportadas por Furlan et al., 1994 para P. stiptis en medio con 20 g
L! de xilosa con valores de 0.21-0.5 h' y a los obtenidos en C. tropicalis de 0.465 h?
(Sanchez et al., 2007).

En YPD, el rendimiento de biomasa producida por gramo consumido de glucosa fue
similar en todas las levaduras a todos los pH, excepto para Z. bailii a pH 6 en la que fue
mayor que en todas las anteriores. En comparacion con el rendimiento de biomasa
obtenido a partir de xilosa, éste es mayor para la mayoria de las cepas, a excepcion de S.
cerevisiae y D. hansenii, las cuales presentaron dificultad para crecer en los medios con
xilosa (Tabla 10 y 12). La biomasa maxima producida en medios con xilosa es hasta de
8.5 g L con rendimientos biomasa/sustrato de hasta 0.4 g g*. Furlan et al. (1997)
reportan para C. parapsilopsis producciéon de biomasa de hasta 6.1 g L™ en 126 h y un
rendimiento final de 0.28 g g. Preziosi-Belloy et al. (2000) reportaron en C. guilliermondii
rendimientos de 0.1 y 0.3 g g* de biomasa. Diz et al. (2002) obtuvieron en cepas de D.
hansenii valores de biomasa maxima de 6 g L* en mas de 90 h de fermentaciéon. Mussatto
et al. (2006) reportan un rendimiento de biomasa de 0.05 g g* en C. guilliermondii.

Con esto se prueba que nuestras levaduras adn en condiciones no Optimas de
crecimiento y fermentacién, son buenas productoras de biomasa a partir de 20 g L de
xilosa durante 48 h. Posiblemente al alargar el tiempo de fermentacion los rendimientos

de xilitol y/o etanol se incrementarian.
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Tabla 10. Rendimientos obtenidos en medio YPD con pH ajustado.

Kmax (hl) Xméx (g L_l) Y></s (g gl)
Cg 4 0.863 + 0.05 4.906 + 1.79 0.16 + 0.07
Cg 6 1.093 + 0.02 5.366 + 2.23 0.17 + 0.08
Sc4 0.836 + 0.10 4.333+2.44 0.11 + 0.06
Sc 6 0.901 + 0.08 5.500 + 0.91 0.18 + 0.02
Dh 4 0.574 + 0.18 2.700 + 0.55 0.09 +£0.01
Dh 6 0.595 + 0.15 3.400 + 0.81 0.11 + 0.02
Km 4 0.969 +0.10 | 3.066 + 1.66 0.20 + 0.04
Km 6 1.026 +0.12 3.366 + 1.06 0.12 + 0.05
Zb 4 1.017 +0.25 6.100 + 2.44 0.28 +0.10
Zb 6 0.856 + 0.13 3.766 + 2.82 0.47 +0.10
Cl4 0.979 + 0.07 3.600 +1.13 0.29 + 0.09
Cl 6 0.862 + 0.07 4.150 + 0.07 0.26 £ 0.17

Tabla 11. Rendimientos obtenidos en medio YPD con

pH ajustado (2).

Yos (097 Etanol (g L™) | Qs (g (gh™)
Cg 4 0.59 +0.11 10.73+2.26 | 0.014 + 0.0002
Cg 6 0.58 +0.14 11.3+0.93 | 0.014 +0.0016
Sc 4 0.58 + 0.07 11.94+3.12 | 0.016+0.002
Sc 6 0.51+0.11 12.99+4.31 | 0.014+0.003
Dh 4 0.26 + 0.06 6.46+1.08 | 0.007+0.001
Dh 6 0.24 +0.01 6.06 +0.67 | 0.006 + 0.0004
Km 4 0.50 + 0.05 8.55+3.96 | 0.014+0.001
Km 6 0.50 + 0.02 14.08+ 4.4 | 0.014 +0.0008
Zb 4 0.51 + 0.05 15.11+2.72 |0.014 +0.0016
Zb 6 0.45 + 0.09 13.88+1.74 | 0.012+0.002
Cl 4 0.4 +0.15 9.20+2.69 | 0.011+0.004
Cl6 0.38 + 0.07 8.37+0.67 | 0.010+ 0.002
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Tabla 12. Rendimientos obtenidos en medio YPX con pH ajustado.

Hmax (h-l) ><mélx (g L-l) Yx/s (g gl) YD/s (g gl) Xilitol (g L-l)
Cg4 1.062 = 0.08 7.933+1.70 0.34 + 0.06 0.28 £ 0.04 3.87£0.41
Cgb6 1.117+0.04 | 7.100+1.30 0.44 + 0.06 0.19 + 0.08 4.07 £ 0.06
Sc4 1.018 + 0.03 3.500 £ 0.51 0.12+0.04 0.04 + 0.04 0.33+0.12
Sc 6 0.492 + 0.03 3.766 + 0.68 0.21 +0.03 0.01 + 0.008 0.40 + 0.29
Dh 4 0.877 + 0.09 5.300 + 0.96 0.22 + 0.07 0.10 £ 0.04 1.77£0.73
Dh 6 0.640+0.19 | 4100+ 1.21 0.15+0.04 0.16 = 0.05 3.15+0.37
Km4 1.077+£0.04 | 8.500+0.10 0.36 £0.15 0.18 + 0.07 3.88 + 0.08
Km 6 0.946 = 0.25 7.433 £1.93 0.28£0.16 0.15+ 0.04 3.95+ 0.40
Zb 4 1.324 + 0.23 7.266 + 1.02 0.27 + 0.07 0.11 £ 0.04 2.77 £ 0.90
Zb 6 0.917 +0.31 8.600 + 1.31 0.27 £0.14 0.13 £ 0.06 3.75+0.27
Cl4 1.010£0.11 5.500 +1.27 0.43 + 0.05 0.17 = 0.09 3.80+£0.18
Cl6 0.940 £0.07 | 4.500+£0.70 0.32+0.12 0.19 + 0.10 1.64+0.70
Tabla 13. Rendimientos obtenidos en medio YPX con pH ajustado (2).
Yo (@ g™h) | Etanol (gL™)| Qs xilitol (g (g h™) | Qs etanol (g (g h™))

Cg4 0 0 0.0058 + 0.0009 0

Cgb6 0 0 0.0041 + 0.0017 0

Sc4 0 0 0.0008 + 0.0007 0

Sc6 0 0 0.0005 + 0.0003 0

Dh 4 0 0 0.0021 + 0.0010 0

Dh 6 0 0 0.0024 + 0.0020 0

Km4 0.10 £ 0.06 2.20+£0.81 0.0037 + 0.0015 0.0022 £ 0.0015
Km 6 0.07 £ 0.04 1.72 £ 0.62 0.0032 £ 0.0009 0.0013 = 0.0009
Zb 4 0.04 £0.01 1.12+£0.49 0.0024 + 0.0009 0.0008 + 0.0002
Zb 6 0.05 + 0.02 1.60 + 0.15 0.0028 + 0.0012 0.0010 + 0.0004
Cl4 0 0 0.0037 + 0.0019 0

Cl6 0 0 0.0040 + 0.0022 0

El rendimiento de etanol fue de hasta 0.6 g etanol por g glucosa, con concentraciones
finales de hasta 17 g L para la mayoria de las levaduras en ambos pH. Para D. hansenii
cuyo metabolismo es preferentemente respiratorio (Sanchez et al., 2006), estos valores
fueron muy bajos. El rendimiento de etanol producido a partir de xilosa fue de apenas 0.1
g etanol/ g xilosa y Unicamente se presentd en las cepas de K. marxianus y Z. bailii con

concentraciones finales de etanol de hasta 3 g L. Se han reportado distintas cepas de K.
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marxianus que alcanzan concentraciones de etanol a partir de xilosa de hasta 3.1 g L en
48 horas de fermentacion, mientras que para algunas cepas de C. guilliermondii no es
detectable alguna concentracion de etanol a las 48 horas pero si a las 24 horas de
aproximadamente 0.75 g L (Barbosa et al., 1988). Para Z. bailii no existen reportes de
produccion de etanol a partir de xilosa, aunque los resultados obtenidos son cercanos a
aquellos en K. marxianus (Fig. 25y 27) (Tabla 11y 12).

Aunque la produccion de etanol a partir de xilosa es muy baja comparada con aquella a
partir de glucosa, se esperaria que la produccion de xilitol fuera comparable por lo menos
para las cepas reconocidas como buenas productoras de xilitol (C. guilliermondii y D.
hansenii). Ojamo et al. (1994) y Roberto et al. (1999); reportan rendimientos xilitol/xilosa
de hasta 0.78 para C. guilliermondii con concentraciones iniciales de xilosa de 250 y 62 g
L, no obstante Hallborn et al. 1991 y 1994 reportan rendimientos de 0.95 y 0.81 para una
cepa recombinante de S. cerevisiae. Zhang et al. 2014, obtuvieron transformantes de K.
marxianus con rendimientos de produccion de xilitol de hasta 0.83 g g. De igual manera
Prakash et al. (2011) reportan para D. hansenii rendimientos de 0.78-0.82 g g* en 108
horas de fermentacion con 50 y 100 g L! de xilosa respectivamente. La maxima
concentracion de xilitol que se reporta en este trabajo es de 4 g/L en C. guilliermondii, K.
marxianus y C. lusitaniae (pH 4); a las 48 horas de fermentacion. Varios autores reportan
concentraciones de 16 g L para C. guilliermondii y 5 g L™ para K. marxianus a partir de
20 g L de xilosa (Barbosa et al., 1988); de hasta 71.2 g L™ para D. hansenii con 156 h de
fermentacion a 40 °C (Prakash et al. 2011). Preziosi-Belloy et al. (2000) obtienen en C.
guilliermondii rendimientos de 0.4-0.8 g g* de xilitol, asi como 0.27 g g de etanol. Diz et
al. (2002) obtuvieron en cepas de D. hansenii valores de 15.83 g L' de xilitol con
rendimiento de 0.6-0.8 g gty 1.75 g L de etanol en mas de 90 h de fermentacion.

Mussatto et al. (2006) reportan un rendimiento de xilitol de 0.68 g g* en C. guilliermondii.

No obstante los rendimientos de xilitol a partir de xilosa obtenidos en este trabajo fueron
muy bajos y muy cercanos entre todas las levaduras (con excepcion de S. cerevisiae,
control negativo), esto puede atribuirse a la baja concentracién de xilosa utilizada, asi

como los requerimientos de oxigeno que la conversion del azdcar implica.

Los valores de productividad de etanol a partir de glucosa son similares para todas las
cepas, excepto para D. hansenii cuya productividad de etanol es del 50% del valor de las

demés (Tabla 11). La productividad de etanol a partir de xilosa en K. marxianus y Z. bailii
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es 10 veces menor que a partir de glucosa. En cuanto la de xilitol a partir de xilosa sigue

siendo menor que aquella de etanol a partir de glucosa (Tabla 13).

C. guilliermondii, utilizada como control positivo, fue la levadura con mejor productividad
de xilitol en 48 horas de fermentacién (Tabla 13). Aun asi, Z. bailii y C. lusitaniae se
perfilan como buenas productoras de xilitol, siempre y cuando se encuentren las
condiciones Optimas de crecimiento, mantenimiento y produccién para cada una. C.
lusitaniae fue la Unica levadura con bajo crecimiento en medio sélido que en medio liquido

y con pH ajustado tanto 4 como 6, logré incrementar su crecimiento y produccién de xilitol.

El tiempo de consumo de sustrato es bastante diferentes para cada azlcar. Todas las
levaduras consumieron los 20 g L de glucosa entre 10 y 12 horas con velocidades de
aproximadamente 2 g (L h)'. Para el caso de xilosa, ninguna de las levaduras la
consumi6 después de 48 horas de fermentacion y la velocidad de consumo fue de hasta 1
g (L h)t. Se encuentran reportes de cepas de C. guilliermondii que consumen del 95 al
100 % de la xilosa utilizada, K. marxianus del 91 al 97 % (Barbosa et al., 1988); D.
hansenii del 62 % (Pal et al., 2013) en 48 h. Los resultados obtenidos son también
evidencia de la baja eficiencia del transporte del azucar, asi como de los obstaculos

intrinsecos de la ruta metabdlica de xilosa.

Se logr6 comprobar que existen géneros de levaduras que pueden metabolizar tanto
glucosa como xilosa; sin embargo, otros presentan dificultades para utilizarlas como
sustrato fermentativo debido a la maquinaria enzimética presente y la preferencia por

rutas fermentativas o respiratorias.

7.4 El transporte y acumulacion de azlUcares

De los experimentos se llegé a conocer que las 6 cepas crecen en medio con glucosa y
algunas presentan crecimiento en medio con xilosa; sin embargo, al estudiar sus
capacidades para transportar ambos azucares se puede nueva caracterizar a cada una de

las levaduras como transportadora de hexosas, pentosas o ambas.

Existen varios reportes sobre la K, del transporte de glucosa y xilosa en ciertos géneros
de levadura. Algunos mencionan que ésta es 8 veces menor para glucosa que para xilosa

en D. hansenii (Nobre et al., 1999). Para algunas S. cerevisiae recombinantes las K para
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el transporte de xilosa son de hasta 143 mM con Vmsx de 10 mmol (g h)?! y para C.
intermedia PYCC 4715 una K de 0.2 mM y Vinax de 1 mmol (g h)?* (Gardonyi et al., 2002,
2003). Estos valores cambian dependiendo del sustrato en el que sean crecidas las
células, asi como las condiciones de cultivo, debido a que bajo represion por glucosa las
células muestran un transportador de baja afinidad por xilosa operado por difusion
facilitada, mientras que se ha reportado que en algunas cepas de D. fabryi y D. hansenii
cultivadas en xilosa o glucosa y ayunadas muestran un transporte por simportador

protdén/azicar de alta afinidad (Ferreira et al., 2013).

En este estudio se utilizaron células crecidas en el mismo azucar en el cual se midi6 el
transporte después de un ayuno de 12 horas. Esto permitié observar que para glucosa a
pH 4, S. cerevisiae tiene la Vmax mayor. Para el caso de pH 6, fue K. marxianus la que
presentd una Vmax mayor. A estas condiciones de crecimiento es D. hansenii la que

present6 mayor afinidad por la glucosa, independientemente del pH utilizado.

Al comparar estos resultados con los obtenidos en el transporte de xilosa bajo las mismas
condiciones obtenemos que, las velocidades maximas no pasan de los 22 umol (g min)?,
y las Km no son menores de 1.1 uM. En este caso es C. guilliermondii present6 la mayor
Vmax €n ambos pH con las Kn mas bajas, o que la convierte en la mejor cepa para

continuar con el estudio de una proteina transportadora de xilosa en levaduras.

Aunque hay diferencia de afinidades entre los diferentes pH y en algunas cepas es mayor
al pH bajo, ello no es evidencia suficiente de la existencia de un simportador proton-xilosa

en ninguna de ellas.

7.5 Reduccion del NAD".

Bruinenberg et al., (1983), concluyen que la utilizacion anaerdbica de xilosa lleva
intrinsecamente a un cambio del balance redox, que evita una rapida fermentacion
alcohdlica. Siendo ésta la principal razon de la produccion de xilitol y no etanol en ciertas
cepas, es necesario conocer el estado redox de las células al agregar xilosa al medio. Las
levaduras con altas tasas de fermentacion alcohdlica, como S. cerevisiae, agotan y
reoxidan rapidamente el NADH formado al afadir glucosa, porque su metabolismo lleva a
la produccién de acetaldehido, que es rdpidamente reducido a etanol, con la reoxidacion

de este nucledtido. En presencia de xilosa, no actian las mismas enzimas, por lo cual no
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se genera la misma cantidad de NADH al instante. Siendo la transformacién a xilitol el
primer paso del metabolismo de la xilosa en las levaduras, la enzima xilosa reductasa
requiere NADPH y en el paso subsecuente, la conversion a xilulosa, se genera NADH por
la xilitol deshidrogenasa (Verduyn, et al., 1985). La alta produccion de xilitol se da porque
se produce una acumulacién de NADH y se inhibe la enzima xilitol deshidrogenasa
dependiente de NAD*. Este fendmeno es conocido como el Efecto Custer, resultado de la
incapacidad de las levaduras para compensar el exceso de NADH y que no tienen
actividad de transhidrogenasa (Van Dijkenet al., 1986).

Si bien se observé una diferencia en la produccion de NADH/NADPH posterior a la
adicion de glucosa en las cepas con inéculo en YPD y YPX, esta diferencia, aunque no
inmediata, tras la adicion de xilosa s6lo se observd en 3 casos: C. lusitaniae con inéculo

en YPD, K. marxianus y Z. bailii con inéculo en YPX.

El efecto tardio que presentoé la xilosa en las levaduras con inéculo en YPX es congruente
con la produccion de etanol a partir de xilosa que logran estos géneros. No obstante, el
efecto en C. lusitaniae no se observa en la producciéon de etanol porque las cinéticas de

fermentacion en xilosa provienen de un inéculo también de xilosa.

7.6 Consumo de oxigeno y efectos de inhibidores de
cadenarespiratoria

La cuantificacion del consumo de oxigeno por los diferentes géneros bajo las diferentes
condiciones present6 resultados diversos y caracteristicos de cada levadura. En primer
lugar se observo que la levadura modelo S. cerevisiae al ser fermentativa presentd bajos
niveles de respiracién en todas las condiciones, al igual que C. lusitaniae que también
resulté buena productora de etanol a partir de glucosa. Al contrario, C. guilliermondii tuvo
una respiracién elevada en todos los medios y con ambos azlcares. Para las cepas de K.
marxianus y Z. bailii el cambio de in6culo de YPD a YPX logré que aumentaran sus
velocidades de consumo de oxigeno tanto con glucosa como xilosa como sustrato. D.
hansenii, a pesar de tener preferencia por un metabolismo respiratorio, mostré bajas

velocidades de consumo de oxigeno en todas las condiciones.
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Se comprobé que el medio de cultivo utilizado como in6culo si representa un factor a
considerar para cuantificar el consumo de oxigeno, ya que dependiendo de la fuente de
carbono utilizada previamente se promueven o inhiben rutas fermentativas o respiratorias
propias de cada género. El in6culo en YP Unicamente promovié la respiracion en la cepa
de K. marxianus, por lo que las diferencias en velocidades de consumo de oxigeno entre

las levaduras se deben a los efectos de la glucosa y la xilosa como fuente de carbono.

En cuanto a los efectos del cianuro y el octilgalato sobre la capacidad respiratoria de cada
género, se obtuvieron resultados congruentes con la literatura y algunos otros no

estudiados previamente.

Se ha propuesto que la respiracion resistente a cianuro (CRR, Cianyde-resistant
respiration) podria servir como una funcién regulatoria del sobre flujo del exceso de
electrones cuando la via de citocromos esta saturada o limitada, esto por accién de una
oxidasa alterna (AOX). Se propone también, que dicha respiracion es inducida bajo
diferentes condiciones de estrés como un mecanismo que les permite sobrevivir.
Levaduras de los géneros Candida, Debaryomyces, Pichia y Yarrowia presentan este tipo
de respiracion en diferentes condiciones (Fig. 42) (Mclintosh et al., 1998; Camougrand et
al. 1991; Zimmer et al., 1997; Akimenko et al., 1979).

Intermembrane space

H* H* H*
NADH NAD* glycerol-P DHAP

NADH NAD*
Matrix

Figura 42. Cadena respiratoria ramificada en D. hansenii. (Tomado de Cabrera-Orefice et al., 2014).

Las cepa utilizada de D. hansenii en este estudio si presentd una respiracion resistente a
cianuro en in6culo YPX, aunque uUnicamente cuando la glucosa fue utilizada como

sustrato.

La CRR se reporta como ausente en levaduras Crabtree-positivo (Veiga et al., 2000) tales

como Z. bailii y S. cerevisiae. En K. marxianus, a pesar de ser Crabtree-negativa, estos
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autores no reportan una respiracion resistente a cianuro. Tales resultados son contrarios
los obtenidos con nuestra cepa de Z. bailii en las cuales se observd una respiracion
resistente a cianuro en aquellas provenientes de medio YPX con glucosa y xilosa como

sustrato.

La expresién de una oxidasa alterna en aquellas levaduras inoculadas en YPX podria
explicarse por un desabasto de ATP resultado del transporte de alta afinidad de xilosa, el
cual consume 1 mol de ATP por cada proton co-transportado (Weusthuis et al., 1993). Sin
embargo, dicho estrés puede deberse también al desequilibrio redox provocado en los
primeros pasos de la conversion de xilosa a xilitol, pues nuestros experimentos sefialan

que muy probablemente, tal cotransporte H*/xilosa no existe.

7.7 Lano alcalinizacion del medio

De existir un simportador proton-xilosa para transportar la xilosa a las células bajo
condiciones de ayuno, se esperaria que el medio exterior se alcalinizara al realizarse
dicho transporte. La presencia de un simportador proton-xilosa en levaduras del género
Rhodotorula ha sido reportada por Hofer et al. (1978) y Kilian et al. (1993) por

alcalinizacion del medio al adicionar xilosa como sustrato a levaduras ayunadas.

Las condiciones de estudio de nuestras cepas para elucidar si existe un simportador
dieron resultados negativos. Sin embargo, algunos otros autores afirman que la ausencia
de una alcalinizacién observable no puede ser tomada como evidencia de la ausencia de
un simportador (Prasad & Hofer, 1987; Loureiro-Dias, 1988). Lo anterior puede deberse a
la baja velocidad del transporte de la xilosa, que implicaria un cambio de pH del medio

que no se observa.

Existe en las bases de datos una secuencia de simportador protén-xilosa (Xylhp) en D.
hansenii CBS 767, la cual no ha sido confirmada. No obstante, al realizar un BLAST para
encontrar una secuencia similar en las levaduras utlizadas no se encontré ninguin

resultado positivo.
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8 Conclusiones

Con los resultados obtenidos se puede concluir que los diferentes géneros de levaduras
utilizados muestran comportamientos diferentes en glucosa y xilosa, pero no al modificar

el pH.

La levadura que se utilizé como control positivo, C. guilliermondii, es efectivamente la que
presenta mejores resultados tanto de crecimiento, transporte y asimilacion de xilosa; asi
como produccién de xilitol bajo las condiciones utilizadas. S. cerevisiae, control negativo,
presentd los rendimientos més bajos de consumo de xilosa y produccion de xilitol, asi

como de transporte de xilosa.

Para el caso de D. hansenii, al no utilizar la temperatura ni los niveles de oxigeno
reportados como O6ptimos para su crecimiento y produccién de xilitol, los resultados

obtenidos son bajos y no comparables con otras de las levaduras utilizadas.

C. lusitaniae alcanza rendimientos equivalentes a los de C. guilliermondii en presencia de

xilosa. Sin embargo, la afinidad por xilosa es 10 veces menor que en C. guilliermondii.

Tanto K. marxianus como Z. bailii tuvieron un comportamiento inesperado al ser las
Unicas con produccién de etanol cuantificable a las 48 h a partir de xilosa; aun asi, sus
rendimientos de xilitol son equivalentes a los obtenidos en C. guilliermondii y C. lusitaniae.
Esto, junto con la habilidad de revertir el desequilibrio redox y las modificaciones
presentadas en su capacidad respiratoria al ser expuestas a la xilosa, las coloca como las
mejores candidatas para continuar con la blsqueda del mecanismo de transformacion de
xilosa que permita satisfacer las demandas biotecnolégicas de productos derivados de

este azUcar.

Bajo las condiciones utilizadas y los analisis realizados, se concluye gue la cepa utilizada
de K. marxianus es la levadura con la que se obtendrian mejores rendimientos tanto de
etanol como xilitol a partir de xilosa. Esto debido a su rapida duplicacion, alta produccion

de biomasa, acumulacién de ambos alcoholes y estabilidad de los cultivos durante 48 h.

Los experimentos sefialan que el transporte de xilosa en las levaduras utilizadas no es

llevado a cabo por un simportador proton/xilosa.
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9 Perspectivas

Estudiar con mas detalle y por separado las cepas de C. guilliermondii, K. marxianus, Z.
bailii y C. lusitaniae para mejorar tanto las condiciones como pardmetros de transporte,

crecimiento y produccién de cada una.

Con la secuencia reportada del transportador de xilosa XYLH en D. hansenii es posible
realizar experimentos para conocer si existe la misma secuencia en las otras cepas, Si
codifica para la misma proteina y si tiene la misma funcién; asi como evaluar sus

propiedades cinéticas en la proteina aislada.

Las cepas de los géneros K. marxianus y Z. baili mostraron datos que abren una
oportunidad para continuar con el estudio del metabolismo de la xilosa en levaduras no
convencionales, tales como las enzimas involucradas en la ruta metabdlica, asi como el
mecanismo para restaurar el desequilibrio redox y los efectos de la xilosa en otros
procesos dentro de la célula. Con estos datos se puede prescindir de utilizar la misma
cepa de laboratorio y explorar otras opciones a partir de levaduras silvestres o de aquellas
levaduras cuyo estudio ha quedado limitado por falta de técnicas o conocimientos mas
profundos sobre cada género.

Finalmente, para poder competir con la produccién industrial de xilitol ser4 necesario
obtener una cepa o0 consorcio microbiano que pueda hidrolizar los residuos
lignocelulosicos, lograr un cultivo de alta densidad, transportar la xilosa sin inhibicion por
parte de la glucosa y transformar toda la xilosa consumida, o al menos una buena parte
de ella en xilitol sin comprometer en su totalidad el crecimiento del cultivo. Para eso es
preciso encontrar y estudiar enzimas hidroliticas, proteinas transportadoras de xilosa con
alta afinidad, enzimas propias de la ruta metabdlica (XR, XDH), asi como mecanismos de
clonacion y transformacion en levaduras no convencionales que permitan realizar la
menor cantidad de modificaciones en cepas que ya tengan la mayoria de las

caracteristicas esperadas.
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11 Anexos

11.1 Rendimientos Fermentativos (Equivalencias)

La cantidad de biomasa se cuantifico con los siguientes métodos: peso seco, unidades de

absorbancia, numero de células y peso hiumedo.

En el apartado de resultados se report6 el rendimiento Yys de los medios (YPD y YPX)

con pH ajustado Unicamente a partir de los datos obtenidos con la cuantificacion de

biomasa por peso seco. Esto con el fin de poder comparar con los resultados existentes

en la literatura. No obstante, se incluyen a continuacion las equivalencias del calculo del

rendimiento Yys utilizando los valores de biomasa obtenidos con unidades de absorbancia

(ua g1), nimero de células (#cel g*) y peso himedo (g g*1).

Tabla 14. Rendimientos Yxs en medios YPD.

Y xis
99’ uag* #cel gt g,-l
Cepas (peso seco) (600 nm) (peso humedo)
Cg4 0.16 £ 0.07 0.21 £ 0.06 1.64E10 + 2.38E10 0.0016 £ 0.0013
Cg6 0.25x£0.15 0.29+£0.04 1.50E10 + 2.06E10 0.0018 £ 0.0015
Sc4 0.11 £ 0.06 0.13+0.02 3.28E09 = 2.62E09 0.0008 + 0.0001
Sc 6 0.18 £ 0.02 0.14 £ 0.08 3.49E09 = 6.31E08 0.0010 + 0.0005
Dh 4 0.09 £ 0.01 0.10+0.08 1.19E09 + 9.95E08 0.0014 £ 0.0004
Dh 6 0.11 £0.02 0.12 £ 0.03 1.64E09 + 1.03E09 0.0008 + 0.0001
Km 4 0.20 £ 0.06 0.11+0.04 3.63E09 = 1.96E09 0.0005 + 0.0005
Km 6 0.12 £0.05 0.15+0.04 4.31E09 + 1.32E09 0.0010 £ 0.0005
Zb 4 0.28 £0.10 0.14+£0.12 7.66E09 £ 3.21E09 0.0010 £ 0.0000
Zb 6 0.47x0.1 0.19+0.11 4.26E10 = 6.03E10 0.0027 £ 0.0010
Cl4 0.31£0.07 0.25+0.12 8.45E09 * 3.52E09 0.0018 + 0.0010
Cl6 026+0.17  0.26+0.17  9.76E09 + 4.87E09 0.0010 + 0.0009
n=3
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Tabla 15. Rendimientos Yysen medios YPX.

Y xis
9 g‘l ua g'l tcel g'l q‘l
Cepas (peso seco) (600 Nnm) (peso humedo)
Cg 4 0.34+0.06  0.49+0.25 6.15E09 + 4.04E09 0.0030 + 0.0006
Cg6 0.34+0.17  0.28+0.11  3.43E09 + 2.76E09 0.0013 + 0.0007
Sc 4 0.12 + 0.04 0.09+0.14  3.37E09 + 2.23E09 0.0010 + 0.0009
Sc6 0.21+0.03  0.08+0.06 1.29E09 + 1.03E09 0.0005 + 0.0004
Dh 4 0.22+0.07  0.07+0.04 1.37E09 + 1.24E09 0.0007 + 0.0001
Dh 6 0.15+0.04  0.06+0.05 1.15E09 + 9.73E08 0.0006 + 0.0006
Km 4 0.36+0.15  0.22+0.11  4.37E09 + 3.42E09 0.0009 + 0.0001
Km 6 0.28+0.16  0.19+0.05 3.78E09 + 8.36E08 0.001 + 0.0004
Zb 4 027+0.07  0.18+0.14  3.50E09 + 2.30E09 0.0010 + 0.0001
Zb 6 027+0.14  0.13+0.07 3.73E09 + 2.30E09 0.0013 + 0.0003
Cl 4 0.43+0.05  0.19+0.04 4.21E09 + 4.03E08 0.0008 + 0.0004
cle _ 032+012  023+000 457E09 + 2,51E09 0.0011 +0.0015
=
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11.2 Modelado del simportador proton-xilosa Xylhp de D.
hansenii CBS 767

A partir de la secuencia de aminoacidos del transportador Xylhp de D. hansenii CBS 767
existente en la base de datos del National Center for Biotechnology Information

(www.ncbi.nlm.nih.gov) se analiz6 la estructura secundaria en cinco servidores distintos:

e www.predictprotein.org

o www.bioinfs.cs.ucl.ac.uk/psipred/

e www.biogem.org/tool/chou-fasman/

e http://npsapbil.ibcp.fr/cgibin/npsa_automat.pl?page=/NPSAnpsa_hnn.htm

o http://toolkit.tuebingen.mpg.de/sections/secstruct)
Se obtuvo una secuencia consenso.
Se analiz6 la hidrofobicidad con nueve servidores:

e http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS/tmdas.cgi

e http://www.ch.embnet.org/cgi-bin/TMPRED_form_parser

e http://www.enzim.hu/hmmtop/server/hmmtop.cgi

¢ http://harrier.nagahama-i-bio.ac.jp/sosui/cgi-bin/adv_sosui.cgi

o http://www.cbs.dtu.dk/cgibin/webface2.fcgi?jobid=565657CC00004AF32BC51D
52&wait=20

e http://toolkit.tuebingen.mpg.de/quick2_d/results/4331103

e http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/portal.py?#jobs::toppred.Y26345916421890

¢ http://blanco.biomol.uci.edu/mpex/

e http://cctop.enzim.ttk.mta.hu/?_=/jobs/result/f9f1bcfff3a98339d3bb24b1179590
33

Se obtuvo una estructura secundaria definitiva.

Se determiné la topologia de la proteina con respecto a la membrana con la ayuda de

cuatro servidores:

e http://octopus.cbr.su.se/

o http://phobius.sbc.su.se/cgi-bin/predict.pl
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e http://topcons.net/pred/result/rst_71dBpk/
e http://cctop.enzim.ttk.mta.hu/?_=/jobs/result/f9f1bcfff3a98339d3bb24b1179
59033.

Se analiz6 la presencia de zippers de glicina con motivos GXXXG en los cruces
transmembranales para determinar las posibles interacciones y/o empaguetamientos
entre éstos; los residuos aromaticos (Y y W) en las hélices para verificar la existencia de
un cinturébn aromatico, indicando cuales hélices interaccionan directamente con las
cabezas de fosfolipidos de la membrana; la presencia de hélices reentrantes
(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/result/f271dcca-940a-11e5-bb43-00163e110593) y
prolinas conservadas en cinco proteinas de diferentes microorganismos con un
alineamiento en T-Coffee (http://tcoffee.crg.cat/). Con el servidor HTMSRAP
(http://pbiotechnology.tbzmed.ac.ir/results.aspx) se obtuvo la orientacién de las hélices en

la membrana. De igual manera se determin6 el momento hidrofébico de las alfa-hélices.

Finalmente, con la estructura consenso y tomando como base el transportador de xilosa
XylE en E.coli se realizé el modelado 3D de la proteina utilizando el Swiss-Model, CCTOP
y RAPTOR.

El modelado del transportador de xilosa en la levadura marina D. hansenii localizado en
la membrana plasmatica dio como resultado una proteina de 557 aminoacidos y tamafio
estimado de 61 kDa, con a-hélices como estructura secundaria. Posee 12 cruces
transmembranales como cualquier transportador de azlcares presentes en levaduras. El
carboxilo y amino terminal fueron ubicados en el espacio intracelular. Por medio de un
zipper de glicina se encontré la interaccion entre dos cruces transmembranales y presento
un cinturén aromatico en la zona que interactia con las cabezas de fosfolipidos en la
parte superior de la bicapa lipidica (parte extracelular). EI modelo en tercera dimensién no
mostré quiebres en las hélices transmembranales a pesar de que existen prolinas
conservadas en varios transportadores, incluido el ya cristalizado simportador protén-

xilosa en la bacteria E. coli.

Esta proteina no ha sido cristalizada ni modelada por lo que éste es el primer modelo del
transportador en D. hansenii, a pesar de tener similitud con la secuencia del transportador

de D. fabryi, el modelo existente para el tltimo no coincide con el modelo obtenido para D.
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hansenii. Esto puede ser debido a la falta de herramientas computacionales existentes en
el afio que fue sometida a analisis esta estructura (2004).

Figura 43. Simportador protén-xilosa Xylhp en D. hansenii CBS 767.
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11.3 Resistencia a Geneticina (G418)

Una parte importante del proyecto fue purificar las cepas de cada género a utilizar. Se
usaron antibiéticos, tales como: ampicilina, tetraciclina, amoxicilina, cloranfenicol y

geneticina.

Se logré purificar con éxito las colonias Unicamente con geneticina a diferentes
concentraciones en medio liquido dependiendo del género. Para lograr esto se realizaron
curvas de viabilidad frente al antibiético en medio YPD y se eligié la concentracién

maxima que permitiera el crecimiento para cada género.

Se utilizo el Bioscreen C con lecturas cada 30 min de absorbancia a 600 nm, durante 48
horas. El control fue medio YPD sin ningln antibiético. Se iniciaron las cinéticas de
crecimiento con un valor de absorbancia de 0.03 a 600 nm. Las curvas se realizaron en el

software GraphPadPrism 6.
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Figura 44. Resistencia a G418 C. guilliermondii NRRL Y-2075 USDA.
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Figura 45. Resistencia a G418 en S.cerevisiae ITM 2014.
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Figura 46. Resistencia a G148 en D. hansenii Y-726 (CBS767).
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En C. guilliermondii (Fig. 43) no hubo efecto en el crecimiento a concentraciones de hasta
50 mg L. Para purificar esta cepa se utilizé una concentracién de 60 mg L. S. cerevisiae
disminuy6 su velocidad de crecimiento a partir de 30 mg L?, siendo la concentracién de
60 mg L letal en su totalidad (Fig. 44). En D. hansenii el crecimiento se retrasé hasta las
24 h en las concentraciones de 30 y 40 mg L. La concentraciéon de 50 mg L* fue letal
para esta cepa (Fig. 45). K. marxianus presento resistencia a concentraciones de hasta 50
mg L de antibiético y se utilizd6 60 mg L* para purificarla (Fig. 46). En Z. bailii, el
crecimiento fue disminuyendo en funcién de la concentracion de antibiético y aun asi a 60
mg L? de G418 se retrasdé hasta la hora 36 la fase estacionaria (Fig. 47). Ninguna
concentracion utilizada fue letal para esta levadura pero para purificarla se utiliz6 60 mgL™
al igual que para C. lusitaniae en la cual no fue afectado el crecimiento con ninguna

concentracion de antibiético de 30 a 50 mg L (Fig. 48).

Por lo tanto, se puede resumir que solamente para las cepas de S. cerevisiae, D. hansenii
y Z. bailii existe una concentraciéon minima inhibitoria (CMI) de G418 de 30 mg L, 30 mg

Ly 60 mg L™ respectivamente.
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Figura 47. Resistencia a G418 en K. marxianus.
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Figura 48. Resistencia a G418 en Z. bailii.
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Figura 49. Resistencia a G418 en C. lusitaniae.
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