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RESUMEN

La biomasa lignocelulésica es una fuente abundante de azucares para producir
bioetanol, antes de la fermentacién, necesita un pretratamiento que convierte la
celulosa y hemicelulosa en azucares simples, sin embargo, provoca la formacion de
inhibidores. El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto del furfural y acido
acético sobre el crecimiento, fermentaciéon y los parametros bioenergéticos de
Scheffersomyces stipitis y Saccharomyces cerevisiae. Se emplearon 0.1, 0.2y 0.3 %
(v/v) de furfural, de acido acético y la combinacidn de estos, usando glucosa 0.5 M a
30 °C por 48 horas y 250 rpm. Se evalué la velocidad especifica de crecimiento,
consumo de la fuente de carbono, produccién de biomasa y la produccién de etanol
durante 48 h. Se cuantificaron las especies reactivas de oxigeno, tasa de
acidificacion extracelular y potencial de membrana mitocondrial. S. cerevisiae no
crecié en los tratamientos empleados, mientras que S. stipitis crecié en la mayoria
de tratamientos. El aumento en la concentracién del furfural y del acido acético
disminuyeron la generacion de biomasa, consumo de glucosa y la produccién de
etanol. El furfural al 0.1 % (v/v) aumenté la tasa de acidificacién extracelular, mientras
que el &cido acético la disminuy6. Ambos inhibidores redujeron el potencial de
membrana mitocondrial a un nivel similar, mientras que la acumulacién de especies
reactivas de oxigeno fue mayor en la mezcla a 0.1 % (v/v) de cada inhibidor,
evidenciando un efecto sinérgico. Los resultados obtenidos nos ayudan a entender
el efecto de los inhibidores sobre el metabolismo de las levaduras con el fin de lograr
condiciones éptimas para la produccién de bioetanol.



1. INTRODUCCION

El crecimiento exponencial de la poblacion y el alto crecimiento de la actividad
industrial han ocasionado un aumento constante en la demanda de la energia. Una
de las principales fuentes de energia son los combustibles fésiles, los cuales son
utilizados para el sector industrial, agricultura, construccién y principalmente en el
transporte.

Al ser fuentes de energia no renovables se convierten en un problema, ya que
fuentes como hidrocarburos derivados del petroleo como lo son la gasolina y el diesel
son componentes que no se pueden recuperar con facilidad. Por lo cual, a medida
que pasa el tiempo dicho recurso natural se vera notablemente disminuido, ademas
de que genera la produccidén de gases nocivos para la salud y el medio ambiente,

generando problemas como el calentamiento global y el cambio climatico.

Bajo este contexto, los biocombustibles emergieron como una alternativa
prometedora porque podrian reducir la dependencia de los combustibles fésiles y al
mismo tiempo mitigar los efectos del efecto invernadero. El biocombustible es una
fuente de energia producida a partir de un microorganismo vivo, dentro de ellos el
mas estudiado es el bioetanol, un alcohol que se puede producir a partir de una
variedad de materias primas renovables, dentro de ellas, la biomasa lignocelulésica.
La conversion eficiente de esta biomasa en bioetanol es un desafio en la produccién
de biocombustibles, debido a que su estructura es compleja, lo que dificulta a los

microorganismos convertir los carbohidratos en bioetanol.



Por lo anterior, es necesario realizar un pretratamiento para descomponer la
estructura compleja del material, lo que permitira la hidrdlisis y fermentacion. El
pretratamiento mas utilizado dado a su gran efectividad para romper las estructuras
de la lignocelulosa es el acido. Sin embargo, este procedimiento conlleva a un
desafio, y es que, debido a su reactividad, termina generando inhibidores, los cuales
son subproductos que afectan negativamente los rendimiento de produccidén de

bioetanol.

Dos de los inhibidores mas comunes son el acido acético y el furfural, estos
compuestos se liberan durante el pretratamiento acido y pueden tener efectos
perjudiciales en las levaduras utilizadas en la fermentacion. Las levaduras de mayor
interés para uso industrial son Saccharomyces cerevisiae, levadura Crabtree positiva
capaz de fermentar una gran cantidad de carbohidratos y Scheffersomyces stipitis,

cepa Crabtree negativa, la cual se caracteriza por ser mas resistente a inhibidores.

Dichos inhibidores pueden ejercer efectos negativos tanto en el crecimiento y en la
fermentacién del bioetanol, por lo que es fundamental comprender en profundidad
los mecanismos de inhibicion y desarrollar estrategias para mitigar sus efectos
negativos. El presente trabajo se centra en evaluar el efecto del furfural y acido
acético sobre el crecimiento, fermentacibn y parametros bioenergéticos de
Saccharomyces cerevisiae y Scheffersomyces stipitis. Con lo anterior se contribuira
al avance del conocimiento en la produccion de bioetanol y viabilidad comercial de

los biocombustibles.



2. ANTECEDENTES

La economia global es dependiente de la energia proveniente de combustibles
fosiles para producir electricidad, carburantes y sustancias quimicas, los cuales son
fundamentales para llevar a cabo actividades econdomicas como la industria,
agricultura, construccion y transporte (Holechek y col., 2022).

Ano con afo, la humanidad se enfrenta a la problematica de una mayor demanda de
energia, por lo que la busqueda de fuentes alternativas es una opcidén que se debe
considerar. Recientemente, se ha establecido que la energia que se produce a través
de biocombustibles puede ser un suministro estable (Krishnan y col., 2018).

Los combustibles fosiles no son una fuente de energia renovable, en comparacién a
los biocombustibles como el bioetanol, el cual se produce a partir de la fermentacion
de azucares, provenientes de materiales residuales o subproductos. En los ultimos
anos, se ha incrementado la cantidad de investigaciones sobre la produccion de
dicho biocombustible. Por lo anterior, cada vez existen mas estudios con los cuales
se pueden comparan distintos métodos que permitan obtener mayores rendimientos
de produccién de bioetanol (Zheng y col., 2022). Una opcién es producir bioetanol a
través de la biomasa lignocelulésica, compuesta en su mayoria de celulosa,
hemicelulosa y lignina. Cuando se produce bioetanol a partir de dicho material se

considera como biocombustible de segunda generacién (Mikulski y Ktosowski, 2020).

Producir bioetanol a partir de este material es una buena area de oportunidad, debido
a que la mayoria de los residuos que generan la agricultura y la agroindustria son

residuos de biomasa lignocelulésica (Clauser y col., 2021). Se ha considerado que



emplear biomasa lignoceluldsica es mas conveniente debido a su alta disponibilidad,
permitiendo que los costos de produccidn sean menores, ademas es un material
totalmente renovable (Yousuf y col.,, 2019). Debido a la gran cantidad de
componentes que contiene la biomasa procedente de plantas, es necesario
encontrar un microorganismo que a nivel industrial nos permite obtener conversiones

eficientes de lignocelulosa a etanol.

2.1 Biomasa lignoceluldsica
La biomasa lignocelulésica es un material cuya accesibilidad ha aumentado por
desechos que generan las industrias y los residuos agricolas (Magalhdes y col.,
2019). Se ha establecido que los componentes de la lignocelulosa son sustratos
renovables y que al mismo tiempo son importantes para la produccion de bioetanol,
por lo que son fundamentales para alcanzar la sostenibilidad ambiental (Limayem y
Ricke, 2012). Con lo cual se pretende cubrir uno de los objetivos de desarrollo
sostenible para nuestro pais. Por esta razén, aprovechar la biomasa lignocelulésica
para producir biocombustibles es un area de oportunidad, ya que permite generar un
producto de interés para el beneficio humano, se encuentra en gran cantidad vy,

ademas, al ser utilizado no genera darnos al ambiente.

La biomasa lignoceluldsica se puede clasificar en dos formas. La primera es la
lefiosa, y se refiere a aquella que tiene ver con la madera, mientras que la segunda
es no lefosa e involucra residuos agricolas, plantas o fibras vegetales. De ambos

tipos de lignocelulosa, es importante considerar que su composicion y sus



propiedades fisicas son diferentes (Tye y col.,, 2016). Una de las principales
caracteristicas de la biomasa lignocelulésica es su naturaleza resistente a la
degradacion, convirtiéndolo en un obstaculo para la produccion de bioetanol. Por lo
tanto, es necesario entender su estructura y sus caracteristicas quimicas para poder
superar esta resistencia. La lignocelulosa es un material heterogéneo conformado
por lignina, se encuentra unida a la hemicelulosa por medio de enlaces covalentes,
mientras que la celulosa y la hemicelulosa se encuentran unidas por enlaces de

hidrogeno (Zoghlami y Paés, 2019).

2.1.1 Celulosa
La celulosa es un material fibroso e insoluble en agua, conformado por monémeros
de glucosa cuya unién se da por enlaces B-1,4-glucosidicos, formando cadenas que
toman una disposicién de microfibrilla (Velmurugan y col., 2020). Cada microfibrilla
de celulosa cuenta con 36 cadenas de glucosa. En las cadenas de celulosa se puede
tener un grado de polimerizacion de 2000 a 2500 residuos de glucosa (Festucci-
Buselli y col., 2007). La celulosa consiste en partes cristalinas y no cristalinas, en su
forma cristalina, los puentes de hidrégeno son los que se encargan de estabilizar las
cadenas de glucosa, mientras que las regiones con poca interaccion forman la parte
amorfa. Entre ambas partes, la forma no cristalina es mas susceptible a la

degradacién, mientras la parte cristalina es mas resistente (Rusli y col., 2021).



2.1.2 Hemicelulosa
Es un compuesto mas complejo, ya que puede estar compuesto de varios
polisacaridos con estructuras lineales o ramificados derivados de distintos azucares
(Sutikno y Kismurtono, 2018). De los monosacdridos que componen a la
hemicelulosa se encuentran pentosas y hexosas. De las pentosas se encuentran D-
xilosa y L-arabinosa, por otro lado, de las hexosas se pueden encontrar D-galactosa,
D-glucosa, y D-manosa (Musa y Bwatanglang, 2020). En comparacién a la celulosa,
la hemicelulosa es mas facil de hidrolizar para obtener los monémeros de pentosas

y hexosas (Laca y col., 2019).

2.1.3 Lignina

La lignina es un componente importante para las células vegetales, permite que la
pared celular sea mas robusta, siendo el componente mas dificil de degradar, a
diferencia de la celulosa y de la hemicelulosa (Yadav y col., 2022). La lignina es un
polimero aromatico que esta conformado por tres mondémeros fenilpropanoicos, los
cuales se encuentran unidos por enlaces éter, y junto con la hemicelulosa tienen la
funcion de adherir las microfibrillas de celulosa (Zhang y col., 2022). La estructura de
la lignina hace que fisicamente se convierta en una barrera que limita la conversién
de polisacaridos a monosacaridos debido a la unién irreversible e improductiva de
las enzimas (Robak y Balcerek, 2020).

Afortunadamente, la lignina es una barrera que se puede degradar por medio de
distintos pretratamientos para hacer mas accesible a la celulosa y a la hemicelulosa

a la accion de las enzimas (Yuan y col., 2021). En los procesos de produccion de



bioetanol a partir de material lignoceluldésico se pueden obtener cantidades
significativas de lignina. Dicho subproducto se puede utilizar para producir adhesivos
para madera, adhesivos sensibles a la presidn, protectores de rayos ultravioleta, y
elastbmeros termoplasticos, entre otros productos. Por lo anterior, la lignina se ha

convertido en un componente de valor por ser una fuente renovable (Xia y col., 2020).

2.2 Biocombustibles
El término biocombustible se puede definir como un combustible generado por
microorganismos, proveniente de biomasa, plantas o material biologico. Su definicién
mas simple seria como combustible que fue fabricado a partir de un organismo vivo,
es importante destacar que los biocombustibles se pueden encontrar de forma
liquida, sdlida o gaseosa (Ruan y col., 2019). Existe una amplia variedad de materias
primas que pueden ser usadas para la produccion de biocombustibles vy
considerando esto, se podran clasificar estos compuestos como biocombustibles de

primera, segunda y tercera generacion (Nanda y col., 2018).

2.2.1 Biocombustibles de primera generacion
Los biocombustibles de primera generacién se obtienen a partir de cultivos, los
cuales pueden ser de maiz, trigo u otros cereales como la cebada, cafa de azucar,
remolacha, coco o girasol, entre otros. Esta generacién de biocombustibles ha
resultado ser Util, desafortunadamente amenaza el abastecimiento de los alimentos

(Dahman y col., 2019).



2.2.2 Biocombustibles de segunda generacion
Los biocombustibles de segunda generacion se obtienen a partir de lignocelulosa y
a diferencia de la primera generacion, esta no compite con los suministros de
alimentos (Tudge y col., 2021). La materia prima que se puede utilizar para generar
biocombustibles son biomasa vegetal no comestible, como los residuos
agroindustriales. La ventaja de usar biomasa lignocelulésica radica en que es una
buena fuente renovable y, a su vez, puede generar efectos positivos en el ambiente
al aprovechar un residuo (Hernandez-Beltran y col., 2019). A pesar de que esta
generacion cuenta con beneficios prometedores, lo que dificulta la obtencién de
biocombustibles son los altos costos de produccién, por lo que no se ha llegado a

usar en escala comercial (Datta y col., 2019).

2.2.2.1 Bioetanol
Los biocombustibles que se pueden obtener a partir de biomasa son extensos, y se
pueden obtener de forma liquida, sélida y gaseosa. Dentro de los biocombustibles
liquidos se encuentran el bioetanol, biobutanol, biometanol, biodiésel, entre otros.
Para el caso de los sdlidos, el carbon vegetal, conocido como bio-char, se obtiene
por la descomposicion térmica de la biomasa, y para los gaseosos se pueden obtener
biogas o biohidrégeno (Sindhu y col., 2019). El bioetanol es un biocombustible liquido
producido a través de la fermentacién de biomasa lignocelulésica, es muy atractivo
debido a su alto octanaje, para utilizarlo como combustible, ya que se puede mezclar
con la gasolina hasta un 85 % (v/v) sin tener que modificar el motor (BuSi¢ y col.,

2018).



La produccién de bioetanol generalmente contempla tres operaciones unitarias, las
cuales son pretratamiento, fermentacion y recuperacion. El reto actual para obtener
dicho biocombustible radica en reducir costos y al mismo tiempo obtener

rendimientos altos (Rezania y col., 2020).

2.2.3 Biocombustibles de tercera generacion
Los biocombustibles de la tercera generacién se obtienen con el uso de biomasa de
algas, su produccién depende del contenido de lipidos de los microorganismos. Las
ventajas de esta generacion radican en que no es necesario el uso de alimentos, se
obtienen altos rendimientos de produccién y es un proceso asequible, debido a que
los recursos necesarios son baratos. El problema de esta generacién es que aun no
se puede economizar por aspectos de viabilidad econdmica y evaluaciones de ciclos

de vida (Rafa y col., 2021).

2.3 Pretratamiento de la biomasa lignocelulésica
Los residuos de lignocelulosa tienen un gran potencial para producir distintos
productos como biocombustibles, bioquimicos y biomateriales, convirtiéndolo en un
material de gran impacto para una mayor sustentabilidad en el mundo (Borrero-Lopez
y col., 2022). A pesar de que es una gran idea utilizar residuos que consisten en
lignocelulosa, el problema es su estructura compleja. Actualmente, el concepto de
biorrefinerias se aplica a los procesos donde se convierte biomasa en energia. Las
biorrefinerias se definen como estructuras en las cuales la biomasa se emplea en un

proceso optimizado para la produccion de mdultiples productos como precursores



quimicos, biodiesel y biocombustibles, como el bioetanol (Kumar y col., 2020). La
composicidn heterogénea de la lignocelulosa y factores como la presencia de lignina,
cristalinidad y grado de polimerizacion de la celulosa hacen que la biomasa sea un

material resistente a la hidrolisis catalizada por enzimas (Andlar y col., 2018).

La presencia de la lignina hace que sea necesario el uso de pretratamientos para
aumentar la disponibilidad de los carbohidratos hacia las levaduras vy
consecuentemente obtener rendimientos altos de produccién de bioetanol (Broda y
col., 2022). Las microfibrillas de la celulosa cuentan con regiones cristalinas y
amorfas, las regiones cristalinas hacen que disminuyan los rendimientos de
produccion de bioetanol, por lo que es importante reducirlas (Vasic¢ y col., 2021).
Adicionalmente, es necesario considerar que, durante el proceso, se evite degradar
los carbohidratos para prevenir la formacion de inhibidores que afecten directamente
la fermentacion ya que esto puede derivar en procesos mas costoso (Brodeur y col.,

2011).

El pretratamiento se puede llevar a cabo de distintas formas, las cuales pueden ser
por procesos bioldgicos, fisicos, quimicos o fisicoquimicos. Los pretratamientos
fisicos reducen el tamafo de particula de los residuos y disminuyen la cristalinidad
por medio de molienda o trituracion; mejorando el proceso de hidrélisis, pero
desafortunadamente a escala industrial resulta ser costoso por la cantidad de energia
que se tiene que emplear (Baruah y col., 2018). El pretratamiento quimico consiste

en cambiar las propiedades recalcitrantes de la lignocelulosa por medio de
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reacciones quimicas utilizando acidos, bases, liquidos idnicos u oxigeno (Jedrzejczyk
y col., 2019). De todos los pretratamientos quimicos, el acido es el que mas se suele
emplear, debido a los altos rendimientos en la obtencion de mondémeros de
carbohidratos comparados contra otros compuestos (Oriez y col., 2019). Los acidos
se pueden emplear concentrados o diluidos, ambos tienen la capacidad de obtener
grandes cantidades de azucares. Para el caso de los concentrados, resulta ser
costoso porque se tienen que usar grandes cantidades, los reactores deben ser
resistentes a la corrosion y debe considerarse un costo extra para la recuperacion

del &cido, por lo que el acido diluido es mas conveniente (Zheng y col., 2022).

El pretratamiento quimico, en particular con acidos diluidos, es el mas comunmente
utilizado a nivel comercial, por ser econémico y por su gran eficiencia para degradar
la lignina (Niju y col., 2019). El inconveniente del uso de acidos es la generacion de
inhibidores como hidroximetilfurfural, furfural y &cido acético, ya que son compuestos
que provocan que el microorganismo muera o tenga un crecimiento mas lento.
Considerando lo anterior, es necesario buscar alternativas para reducir o eliminar la
presencia de los inhibidores generados para evitar tener menores rendimientos de

produccién de etanol (Luo y col., 2022).

El pretratamiento bioldgico consiste en utilizar microorganismos como hongos para
degradar la estructura de la biomasa, especificamente sus tres componentes;
aunque no se suele emplear para la produccién de bioetanol debido a que la

degradacién de la lignocelulosa es lenta (Galbe y Wallberg, 2019). Las enzimas
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ligninoliticas (lacasas y peroxidasas) degradan la lignina por su alto potencial 6xido
reductor, oxidando la lignina directamente (Wang y col., 2018). Para obtener mejores
rendimientos, se busca desarrollar microorganismos con mejor capacidad de realizar
la hidrdlisis, aunque otra alternativa es la combinacidén con pretratamientos fisicos
(Brodeur y col., 2011). De los pretratamientos fisicoquimicos, la extraccion de fibra
con amoniaco (AFEX), consiste en exponer la biomasa lignocelulésica a amoniaco
anhidro con temperaturas moderadas y altas presiones para la ruptura de la celulosa
cristalina. También se pueden emplear otros pretratamientos como procesamiento
hidrotérmico, explosién de vapor, agua caliente liquida, fluidos supercriticos y mezcla

de alta presion de CO2/H20 (Silveira y col., 2015).

2.3.1 Hidrdlisis acida de la biomasa lignocelulésica
La hidrélisis es el paso en el que se obtienen los monémeros de hexosa y pentosa,
que se encuentran dentro de la celulosa y de la hemicelulosa de la biomasa
lignocelulésica. Los métodos de hidrdlisis que se emplean para la produccién de
bioetanol son hidrélisis quimica con el uso de acidos inorganicos concentrados o
diluidos, y el otro método es la hidrdlisis enzimatica (Periyasamy, 2018). Las enzimas
y los &cidos tienen el mismo mecanismo de hidrélisis, ambos rompen los enlaces
glucosidicos B-1,4 (Zhou y col., 2023). Cuando se aplica la hidrélisis quimica, al
emplear acidos concentrados se usan temperaturas bajas, mientras que al usar
acidos diluidos se usan temperaturas altas; el inconveniente de estos procesos es

que, al emplear los acidos a altas temperaturas, se generan compuestos que pueden
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inhibir el crecimiento de los microorganismos en etapas posteriores (Baruah y col.,

2018).

Por otro lado, la hidrdlisis enzimatica se realiza después del pretratamiento, utilizando
celulasas, pudiendo utilizarse bacterias u hongos que producen dichas enzimas. Esto
es un procedimiento mas econdmico comparado con el uso de sustancias quimicas;

su desventaja son los tiempos largos de reaccion (Damayanti y col., 2021).

2.4 Fermentacién
Los mondmeros de azucares obtenidos después de realizar el pretratamiento y la
hidrolisis se pueden utilizar para la obtencion de bioetanol a través de la fermentacion
(Vasic¢ y col., 2021). En este paso es donde la presencia de sustancias inhibidoras,
puede resultar en un punto perjudicial para el proceso. Otro aspecto que puede
afectar la productividad son la mezcla de pentosas y hexosas presentes, debido a
que hay microorganismos que no son capaces de metabolizar las pentosas (Hashem

y col., 2021).

Durante la fermentacién, los factores ambientales como la temperatura, pH,
concentracion de bioetanol, concentracién de sustrato y agitacion influyen en los
rendimientos (Selim y col., 2018). Por lo cual, es importante identificar las posibles
condiciones de estrés que afectan la viabilidad y el rendimiento de la fermentacién.
Si la concentracién de azucares es alta, puede afectar por medio del estrés osmético

o a medida que se lleva a cabo la fermentacion se ira acumulando el etanol, por lo
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que una alta concentracidbn puede tener impacto sobre el microorganismo
(Samakkarn y col., 2021). El microorganismo siempre estara expuesto a condiciones
que les generen estrés, para la produccion de bioetanol es importante encontrar
microorganismos que cuenten con una alta capacidad de tolerar dichas condiciones,

para que su viabilidad no afecte los rendimientos de produccién de bioetanol.

2.5 Levaduras para producir bioetanol
Las levaduras son microorganismos eucarioticos unicelulares, cuentan con nucleo,
aparato de Golgi, mitocondria, vesiculas, reticulo endoplasmatico y todo el contenido
celular de la levadura que se encuentra envuelto por la membrana y pared celular
(Walker, 1998). Se pueden reproducir asexualmente por gemacion o sexualmente
por formacién de esporas (Hernandez-Cervantes y col., 2020). Las levaduras tienen
distintas aplicaciones, pueden producir alimentos como pan y cerveza, proteinas
para uso terapéutico, biocombustibles, entre otras aplicaciones. Son
microorganismos que se manipulan con facilidad, crecen rapido y se les pueden
aplicar herramientas genéticas para comprender su metabolismo; con lo anterior son

el modelo ideal para estudiar modelos eucarioticos (Tullio, 2022).

La fermentacién alcohdlica de las levaduras es un aspecto que esta bien estudiado,
se consideran excelentes microorganismos para producir bioetanol por su capacidad
de fermentar distintos azlcares, tolerar temperaturas altas y concentraciones

elevadas de azucares y etanol (Tenea y Veintimilla, 2021).
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2.6 Metabolismo de las levaduras
El metabolismo involucra todas las reacciones catalizadas por enzimas que ocurren
dentro del organismo y cuenta con distintas funciones. La primera consiste en
obtener energia quimica, la segunda es convertir nutrientes en macromoléculas, la
tercera es para ensamblar proteinas, lipidos, acidos nucleicos, entre otros
componentes celulares; y la ultima consiste en la degradacion de biomoléculas para
funciones especificas (Jain y col., 2004). La glucosa es la fuente de energia mas
basica; el metabolismo del carbono es aquel que se encarga de procesarla, por lo
que tendra un impacto directo en la reproduccidn de las células. Para el caso de las
levaduras, hay distintos tipos de metabolismos de la glucosa, el cual dependera de

la cantidad que se encuentre disponible (Maslanka y Zadrag-Tecza, 2020).

Para que la célula pueda crecer, sintetizar biomoléculas y desarrollar otras
actividades, requiere de una molécula portadora de energia, se le conoce como
adenosin trifosfato (ATP). Su obtencion es por medio de dos vias; la primera es por
respiracion celular, mientras que la segunda via corresponde a la fermentacién. La
respiracion es la que resulta ser mas eficiente en cuanto a la produccion de ATP
(Pfeiffer y Morley, 2014). La fermentaciébn y la respiracion se consideran
metabolismos antagdnicos. El metabolismo de la levadura dependera de la respuesta

a las condiciones fisiolégicas o de los nutrientes disponibles (Malecki y col., 2016).

La respiracion es un proceso metabdlico donde se produce energia quimica a partir

de la oxidacion de moléculas organicas, como los carbohidratos. Este proceso
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requiere la presencia de oxigeno, el ATP es la fuente estandar de energia que se
libera en la respiracion, por la desfosforilacion del ATP a ADP. Este proceso
metabolico involucra la glucdlisis, el ciclo de Krebs y la transferencia de electrones
del hidrégeno para sintetizar el ATP (Cox, 2013). En todo el metabolismo de la
respiracion se produce energia y una molécula de agua. Todo el proceso se puede

representar mediante la Ecuacion (1).

CsH1206 + 602 — 6CO2 + 6H20 + 38 ATP (1)

La glucdlisis es una serie de reacciones enzimaticas para romper una molécula de
glucosa para producir dos moléculas de piruvato. El piruvato obtenido en la via
glucolitica tiene dos posibles destinos, dependiendo de la levadura y de las
condiciones en las que se encuentre (Pfeiffer y Morley, 2014). En ausencia de
oxigeno, el piruvato se convertira en lactato, mientras que en presencia de oxigeno
sera convertido a Acetil-CoA en la mitocondria para seguir el ciclo de Krebs y el

trasporte de electrones (Betts y col., 2022).

Ante condiciones de estrés, las células pueden regular el flujo glucolitico para
sobrevivir por medio de enzimas que tengan regulacién alostérica (hexoquinasa,
fosfofructoquinasa y la piruvatoquinasa) o por medio de sustratos como ADP, ATP,
NAD+* y NADH (Posas y Nebreda, 2008). El ciclo de Krebs se da en la matriz
mitocondrial y consta de una serie de reacciones en un circuito cerrado. Inicia con

Acetil-CoA para terminar produciendo dioxido de carbono, y la mayoria de las
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coenzimas reducidas para la generacion de ATP en la cadena transportadora de

electrones (Martinez-Reyes y Chandel, 2020).

El ultimo paso es la fosforilacién oxidativa, que consiste en una cadena en la que hay
transferencia de electrones, los cuales son impulsados por la oxidacidén del sustrato
que se ajusta para la sintesis de ATP a través de un gradiente transmembranal
electroquimico (Horton y col., 2008). La transferencia de electrones se puede llevar
a cabo por NADH a través de los complejos I, lll y IV, o se puede dar por FADH2 por
los complejos I, 1l y IV. Ambos caminos son independientes, pero permanecen
acoplados por el gradiente electroquimico de la membrana mitocondrial y solamente
tienen similitud al comenzar con la reduccion de quinona a hidroquinona (Korla y

Mitra, 2013).

La fermentacién es un término que cuenta con varias definiciones. La definicibn mas
aceptada es la reaccién incompleta de oxidacién-reduccién en la que tanto el
donador como el aceptor de electrones son compuestos organicos producidos a

partir de la degradacién del mismo sustrato inicial (Al-Daccache y col., 2021).

La fermentacién complementa la glucdélisis y hace posible que se pueda seguir
produciendo ATP en ausencia de oxigeno, ya que oxida el NADH que se produjo en
la glicdlisis para que vuelva a ser utilizado y producir mas ATP para el organismo
(Choudhary y col., 2018). En la produccion de etanol, se ha logrado determinar el

rendimiento tedrico de producto/sustrato (Yp/s), siendo 0.511 g/g. Dicho valor
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expresa la cantidad de etanol que puede producirse por cada gramo de glucosa
consumida. Experimentalmente, el valor real sera menor, porque el microorganismo
primero produce el material necesario para la sintesis de componentes celulares que
le permitan estar en un estado estable (Mutton, y col.,, 2019). Los factores
ambientales como la disponibilidad de glucosa y los niveles de oxigeno pueden
regular la respiracion y fermentacion de las levaduras, es importante destacar que
las levaduras son capaces de adaptarse a las condiciones de crecimiento (Walker,
1998). Los nutrientes del medio no solo son sustratos para crecimiento, también
sirven como sefiales para determinar su metabolismo y crecimiento, ya que cuentan
con mecanismos que al detectar nutrientes ajustan sus rutas metabdlicas para

garantizar la supervivencia (Tsang y col., 2018).

Las levaduras se clasifican en fermentativas obligadas y fermentativas facultativas,
de acuerdo con la forma en la que obtienen energia (Tofalo y Suzzi, 2016). Las
levaduras fermentativas obligadas son aquellas levaduras que solo pueden
metabolizar glucosa por medio de la fermentacidn, incluso en la presencia de oxigeno
(Rodrigues y col., 2006). Dentro de las fermentativas facultativas se encuentran las
Crabtree positivas, Crabtree negativas y las no fermentativas. Las Crabtree positivas,
son levaduras que realizan la fermentacién cuando se encuentran en medios con
altas concentraciones de azlcares en presencia de oxigeno. Las Crabtree negativas,
no crecen en condiciones anaerébicas y no producen etanol en condiciones de
aerobiosis; mientras que las no fermentativas no producen etanol (Walker, 2011).

Para el caso del efecto Crabtree positivo, se puede dividir en dos subgrupos. El
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primero es Crabtree a corto plazo, el cual activa de manera repentina la fermentacién
por las altas concentraciones de glucosa y el otro es el Crabtree a largo plazo, donde
la fermentacion aerdbica se encuentra en estado estacionario con las levaduras
completamente adaptadas (De-Alteriis, 2018). El efecto Crabtree es también
ocasionado porque la glucosa reprime la sintesis de varias enzimas respiratorias y
gluconeogénicas, este fendmeno se le conoce como represion catabdlica (Laussel y

Léon, 2020).

2.7 Inhibidores de la fermentacion alcohdlica
Se ha demostrado que el furfural inhibe directamente a las enzimas como alcohol
deshidrogenasa, piruvato deshidrogenasa y acetaldehido deshidrogenasa; por lo que
afecta directamente su crecimiento. También provoca la acumulacién de especies
reactivas de oxigeno, por lo que termina dafiando los componentes principales de la
célula (Liu y col., 2020). El acido acético es un inhibidor que es capaz de atravesar
la membrana de la célula para posteriormente afectar el metabolismo (Artifon y col.,
2018). El crecimiento de la levadura se vera afectado por la acidificacién intracelular,
dicho estrés provoca que se reprima el uso de nutrientes y de energia; al mismo
tiempo el 4cido acético también genera dafno oxidativo por las especies reactivas de

oxigeno (Zhang y col., 2019).

Saccharomyces cerevisiae es una levadura Crabtree positiva y resulta ser la levadura
mas utilizada para la produccion industrial de bioetanol por su gran capacidad para

fermentar glucosa y por tener excelentes rendimientos de etanol. Mientras tanto,
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Scheffersomyces stipitis es Crabtree negativa, es una levadura que se considera
como gran candidato para producir bioetanol a partir de lignocelulosa por su
capacidad de fermentar xilosa, pero también se ha demostrado que es capaz de
catabolizar glucosa (Ruchata y col., 2020). Se ha demostrado que S. stipitis y otras
levaduras Crabtree negativas son capaces de inducir la fermentacién por la limitacion
de oxigeno, por lo que proporcionarle condiciones de microaerofilia permitiran a la

cepa producir bioetanol (Jeffries y Van-Vleet, 2009).
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3. HIPOTESIS

La presencia del furfural y acido acético, al utilizar glucosa como fuente de carbono,
impactara de manera similar en S. cerevisiaey S. stipitis. Dado que estos inhibidores
afectan directamente la mitocondria, se postula que el incremento en la
concentracion de ambos inhibidores, estard correlacionado con un aumento en la
desregulacion del crecimiento, disminuyendo la fermentacién y alterando los
parametros bioenergéticos como la acumulacion de especies reactivas de oxigeno,

potencial de membrana mitocondrial y tasa de acidificacién extracelular.
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4. OBJETIVOS
4.1 General
Evaluar el efecto del furfural y 4cido acético sobre el crecimiento, la fermentacion y

bioenergética de Scheffersomyces stipitis y Saccharomyces cerevisiae.

4.2 Especificos

e Evaluar el efecto del furfural y el acido acético en la velocidad especifica de
crecimiento de Scheffersomyces stipitis y Saccharomyces cerevisiae.

e Relacionar el efecto del furfural y el acido acético sobre especies reactivas de
oxigeno, potencial de membrana mitocondrial y en la tasa de acidificacion
extracelular de Scheffersomyces stipitis y Saccharomyces cerevisiae.

e Determinar la influencia del furfural y el acido acético en la produccion de
biomasa, consumo de glucosa y produccion de etanol utilizando Scheffersomyces

stipitis y Saccharomyces cerevisiae.
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5. METODOLOGIA
5.1 Materiales
5.1.1 Reactivos
Para los diversos experimentos se emple6 extracto de levadura, furfural ACS reactivo
99 %, tartrato sodico potasico, hidroxido de sodio, acido 3,5-dinitrosalisilico (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA), peptona de caseina, agar bacteriol6gico (BD Bioxon,
Estado de México, México), extracto de levadura, glucosa monohidratada, 2',7'-
diclorodihidrofluoresceina (H2DCFDA), &cido acético glacial, alcohol etilico absoluto

(Meyer, CDMX, México), NaCl, KCI, KH2POs, NA2HPO4 (J.T Baker, NJ, EUA).

5.1.2 Cepas
Todos los experimentos se realizaron utilizando las cepas de Saccharomyces
cerevisiae BY4742 y Scheffersomyces stipitis NRRLY-7124, mantenidos a -70 °C.
Las levaduras se activaron usando medio YPD (10 g L' extracto de levadura, 20 g
L' de peptona), adicionado con 20 g L' glucosa, y creciéndolas a 30 °C por una
noche a 250 rpm. Posteriormente, se propagaron en placas de agar YPD (20 g L'
agar bacterioldgico, 10 g L' extracto de levadura, 20 g L' peptonay 20 g L' glucosa)

previas a los experimentos.
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5.2 Métodos

5.2.1 Esquema experimental

Para los tratamientos se emple6 la metodologia propuesta por Granados-Arvizu y
col. (2019). Se utilizé medio YPD con una concentracion de glucosa de 0.5 M, como
inhibidores se estudiaron furfural y 4cido acético a tres concentraciones, 0.1, 0.2 y
0.3 % (v/v). Los tratamientos experimentales se llevaron a cabo por triplicado,

considerandolos como se muestran a continuacion (Cuadro 1):

Cuadro 1. Tratamientos experimentales

Fuente de

Concentracion de

Tratamiento carbono Inhibidor inhibidor (%) (v/v)
Control Glucosa 0.5 M - -

1 Glucosa 0.5 M furfural 0.1

2 Glucosa 0.5 M furfural 0.2

3 Glucosa 0.5 M furfural 0.3

4 Glucosa 0.5 M Acido Acético 0.1

5 Glucosa 0.5 M Acido Acético 0.2

6 Glucosa 0.5 M Acido Acético 0.3

7 Glucosa 0.5 M Acido acetico+ 0.1
furfural

8 Glucosa 0.5 M Acido acetico+ 0.2
furfural

9 Glucosa 0.5 M Acido acetico+ 0.3

furfural
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5.2.2 Determinacion de la velocidad especifica de crecimiento
El crecimiento de ambas levaduras se evalu6 empleando medio YPD a pH 5.0,
usando glucosa 0.5 M como fuente de carbono. Los crecimientos se llevaron a cabo
en microplaca de 96 pozos, usando un agitador orbital a 30 °C a 250 rpm. Se evalué
la densidad 6ptica a 600 nm (DOeoo) alas 0, 2,4, 6, 8,10, 12, 24, 36 y 48 h empleando
un lector de microplacas multimodal (Varioskan Flash, Thermo Scientific, Waltman,
MA, EUA). Se usé el software GraphPad Prism (Version 8.0.1, San Diego CA, EUA)
para determinar la velocidad especifica de crecimiento (u), la cual se calculd

mediante la Ecuacion (2):

X = xg et 2)

Donde xo es la poblacién inicial de células, Xt es la poblacién final y t es el tiempo (h).

5.2.3 Parametros bioenergéticos
Se seleccionaron los tratamientos donde se observé crecimiento para evaluar los

parametros bioenergéticos.

5.2.3.1 Potencial de membrana mitocondrial (PMM)
El potencial de membrana mitocondrial se midié6 empleando el kit de ensayo JC-10
(Sigma-Aldrich) siguiendo las especificaciones del fabricante. Las cepas de levadura
se crecieron en medio YPD suplementado con 2 % de glucosa (p/v) durante toda la

noche (12 h) a 30 °C, con agitacion constante (250 rpm). Posteriormente, se midio la
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DOeoo para determinar el volumen de indculo necesario para una DOsoo inicial ~ 0.1,
que se agregd a un matraz de 25 mL que contenia 5 mL de medio YPD con glucosa
0.5 M suplementado con furfural, &cido acético o la mezcla de estos, de acuerdo con
los tratamientos del Cuadro 1. Se incubaron a 30 °C a 250 rpm, hasta alcanzar la
fase media exponencial (DOsoo ~ 0.6). Posteriormente, se centrifugaron a 4000 x g
durante 4 min, se lavaron y se resuspendieron en solucion salina de fosfatos (PBS)
cuya composicion fue de 137 mM de NaCl, 2.7 mM de KCI, 10 mM de NazHPO4y 2
mM de KH2POas. Al final, se colocaron 50 pL de células resuspendidas (3x10°
células/pocillo) en una placa oscura de 96 pocillos para incubarla a 37 °C por 30 min,
se agregaron posteriormente 50 pL del tampdn B a cada pocillo y se midi6 la
fluorescencia con una intensidad de fluorescencia roja (Aex = 490/ Aex = 525 nm) y
verde (Aex = 540/ Aex =590 nm) con un lector de microplacas multimodal (Varioskan).
Se empleo la relacion de intensidad de fluorescencia rojo/verde para reportar el

potencial de membrana mitocondrial (PMM).

5.2.3.2 Determinacion de especies reactivas de oxigeno
La determinacion de especies reactivas se llevo a cabo de acuerdo con lo reportado
por Sinha y Pick (2020) con algunas modificaciones. Se crecieron los inéculos en
medio YPD con glucosa al 2 % (p/v) en agitacion a 250 rpm y 30 °C por una noche
(12 h). Una vez transcurrido el tiempo se midio la DOeoo para determinar el volumen
de in6culo necesario para una DOsoo inicial ~ 0.1, al que se agregd a un matraz de
25 mL que contenia 5 mL de medio YPD con glucosa 0.5 M considerando los

tratamientos del Cuadro 1. Se incubaron a 30 °C a 250 rpm, hasta alcanzar la fase
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media exponencial (DOsoo ~ 0.6). Posteriormente, se recolectaron aproximadamente
2 x 107 células a 3,000 x g durante 3 min, se desech¢ el sobrenadante (conservando
en el tubo 200 pL de medio), homogenizando las células y se les adicion6 4 L de
2'7'-diclorodihidrofluoresceina (5 mg/mL disuelto en agua destilada) para
posteriormente incubarlas por 1 h a 28 °C con agitacidn moderada (200 rpm).
Transcurrido el tiempo, las células se recolectaron a 3,000 x g durante 3 min y se
lavaron 2 veces con 500 uL de (PBS). En seguida, las células se resuspendieron en
200 pL de PBS vy se transfirieron 150 yL de células suspendidas a un pozo de una
microplaca (negra de 96 pozos). Por ultimo, se midi6 la fluorescencia empleando un
lector de microplacas (Varioskan) a una longitud de onda de 484 + 10 nm (excitacion)

y 518 £ 10 nm (emisidn).

5.2.3.3 Cuantificacién del flujo glucolitico a través de la tasa de acidificacidén

extracelular (ECAR)
El ECAR se llevo a cabo de acuerdo con lo reportado por Olivares-Marin y col. (2018).
Se crecieron los in6culos en medio YPD con glucosa al 2 % (p/v) en agitacion a 250
rom y 30 °C por una noche (12 h). Posteriormente, se inocularon 1.8 mL de S. stipitis
crecida en matraz de 250 mL con 50 mL de medio empleando glucosa 0.5 M
considerando los tratamientos del Cuadro 1y se incubaron a 30 °C a 250 rpm, hasta
que se alcanzdé la fase media exponencial (DOesoo ~ 0.6). Posteriormente, se
cosecharon las células a 5,000 rpm por 5 min y se lavaron 3 veces con 5 mL de agua
destilada. Las células se suspendieron en agua destilada estéril para alcanzar una

DOsoo de 0.18. Para llevar a cabo la medicién, se emplearon 25 mL de la suspension
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de células (DOeoo =0.18) y se midié el pH por 2 min hasta que la solucién alcanzé el
equilibro usando el titulador Titrando (Mod 902, Metrohm, Herisau, Suiza).
Transcurridos los 2 min, se anadieron 1.4 mL de glucosa 1 M y se midio6 el pH por 3
min. La pendiente del grafico resultante del pH (miliunidades) vs tiempo (s) se empled
para calcular la tasa de acidificacion extracelular, reportandola como la disminucién

del pH en mili unidades por min por mg de células.

5.2.4 Fermentacion
Se seleccionaron los tratamientos donde se observd crecimiento para evaluar las
fermentaciones. Los tratamientos se incubaron con agitacion a 250 rpm y 30 °C por
48 h a volumenes de 50 mL de YPD con glucosa 0.5 M. Después de 48 h, para la
medicién de biomasa se realizaron tres lavados con agua destilada a 3,000 x gy se
resuspendieron en 1 mL de agua destilada para medir la biomasa por diferencia de
peso mediante secado a 100 °C por 24 h. La glucosa consumida durante la
fermentacién se midié por el método del acido dinitrosalicilico (DNS); el reactivo DNS
se elaboré con acido 3, 5-dinitrosalicilico (10 g L), tartrato sédico potasico (30 g L
1) e hidréxido de sodio (16 g L") y se almacend en frasco ambar, en oscuridad y en
refrigeracion (Wood y col., 2012). El etanol producido se midié a través de
espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) empleando un
espectrometro Agilent (Mod. 630, Cary, NC, EUA) con nimeros de onda de 4000 a
400 cm™ y una resoluciéon de 4.0 cm™'. Se elaboré una curva de calibracion

empleando etanol absoluto a concentraciones de 0 a 10 % (v/v) y la ecuacién
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obtenida por regresion lineal se empled para el calculo de las muestras previamente

medidas a las mismas condiciones.

5.2.5 Analisis Estadistico
Todos los resultados se representaron como la media * la desviacion estandar (DE).
El andlisis estadistico se llevé a cabo usando el programa GraphPad Prism (Version
8.0.1). Se llevaron a cabo andlisis de varianza (ANOVA) y comparaciones de medias

por el método de Tukey para los tratamientos, con nivel de significancia a<0.05.
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6. RESULTADOS

6.1 Cinéticas de crecimiento de S. cerevisiae
La presencia del furfural, acido acético y la mezcla de ambos inhibié el crecimiento
de S. cerevisiae en todos los tratamientos evaluados (ver Anexos). Por lo tanto, se

descart6 su evaluacion en experimentos posteriores.

6.2 Cinéticas de crecimiento de S. stipitis
En la Figura 1 se muestran las cinéticas de crecimiento de S. stipitis en presencia

de los inhibidores (furfural y acido acético), asi como en la mezcla de estos.
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Figura 1. Cinéticas de crecimiento de S. stipitis realizadas en medio YPD con 0.5 M
de glucosa a 250 rpm por 48 h con a) furfural, b) acido acético, c) mezcla de furfural
y acido acético al 0.1, 0.2 y 0.3 % (v/v) (de cada uno). Los resultados representan
la media + DE; n = 5 réplicas de cinco experimentos independientes.
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Las cinéticas muestran que, sin la presencia de inhibidores (Figura 1), la cepa tiene
una fase de latencia de 4 h. Por otro lado, las tres concentraciones del furfural
provocaron que la fase de latencia aumentara a 10 h (Figura 1a). En cuanto el acido
acético (Figura 1b), la concentracidén 0.1 % (v/v) no generé un efecto significativo en
la fase de latencia, mientras que la concentracion 0.2 % (v/v) produjo un marcado
incremento, alargando la fase de latencia hasta un periodo de 24 h. Por ultimo, en la
mezcla de inhibidores (Figura 1c), con una concentracion 0.1 % (v/v), la fase de
latencia aumento a las 6 h. Por lo tanto, la presencia de furfural o acido acético en
forma individual, asi como la mezcla de ambos causaron un incremento notable en

la fase de latencia de la cepa S. stipitis.

En cuanto al crecimiento de la cepa, las tres concentraciones de furfural (Figura 1a)
no mostraron efectos inhibitorios en el crecimiento de la cepa. Al concluir las 48 horas
de las cinéticas, se observé que, frente a las concentraciones 0.1 %y 0.2 % (v/v), la
densidad 6ptica fue similar al control, con un valor de DOsoo de 1.42 unidades.
Mientras que la concentracion 0.3 % (v/v) generd una ligero diminucién a una DOsoo

de 1.27 unidades.

Con el acido acético (Figura 1b), al concluir las 48 horas de la cinética observamos
que a 0.1 % (v/v) la cepa alcanz6 una densidad 6ptica similar al control de una DOsoo
de 1.42 unidades, mientras que a 0.2 % (v/v) la DOsoo fue de 1.16 unidades. Por otro
lado, la concentracion de 0.3 % (v/v) result6é ser una concentracién inhibitoria ya que

no hubo crecimiento. Para el caso de la mezcla (Figura 1c), se puede constatar que
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la cepa solo fue capaz de crecer en la concentracién de 0.1 % (v/v), con una DOeoo
de 1.35 unidades al concluir las 48 h. Por otro lado, dicho tratamiento fue capaz de

inhibir el crecimiento de la cepa a concentraciones de 0.2 % y 0.3 % (v/v).

6.3 Velocidad especifica de crecimiento de S. stipitis.
En la Figura 2 se muestran las velocidades especificas de crecimiento de S. stipitis

en presencia de los inhibidores (furfural y acido acético), asi como en la mezcla de

estos.
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Figura 2. Velocidad especifica de crecimiento (1) empleando medio YPD con 0.5 M
de glucosa a 250 rpm por 48 h con a) furfural, b) acido acético. c) mezcla de furfural
y acido acético. Los valores representan la media + DE; n = 5 réplicas de cinco
experimentos independientes. Letras iguales indican que los tratamientos son
estadisticamente equivalentes, mientras que letras diferentes denotan diferencias
significativas (p<0.05).

Las tres concentraciones de furfural (Figura 2a) provocaron una disminucién en la

velocidad especifica de crecimiento de S. stipitis a valores cercanos de 0.02 (h'), el
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cual comparado con la velocidad especifica de crecimiento de 0.1 (h'') del grupo
control, la disminucion fue de aproximadamente el 80 %. Dicha reduccidon no mostro
variaciones estadisticamente significativas (p<0.05) entre las tres concentraciones
empleadas. Es decir, las tres concentraciones utilizadas tuvieron un efecto inhibitorio
similar, dentro del rango evaluado, afectando la velocidad del crecimiento celular de
manera semejante. A pesar de la disminuciéon de la velocidad especifica de
crecimiento en las tres concentraciones de furfural (Figura 2a), es importante resaltar
que después de las 48 h, S. stipitis fue capaz de tener una DOsoo cercana al control.
Esto sugiere que la cepa tiene cierta capacidad de tolerancia al furfural para poder

recuperarse y continuar creciendo bajo las condiciones estrés.

Para el acido acético (Figura 2b) a la concentracién de 0.1 % (v/v) redujo la velocidad
especifica de crecimiento a 0.05 (h'"), el cuél es un 50 % menor comparada con el
control. Las concentraciones 0.2 % y 0.3 % (v/v) redujeron la velocidad especifica de
crecimiento a 0.02 (h”'), dicho valor es un 80 % menor respecto al control. Es
importante resaltar que a pesar de no observar crecimiento en la concentracion de
0.3 % (v/v), alin asi se registré un valor de 0.02 (h'). En el caso de la mezcla de
inhibidores (Figura 2c), la concentracién de 0.1 % (v/v) redujo la velocidad especifica
de crecimiento a 0.02 (h'), el cual es aproximadamente un 80 % menor comparado
con el grupo control, mientras que en las ultimas dos concentraciones se obtuvieron
valores nulos debido a la ausencia de crecimiento. En la mayoria de los tratamiento
empleados en los que se observo crecimiento, la reduccién de la velocidad especifica

de crecimiento fue del 80 %, obteniendo valores similares de 0.02 (h'); el Gnico
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tratamiento que es estadisticamente diferente (p<0.05) es el acido acético, ya que su

reduccion es del 50 % respecto al control con una velocidad especifica de crecimiento

de 0.05 (h).

6.4 Determinacion de especies reactivas de oxigeno
En la Figura 3 se presentan los resultados obtenidos de la intensidad fluorescente de
las especies reactivas de oxigeno en S. stipitis en presencia de los inhibidores

(furfural y acido acético), asi como en la mezcla de estos.
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Figura 3. Determinacidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) empleando medio
YPD con 0.5 M de glucosa a 250 rpm hasta la fase media de crecimiento
exponencial con a) furfural, b) acido acético, c) mezcla de furfural y acido acético.
Los valores representan la media £ DE; n = 5 réplicas de cinco experimentos
independientes. Letras iguales indican que los tratamientos son estadisticamente
equivalentes, mientras que letras diferentes denotan diferencias significativas
(p<0.05).
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En los tratamientos donde se afadio furfural (Figura 3a), se observé que, al aumentar
su concentraciéon, también aumenté la acumulacion de ROS. A través de la
comparacion de medias utilizando la prueba de Tukey, la concentracion de 0.1 %
(v/v) no gener6 una diferencia significativa (p<0.05) en comparacion con el grupo
control, el cual tiene un valor de 0.29 de intensidad de fluorescente relativa (FR). Sin
embargo, la concentracién de 0.2 % y 0.3 % (v/v) provocaron un aumento
significativamente diferente (p<0.05) al control. La concentracion 0.2 % (v/v) obtuvo
un valor de 0.69 FR, por lo que la acumulacién de ROS aument6 un 138 % respecto
al control, mientras la concentracién de 0.3 % (v/v) género que la acumulacion de

ROS fuese de 1.09 FR, el cual es un aumento del 276 % del valor del control.

El &cido acético (Figura 3b) fue un inhibidor que también gener6 un incremento en
las especies reactivas de oxigeno. Sin embargo, su efecto mostré un comportamiento
distinto al furfural, ya que las concentraciones 0.1 % y 0.2 % (v/v) alcanzaron un valor
de 0.65 (FR), el cual es un aumento del 122 % respecto al control. Ambas
concentraciones no son significativamente diferentes (p<0.05) al valor que se obtuvo

con el furfural 0.2 % (v/v).

La concentracion 0.1 % (v/v) de la mezcla de inhibidores (Figura 3c) gener6 un valor
de 1.91 (FR), por lo que su incremento fue del 559 % respecto al grupo control, por
lo que, de todos los tratamientos, fue el que provocd mayor acumulacién de dichas
especies. Con lo anterior, se demostré que el furfural, el &cido acético y la mezcla

causaron un incremento en la acumulacién de especies reactivas de oxigeno (ROS).
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6.5 Tasa de Acidificacion Extracelular (ECAR)

En la Figura 4 se presentan los resultados obtenidos de la tasa de acidificacion

extracelular para cuantificar el flujo glucolitico de S. stipitis en presencia de los

inhibidores (furfural y acido acético), asi como en la mezcla de estos.
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Figura 4. Tasa de acidificacién extracelular (ECAR) empleando medio YPD con 0.5

M de glucosa a 250 rpm hasta la fase media de crecimiento exponencial con a)

furfural. b) acido acético. c) mezcla de furfural y acido acético. Los valores

representan la media + DE; n = 3 réplicas de 3 experimentos independientes.
Letras iguales indican que los tratamientos son estadisticamente equivalentes,

mientras que letras diferentes denotan diferencias significativas (p<0.05).
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Para los valores de ECAR, observamos que, para el furfural (Figura 4a), las tres

concentraciones generaron diferencias significativas (p<0.05) respecto al control.

Dentro de ellos la concentracion de 0.1 % (v/v) gener6 un valor de 1.11 mpH/min*mg
de células, el cual es un incremento del 39 %, a comparacién del control, cuyo valor

es de 0.80 mpH/min*mg de células.

La concentracion de 0.2 % (v/v) obtuvo un valor de 0.17 mpH/min*mg de células, lo
que corresponde a una disminucion del 79 % respecto al control, mientras que para
el tratamiento de 0.3 % (v/v), la tasa de acidificacion extracelular fue positiva, por lo
cual se puede presumir que las células no estan viables o su viabilidad esta altamente

reducida.

Por otro lado, el acido acético (Figura 4b) y la mezcla de ambos inhibidores (Figura

4c) no generaron cambios significativos (p<0.05) respecto al tratamiento control en

la lectura de la tasa de acidificacion extracelular.

Por lo tanto, el furfural (Figura 4) fue el Unico inhibidor en provocar un efecto

significativo (p<0.05) del control, lo que significa que afecta la tasa glucolitica.
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6.6 Potencial de membrana mitocondrial (PMM)
En la Figura 5 se presentan los resultados obtenidos del indice de fluorescencia para
cuantificar el potencial de membrana mitocondrial de S. stipitis en presencia de los

inhibidores (furfural y acido acético), asi como en la mezcla de estos.
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Figura 5. Potencial de membrana mitocondrial (PMM) empleando medio YPD con
0.5 M de glucosa a 250 rpm hasta la fase media de crecimiento exponencial con a)
furfural, b) acido acético, c) mezcla de furfural y acido acético. Los valores
representan la media + DE; n = 4 réplicas de 2 experimentos independientes.
Letras iguales indican que los tratamientos son estadisticamente equivalentes,
mientras que letras diferentes denotan diferencias significativas (p<0.05).
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En cuanto a PMM, observamos que para el furfural (Figura 5a), las tres
concentraciones disminuyeron el indice de fluorescencia a valores cercanos de 3.1
en indice de fluorescencia, por lo que la disminucidén en el potencial de membrana
mitocondrial fue de aproximadamente un 70 % comparado con el indice de
fluorescencia de 9.3 que corresponde al grupo control (Figura 5a). No se observo
una diferencia estadistica significativa (p<0.05) en los tratamientos evaluados de
furfural, por lo cual, las tres concentraciones disminuyeron el indice de fluorescencia

de formar similar, lo cual se traduce al potencial de membrana mitocondrial.

Para el caso del acido acético (Figura 5b), las concentraciones 0.1 % y 0.2 % (v/v)
disminuyeron el potencial de membrana mitocondrial a valores cercanos de 2.4 en
indice de fluorescencia, por lo que el potencial de membrana mitocondrial disminuy6
aproximadamente un 75 % respecto al control. Por lo que no hay diferencia
significativa (p<0.05) entre las dos concentraciones de acido acético, por lo tanto, la

disminucién en el indice de fluorescencia es similar.

Por dltimo, la mezcla de inhibidores (Figura 5¢) a 0.1 % (v/v) gener6 una disminucion
del indice de fluorescencia a 2.7, por consiguiente, la reduccién en el potencial de
membrana mitocondrial es de aproximadamente un 70 % respecto al grupo control.

Es importante destacar que todos los tratamientos empleados donde logré crecer la
cepa, el impacto de los inhibidores empleados, no son estadisticamente diferentes
(p<0.05), por consiguiente, tuvieron el mismo efecto sobre el potencial de membrana

mitocondrial.

39



6.7 Determinacion de biomasa por gravimetria
En la Figura 6 se presentan los resultados obtenidos en gravimetria para obtener la
biomasa de S. stipitis en presencia de los inhibidores (furfural y acido acético), asi

como en la mezcla de estos.
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Figura 6. Produccién de biomasa en medio YPD con 0.5 M de glucosa a 250 rpm a
las 48 h con a) furfural, b) &cido acético, ¢) mezcla de furfural y acido acético. Los
valores representan la media £ DE; n = 1 réplica de 3 experimentos independientes.
Letras iguales indican que los tratamientos son estadisticamente equivalentes,
mientras que letras diferentes denotan diferencias significativas (p<0.05).
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En furfural (Figura 6a), las concentraciones 0.1 % y 0.2 % (v/v) no provocaron
cambios significativos respecto al grupo control, cuyo valor es de 10.6 g/L, mientras
que la concentracion de 0.3 % (v/v) ocasioné la disminucion a 3.5 g/L, por lo que

redujo un 65 % la generacion de biomasa comparado con el grupo control.

El acido acético (Figura 6b) mostré un comportamiento distinto al furfural, ya que a
medida que aumentaba la concentracion del inhibidor, la generacién de biomasa

disminuyd.

La concentracion de 0.1 % (v/v) genero un valor de 8.2 g/L, lo que es una disminucién
del 20 % de biomasa comparada con el control, mientras que a 0.2 % (v/v) se obtuvo
un valor de 1.6 g/L, por lo que la reduccién fue del 85 % al valor del control. Por otro

lado, en 0.3 % (v/v) no hubo lectura debido a la ausencia de crecimiento de la cepa.

En el caso de la mezcla de inhibidores (Figura 6c), a 0.1% (v/v) no hubo diferencias
significativas (p<0.05) respecto al control, mientras que en las concentraciones de
0.2 % y 0.3 % (v/v) no hubo generacién de biomasa debido a la inhibicién del
crecimiento de la levadura, por lo tanto, de todos los tratamientos, la mezcla de

inhibidores fue el que tuvo mayor efecto en la generacion de biomasa.
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6.8 Consumo de glucosa
En la Figura 7 se presentan los resultados obtenidos en el método del DNS para
obtener el consumo de glucosa de S. stipitis en presencia de los inhibidores (furfural

y acido acético), asi como en la mezcla de estos.
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Figura 7. Consumo de glucosa por método de DNS con medio YPD con 0.5 M de
glucosa a 250 rpm a las 48 h con a) furfural, b) acido acético, c) mezcla de furfural y
acido acético. Los valores representan la media £ DE; n = 1 réplica de 3
experimentos independientes. Letras iguales indican que los tratamientos son
estadisticamente equivalentes, mientras que letras diferentes denotan diferencias
significativas (p<0.05).
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De las tres concentraciones de furfural (Figura 7a), las concentraciones de 0.1 % y
0.2 % (v/v) no generaron diferencias significativas (p<0.05) en cuanto control, cuyo
consumo de glucosa fue de 90 g/L, mientras que la concentracion 0.3 % (v/v) provocé

un consumo de 37.8 g/L, lo que es una disminucién 58 % respecto al control.

En el caso del 4cido acético (Figura 7b), la concentracion de 0.1% (v/v) no genero
diferencia significativa respecto al control. Por otro lado, la concentracion de 0.2 %
(v/v) generd un consumo de glucosa de 76.17 g/L, lo que es una disminucion del 15

% respecto al control.

La mezcla de inhibidores a 0.1 % (v/v) no provoco diferencias significativas (p<0.05)

en el consumo de glucosa.

Mientras que en las demdas concentraciones donde no hubo crecimiento no hubo

consumo de glucosa, por lo tanto, la mezcla de inhibidores fue el tratamiento que

mas afecto en el consumo de glucosa.
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6.9 Produccién de bioetanol
En la Figura 8 se presentan los resultados obtenidos en la produccion de etanol de
S. stipitis en presencia de los inhibidores (furfural y acido acético), asi como en la

mezcla de estos.
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Figura 8. Produccién de bioetanol empleando medio YPD con 0.5 M de glucosa a
250 rpm a las 48 h con a) furfural, b) acido acético, ¢c) mezcla de furfural y acido
acético. Los valores representan la media = DE; n = 1 réplica de 3 experimentos
independientes. Letras iguales indican que los tratamientos son estadisticamente
equivalentes, mientras que letras diferentes denotan diferencias significativas
(p<0.05).
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En general, la mayoria de los tratamientos (Figura 8) presentaron una disminucion
significativa (p<0.05) en la produccién de etanol respecto al grupo control. La
produccion de etanol del grupo control fue de 26.3 g/L, el furfural en las tres
concentraciones (Figura 8a) generaron una disminucion significativa (p<0.05) en la

produccion de bioetanol.

La concentracién de 0.1 % (v/v) indujo la produccién de etanol a 3.1 g/L, el cual fue
una reduccién del 90 % respecto al control, mientras que la concentracién de 0.2 %
y 0.3 % (v/v) suscitaron la produccién de etanol a 3.7 y 4.3 g/L respectivamente, la

cual fue una disminucion del 86 % y 84 %.

Para el caso del acido acético (Figura 8b), la concentracion de 0.1% (v/v) indujo la
produccién de 2.9 g/L, lo cual fue una disminucion del 89% respecto al control, y la
concentracion de 0.2 % (v/v) produjo 5 g/L, por lo que disminuyd el 81 % comparado
con el tratamiento sin la presencia de inhibidores. Entre ambas concentraciones, no

son significativamente diferentes (p<0.05).

Por ultimo, la mezcla de inhibidores (Figura 8c) a 0.1 % (v/v) provoc6é que la

produccién de etanol sea de 3.1 g/L, lo que disminuy6 un 88 % comparado con el

grupo control.
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7. DISCUSION

7.1 Cinéticas de crecimiento de S. cerevisiae
En el contexto de las cinéticas de crecimiento con S. cerevisiae, resultd interesante
constatar que la cepa utilizada no logré crecer en ninguno de los tratamientos
empleados. En estudios con S. cerevisiae se ha observado que la capacidad para
poder crecer ante el furfural depende totalmente del tipo de cepa que se esté
utilizando, generalmente las cepas industriales suelen tener mas resistencia que las

cepas comerciales o las de laboratorio (De-Almeida y col., 2007).

En un medio quimico definido con distintas concentraciones de furfural e
hidroximetilfurfural (HMF), Flores-Cosio y col. (2018), realizaron pruebas con
Kluyveromyces marxianusy S. cerevisiae, para el caso del furfural observaron que 3
g L, causaron un incremento en la fase de latencia y que el crecimiento de la cepa
se redujo un 35 % respecto al control sin inhibidor. Comparando las concentraciones
que se utilizaron en el presente trabajo, la concentracion minima empleada de furfural
fue de 0.1 % (v/v), la cual equivale a 1.16 g L™, siendo una concentracién menor a la
de estos autores, demostrando que la cepa no tuvo la capacidad para sobrevivir al

furfural.

En un trabajo donde se experiment6 con varias cepas de S. cerevisiae se encontrd
gue la concentraciéon de 5.76 g L' de furfural generd inhibicién completa de la
levadura (Hawkins y Doran-Peterson, 2011). Lo anterior confirma que la cepa

utilizada no posee tolerancia hacia al furfural.
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Adicionalmente, se ha reportado que S. cerevisiae al crecer frente a la presencia de
furfural, si se reduce la concentracion del inhibidor en el medio, dicha cepa es capaz
de crecer y producir bioetanol (Divate y col., 2022). Por lo cual, determinar las
concentraciones a las que una cepa puede crecer frente al furfural permitiria crear
estrategias de destoxificacion para reducir la presencia de inhibidores en el medio y

posteriormente alcanzar mayor produccion de etanol.

Se ha reportado que para S. cerevisiae las acidos débiles son sus principales
inhibidores, donde el acido acético a 6 g L' resulta ser una concentracion critica para

inhibir a la cepa (Huang y col., 2011).

Se ha descrito que el acido acético cuando genera inhibicidén del crecimiento de S.
cerevisiae, es por alteracion en las funciones metabdlicas debido a la acidificacidén
intracelular, ademas de que el estrés oxidativo que generan las especies reactivas

de oxigeno contribuye a la inhibicién de la cepa (Zhang y col., 2019).

En medios con una cantidad minima de glucosa y con la presencia de acido acético
42 mM, se ha demostrado que S. cerevisiae genera un desvio de energia para
mantener la homeostasis del pH intracelular, ya que es evidente el aumento de la
ATPasa de la membrana plasmatica para bombear afuera los protones y asi

mantener el pH (Narendranath y col., 2001).
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Con lo anterior, las concentraciones empleadas tanto de los inhibidores en forma
individual como en mezcla demostraron tener niveles toxicos muy fuertes a tal grado,

de inhibir completamente a la levadura.

Los resultados nos permiten afirmar de manera concluyente que, S. cerevisiae no es
una cepa con capacidad de crecimiento en presencia de los inhibidores utilizados en
el presente estudio. El efecto global de dichos inhibidores fue ejercer una inhibicién
completa sobre el crecimiento de la cepa de S. cerevisiae utilizada. Por lo que
estudiar tanto los parametros fermentativos como bioenergéticos en dicha cepa se
descarta por completo, ya que no fue capaz de crecer dentro del rango de

concentraciones empleadas.

7.2 Cinética de crecimiento de S. stipitis
Con las cinéticas de S. stipitis, se observé que la aplicacion de los inhibidores generé
un aumento significativo en la fase de latencia de la cepa. Esto implicé que las células
necesitaran mas tiempo para iniciar la fase de crecimiento exponencial en
comparacién con el grupo de control sin inhibidores. La fase de latencia se
caracteriza porque es la etapa donde el microorganismo sufre cambios fisiolégicos y
moleculares. Es un estado activo, donde el microorganismo genera vias de
sefalizacion o cambios transcripcionales necesarios para poder proceder al

crecimiento exponencial (Hamill y col., 2020).
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En la hidrolisis de la biomasa lignoceluldsica, el furfural es uno de los principales
compuestos producidos, el cual resulta ser un problema en la fermentacion de las
levaduras, ya que genera dafnos en las enzimas clave en su metabolismo. Ademas,
también provoca la acumulacion de ROS, lo que consecuentemente altera el

equilibrio redox intracelular (Liu y col., 2020).

Cuando se trata de estrés, los microorganismos pueden responder de distintas
formas, dentro de ellos se incluyen sistemas de transporte, ajuste de expresion
geénica, regulacion redox y de energia, entre otras (Li y col., 2022). El hecho de que
S. stipitis lograra crecer en las tres concentraciones evaluadas de furfural nos sugiere
que dicha cepa posee los suficientes mecanismos para poder superar el estrés
generado.

En un estudio de fermentacion de xilosa con S. stipitis, se llevaron a cabo analisis
cinéticos para evaluar el modelo Luong y determinar las concentraciones de furfural
y acido acético que podrian inhibir el crecimiento de la cepa. Segun las predicciones,
se pronosticd que una concentracién de 84.4 mg L de furfural y 2921.93 mg L-1 de
acido acético puede tener un efecto inhibitorio sobre la levadura (Banuvalli y col.,

2022).

En un experimento donde se evalu6 la capacidad de S. stipitis y Candida tropicalis

para fermentar bioetanol en un medio sintético con mezcla de azucares y en

presencia de inhibidores; observaron que dichas cepas pueden crecer frente a la
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maxima concentracion empleada, la cual fue de 1.0 g L' de furfural (Nandal y col.,

2020).

En el presente trabajo, las curvas de crecimiento frente a las tres concentraciones de
furfural sugiere que dichas concentraciones no generan dafo significativo a la cepa.
Con los articulos mencionados previamente, observamos que la cepa de S. stipitis
utilizada tuvo mayor tolerancia a la concentracién mas alta empleada de furfural, aun
asi, dicha concentracidén generd un dafo significativo en la célula, aun asi, fue capaz

de crecer.

Una de las razones por la que se observa tolerancia de S. stipitis frente al furfural es
porque se ha descrito que la levadura cuenta con la alcohol deshidrogenasa. Esta
enzima tiene la capacidad de reducir el furfural a compuestos menos toxicos, por lo

que le permite resistir el estrés generado por el furfural (Wang y col., 2016).

El 4cido acético es un compuesto que es tdxico para los microorganismos; para el
caso de la levadura, es un compuesto que altera la integridad de la membrana, afecta
la homeostasis del pH, metabolismo y vias de sefalizaciéon (Guaragnella y Bettiga,
2021). La acidificacion intracelular causada por el acido acético también provoca que
se reprima el uso de nutrientes y de energia; al mismo tiempo genera dano oxidativo

por las ROS (Zhang y col., 2019).
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En la fermentacion de 75 g L' de xilosa en un medio definido con S. stipitis, se
observo que la inhibicidon con acido acético es significativamente mayor a medida que
la concentracion de dicho inhibidor aumenta de 5 a 15 g L. También se describe
que dicha inhibicién es mayor cuando la cepa se inoculé con glucosa (Slininger y col.,

2015).

En las concentraciones empleadas, S. stipitis logro crecer en las concentraciones de
0.1 %y 0.2 % (v/v) de &cido acético. A 0.1 % (v/v) la curva de crecimiento fue similar
al control y al concluir las 48 h de la cinética la DOsoo fue cercana a la del control, por

lo que dicha concentracion se puede considerar que no gener6 dafo a la cepa.

La concentracion 0.3 % (v/v) que equivale a 3.147 g L', generé la ausencia de
crecimiento de la cepa. Comparando con los estudios previamente mencionados con
el acido acético, la inhibicion de la cepa se generd en una concentracién menor que
la observada por Slininger y col. (2015), y, por otro lado, el modelo de Luong
empleado por Banuvalliy col. (2022), para estimar la concentracién en la que el acido
acético inhibe a S. stiptis es cercana a la empleada en el presente estudio. Por lo
tanto, el acido acético al 0.3 % (v/v) gener6 el estrés suficiente para provocar la

inhibicién completa de la cepa.

Lo anterior indica que, para el &cido acético, la concentracion de 0.2 % (v/v)
representa el limite para que la cepa pueda crecer sin sufrir una inhibicion completa,

lo que sugiere que el acido acético ejerce mas dafno que el furfural.
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Para la mezcla de inhibidores, la concentracion de 0.1 % (v/v) no generd inhibicion
en el crecimiento de la cepa, incluso al concluir las 48 h de la cinética, se obtuvo una
DOsoo similar al control, esto sugiere que dicha concentracién representa el limite en
el cual la cepa puede crecer frente al tratamiento sin experimentar una inhibicién

significativa.

Con S. stipitis se ha realizado una fermentacién de xiliosa como fuente de carbono
con una mezcla de inhibidores de furfural, hidroximetilfurfural y acido acético. Se
encontr6 que a concentraciones de 2.25, 3.25y 0.05 g L', no hubo crecimiento de la
cepa (De-Souza-Abud y col., 2017). Las concentraciones empleadas de 0.2 % y 0.3
% (v/v) inhibieron el crecimiento de S. stipitis. La concentracién de 0.2 % (v/v) de
furfural equivale a 2.32 g L' y de acido acético corresponde a 2.098 g L, lo anterior
demuestra una accién sinérgica de los componentes de la mezcla para evitar el

crecimiento del microorganismo.

El térmico sinérgico significa que ambas sustancias producen un efecto mayor del
que pueden producir los componentes de forma individual (Pezzani y col., 2019). En
este caso el efecto sinérgico es perjudicial, debido a que la presencia simultanea del

furfural y el acido acético dificultaron el crecimiento de S. stipitis.

Los resultados de las cinéticas nos permiten tener una idea de la tolerancia de la
cepa ante la presencia de los inhibidores, ya sea en forma individual y en mezcla. Se

demostré que tanto el furfural como el &cido acético tienen un efecto en el que la
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dosis afecta directamente sobre el crecimiento celular y que al mismo tiempo se
establecen concentraciones criticas que definen si puede crecer o afectar

negativamente.

7.3 Velocidad especifica de crecimiento de S. stipitis
La velocidad especifica de crecimiento se utiliza para medir la capacidad de un
microorganismo para crecer bajo condiciones especificas, es un parametro que
indica la rapidez en la que la poblacién de un microorganismo se reproduce y

aumenta su biomasa (Zahari y col., 2022).

Como se observo en las cinéticas, en la mayoria de tratamientos, S. stipitis fue capaz
de crecer, por lo que, con el célculo de las velocidades especificas de crecimiento
observamos que, a pesar de que hubo crecimiento, los inhibidores generaron una
disminucion en el valor de u. En este caso al obtener valores bajos frente a la
presencia de los inhibidores nos indica que, la velocidad a la que la cepa crece en el
medio es baja, por lo tanto, los inhibidores afectan en su capacidad para multiplicarse

y consecuentemente aumentar el nimero de células con respecto al tiempo.

En una fermentacién con S. carlsbergensis con glucosa como fuente de carbono, se
demostré una disminucién del 53 % en el valor de p respecto al valor obtenido con el
control, cuando la cepa se encontraba en un medio con 4 g L' de furfural (Da-Silva
y col., 2016). En el presente trabajo las tres concentraciones empleadas generaron

una disminucion del 80 % respecto al control, por lo que al ser concentraciones
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inferiores a las de 4 g L, se evidencia que el efecto de reduccién en la velocidad
especifica de crecimiento fue mas pronunciado a concentraciones mas bajas de

furfural en la cepa estudiada.

Con S. cerevisiae en fermentaciones con distintos inhibidores, Lépez y col. (2021),
observaron que cuando se us6 &cido acético a 3 g L, la p obtenida fue de 0.72 h,
la cual no mostr6 cambio respecto al grupo control sin inhibidores. Comparar el
articulo mencionado con los resultados obtenidos es importante, porque en el
presente trabajo, la concentracibn mas baja de 0.1 % (v/v) con acido acético se
obtuvo un valor de 0.05 h'', disminuyendo a 0.02 h-' conforme la concentracion del
inhibidor aumentaba. La diferencia de los valores obtenidos en el experimento
respecto a los valores de los autores mencionados es mayor, ya que el valor de p en
el grupo control de S. stipitis fue de 0.1 h™', siendo un 86 % menor que S. cerevisiae,
lo que demuestra que el efecto de los inhibidores también depende de la capacidad

de supervivencia de la cepa.

El hecho de que en &cido acético al 0.3 % (v/v) se registre un valor de 0.02 h"'y que
S. stipitis no haya logrado crecer, no significa que en las primeras etapas de la
cinética estuvieran completamente inactivas. Es posible que estuvieran
experimentando cambios en su fisiologia, pero al no lograr adaptarse, el inhibidor

afectd directamente su capacidad para crecer en dicho medio.
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En estudios con S. stipitis empleando xilitol como fuente de carbono, el valor de p
afnadiendo furfural, mostré mayor inhibicion que usando acido acético (Banuvalli y
col., 2022). Es un resultado importante a considerar, ya que, en el presente estudio,
donde la cepa esta frente a una alta concentracion de glucosa como sustrato, la
velocidad especifica de crecimiento fue en su mayoria similar entre el furfural y el

acido acético.

En S. cerevisiae se ha estudiado el efecto de la mezcla de los inhibidores sobre los
parametros de crecimiento para identificar cepas que tengan mayor capacidad de
tolerar los inhibidores; con lo anterior Unrean y col. (2018), encontraron que la mezcla
de &cido acético a 10 g L" con furfural a2 g L' el valor de p disminuyé a 0.07 h™', un
63 % menor al control sin inhibidores. En el presente trabajo, la cepa solo fue capaz
de crecer en la concentracion de 0.1 % (v/v), con un valor p de 0.02 h'', siendo una
reduccion del 80 % respecto al control y comparando con el articulo previamente
mencionado, la velocidad especifica de crecimiento de S. stipitis disminuyé en mayor

medida a una menor concentracion de mezcla de inhibidores.

Es importante aclarar que las cinéticas de crecimiento nos dan una idea de cémo se
comporta un microorganismo frente a las condiciones en las que se pone a crecer,
considerando que, aun asi, entender el crecimiento de un microorganismo es un

proceso dinamico y complejo (Panikov, 2019).
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7.4 Especies reactivas de oxigeno (ROS)
Las especies reactivas de oxigeno son moléculas reactivas y altamente oxidantes,
conocidas por sus siglas en inglés (ROS), son subproducto del metabolismo de las
células, y mas cuando se da en condiciones aerdbicas; dentro de estas especies se
incluyen el peroxido de hidrégeno (H202), el ion superoxido (O2) y el radical hidroxilo
(OH) (Juan y col., 2021). Las especies de ROS pueden jugar dos papeles, ya que
puede ser constructivos o destructivos. Dichas especies tienen un fuerte impacto
sobre la sefalizacion de la célula a través de su regulacion de proteinas sensibles a
redox, por lo que tienen un impacto crucial en el crecimiento, diferenciacion y

supervivencia de la cepa (Tauffenberger y Magistretti, 2021).

Una de las formas en la que las especies ROS pueden influir negativamente en el
crecimiento de las cepas es por el estrés oxidativo. Dicho estrés es provocado por
una alta produccién de ROS, lo que conlleva que la célula tenga menos capacidad
para poder reducir o eliminar dichas especies por medio de las enzimas antioxidantes
(Vona y col., 2021). Cuando la célula se encuentra bajo un estrés oxidativo se
producen cambios irreversibles en las macromoléculas de la célula, de las que se
incluyen los lipidos, los carbohidratos y las proteinas; ademas de que altera los

mecanismos de sefalizacion celular (Sharifi-Rad y col., 2020).

Las ROS se pueden producir en distintas partes de la célula, pero dentro de todas
estas, en la mitocondria, especificamente en la cadena de transporte de electrones

es donde mas especies ROS se producen. Se estima que dicho componente genera
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aproximadamente un 90 % de las especies ROS (Tirichen y col., 2021). La cadena
de transporte de electrones se da en la membrana interna de las mitocondrias, donde
se encuentran situados varios complejos proteicos. Su funcion es transferir los
electrones de las moléculas NADH y FADHz2 los cuales son donadores de electrones

hasta el oxigeno, el cual es el aceptor final (Ahmad y col., 2022).

Conforme los electrones pasan del complejo | o complejo Il al complejo Il a través
de la ubiquinona, algunos de los electrones se pueden escapar y posteriormente
reaccionar con el oxigeno para formar el superoxido (Shields y col., 2021). El radical
superdxido es altamente reactivo, lo que puede reaccionar con otro radical para
producir el peréxido de hidrégeno el cual tiene la opcion de reducirse a agua o al

radical hidroxilo (Martemucci y col., 2022).

En un estudio donde se midi6 el efecto de las especies reactivas de oxigeno en S.
cerevisiae por la presencia del furfural 25 mM y 50 mM, se efectuaron observaciones
mediante el indicador de fluorescencia (Allen y col., 2010). Se reportdé que el
porcentaje de células que acumularon ROS aumenté un 31 % y 36 %
respectivamente. Lo anterior muestra que el aumento en la concentracion del
inhibidor no conlleva a un aumento significativo en el porcentaje de células positivas
con especies ROS. Sin embargo, se report6é que a 25 mM de furfural hubo dafnos en
el citoesqueleto, las membranas de las vacuolas y mitocondria, mientras que a 50

mM se generd la inhibicion de la cepa.
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Comparando con el articulo anterior, la concentracion de 0.1 % (v/v) es menor que
25mM y en este caso no generd una diferencia estadistica respecto al control.
Mientras que en la concentracion 0.2 %, y 0.3 % (v/v), las cuéles son concentraciones
cercanas a 25 mM y 50 Mm, entre ambas concentraciones se obtuvo un incremento
en especies ROS con diferencia estadistica (p<0.05), aunque en este caso se midio
la intensidad de fluorescencia relativa (RFI) y no el porcentaje de células con

indicador positivo de especies ROS.

El furfural en el presente trabajo generd un efecto mas pronunciado en términos de
estrés oxidativo, lo que puede tener implicaciones importantes en la fisiologia celular
y en el desarrollo del crecimiento microbiano. Se ha reportado que la acumulacion
de las especies reactivas de oxigeno es una respuesta de estrés universal que es
inducida por el furfural, por lo que medir el contenido de dichas especies es un

indicador para relacionar el estrés inducido por dicho inhibidor (Li y col., 2019).

Pan y col. (2018), reportaron que en medio YPD, utilizando S. cerevisiae, en
concentraciones de 1 a 5.5 g L-1 de acido acético, observaron que la acumulacién

de ROS intracelular esta asociada con el acido acético extracelular.

En el presente trabajo, el acido acético a 0.1 % y 0.2 % (v/v) gener6 una RFI de 0.65,

la cual es un incremento del 124 % respecto al control, estos resultados indican que

el efecto oxidativo del acido acético se mantuvo constante en ambas
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concentraciones, caso contrario en lo observado con el estudio previamente

mencionado.

Por ultimo, la concentracién de 0.3 % (v/v) de acido acético no hubo lectura de
especies reactivas de oxigeno debido a la completa inhibicién de la cepa, en este
parametro estudiado se esperaria que la acumulacion fuese mayor, por lo que el
estrés oxidativo generado pudo ser una posible causa de la ausencia de

supervivencia celular.

Es importante sefalar que, a la concentracion de 0.1 % (v/v), el &cido acético genero
una mayor acumulacion de especies reactivas de oxigeno a comparacion que el
furfural. Mientras que en la concentracion de 0.2 % (v/v), tanto el furfural como el
acido acético generaron la misma acumulacién de especies reactivas de oxigeno.
Este hallazgo indica que, a dicha concentracién, ambos inhibidores de forma

individual tuvieron un efecto similar en términos de estrés oxidativo en la célula.

El hallazgo mas destacado en este parametro es el efecto de la mezcla de inhibidores
a la concentraciéon de 0.1 % (v/v). En dicha concentracion, se observé un aumento
en la RFl a 1.9, lo que es un 559 % mayor que el control en la acumulacién de
especies reactivas de oxigeno, superando a los demas tratamiento evaluados. Es
relevante destacar que, a pesar del aumento en la RFl a 1.09 con el furfural a
concentracion de 0.3 %; la acumulacién de especies reactivas de oxigeno generado

fue menor que el observado en la mezcla de inhibidores a una concentracién de 0.1
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%. Esto resalta la importancia del efecto sinérgico de la combinacién de inhibidores

para generar una mayor acumulacién de especies reactivas de oxigeno en S. stipitis.

S. stipitis cuenta con diversas enzimas antioxidantes como mecanismo de defensa
frente al estrés oxidativo, las cuéles eliminan el exceso de especies ROS para reducir
el dafo, algunas de las enzimas que dicha cepa posee son superoxido dismutasa,

peroxidasa y reductasa (Chu y col., 2022).

El hecho de que S. stipitis cuente con enzimas antioxidantes, le da una mayor
posibilidad de adaptarse a la acumulacion de las especies ROS generadas por la

presencia de los inhibidores.

7.5 Tasa de acidificacion extracelular (ECAR)
La prueba de ECAR nos permite evaluar si los tratamientos de inhibidores empleados
en el presente estudio afectan el proceso metabdlico de glucolisis de las levaduras,
por ser una medida indirecta donde se relaciona la acidificacion del medio a nivel del

piruvato de la via glucolitica (Olivares-Marin y col., 2018).

El furfural a 0.1 % (v/v) aumento el flujo glucolitico en S. stipitis, para tolerar el estrés
del furfural. Lo anterior puede estar relacionado con una mayor demanda de energia,
como se observd anteriormente en las cinéticas, la cepa es capaz de crecer a dicha
concentracion, pero a través de la tasa de acidificacion extracelular se logra observar

que el furfural es capaz de alterar su metabolismo.
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Para la concentracion de 0.2 % (v/v), el estrés generado fue de manera mas
pronunciada, ya que se observé una disminucion en la tasa de acidificacion
extracelular a 0.17 mpH/min*mg, esto sugiere que ejercid un efecto mas fuerte sobre
la glucolisis, posiblemente el crecimiento de la cepa se pudo lograr tomando rutas

alternas que le permitieron sobrevivir a la concentracién empleada.

Por otro lado, a la concentracién de 0.3 % (v/v) no se observo lectura de la tasa de
acidificacidon extracelular; es un resultado intrigante debido a que en las cinéticas se
observé crecimiento de la cepa. Con lo anterior, hay dos posibilidades, la primera
opcion es que dicho tratamiento inhibid significativamente la glucolisis, por lo que el
crecimiento de la cepa pudo haber sido complementado por mas rutas para lidiar con
el estrés. La segunda opcién puede estar relacionado con los limites de deteccidn,
es posible que la liberacion de acidos es muy baja en comparacioén al control, lo que

pudo haber dificultado su deteccién a través de la técnica empleada.

Con respecto al furfural, se ha reportado que es un inhibidor cuyos mecanismos
toxicos son complejos, pero aun asi se estima que es un compuesto que inhibe la
glucolisis (Lopez y col., 2021). Otro de los efecto descritos del furfural es provocar la
acumulacién de intermediarios de la glucolisis como fructosa 1,6-bisfosfato, por lo
que la aglomeracion de dicho compuesto se relaciona directamente con la

disminucion del flujo de la glucolisis (Sannelli y col., 2022).
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Los estudios mencionados nos permiten respaldar que, a medida que aumenta la
concentracion del furfural, el flujo glucolitico disminuye, por lo que la adaptacién y
supervivencia de la cepa puede estar vinculada con el uso de rutas metabdlicas
alternas. Con lo anterior, Heer y col. (2009), reportaron que S. cerevisiae en medio
minimo con glucosa a 5 g L™, a medida que aumenté la concentracion del furfural, la
cepa incrementd el flujo de la via de las pentosa fosfato para poder proporcionar
NADPH, principalmente para enzimas oxirreductasas dependientes de dicho
cofactor, con lo anterior destacan que es una respuesta particular de las levaduras

ante la presencia del furfural.

Respecto al tratamiento con acido acético, en las dos concentraciones en las que
logré crecer (0.1 % y 0.2 %), los resultados obtenidos demostraron que ninguna de
estas dos concentraciones generd cambios significativos en comparacion con el
grupo control en la tasa de acidificacion extracelular. La ausencia de cambios sugiere
que en esas dos concentraciones es capaz de mantener los niveles normales de

glucdlisis.

En el estudio realizado por Zhao y col. (2008) se reporté que el acido acético ejerce
un efecto toxico sobre S. cerevisiae al inhibir las enzimas presentes en la cascada
de reacciones de la glucélisis. Con los resultados obtenidos, se observé que S.
stipitis, frente al acido acético, no sufri6 cambios en la tasa de acidificacion
extracelular, por lo que demuestra que el flujo glucolitico se mantuvo normal, lo que

sugiere que no hubo dafo enzimatico.
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Para el tratamiento con la mezcla de inhibidores, a pesar de que la mezcla permitié
el crecimiento de la cepa en una unica concentracion, no se identificaron cambios
significativos respecto al grupo de control, lo que indica que no se observé un efecto
sinérgico para alterar cambios en la tasa de acidificacion extracelular. Hasta este
punto, con los parametros estudiados podemos suponer que el furfural y el acido

aceético actuan de forma diferente sobre los parametros bioenergéticos.

7.6 Potencial de membrana mitocondrial (PMM)
Se midié la PMM para evaluar el efecto del furfural y el acido acético sobre la funcién
mitocondrial de S. stipitis. Como se ha comentado anteriormente, la mitocondria es
un organelo importante para las células eucariotas, ya que es donde se da la
produccién de energia en forma de ATP, ademas de que participa en la regulacion

del metabolismo y se encuentra relacionada con la apoptosis (Javadov y col., 2020).

Es importante recordar que al momento que se metaboliza la glucosa, este pasa por
la glucdlisis para producir piruvato, el cudl ingresara a la mitocondria para pasar al
ciclo de Krebs, donde se liberaran electrones y protones, los cuales seran
transportados por el NADH y el FADH:z para entregar dichos electrones a la cadena
transportado de electrones (Miller, 2020). El movimiento de los electrones a lo largo
de dicha cadena genera energia, la cual es utilizada para transportar protones desde
la matriz mitocondrial hacia el espacio intermembranal, esto hace que se genere un
gradiente electroguimico de protones en la membrana mitocondrial interna, dicho

gradiente es el que se utiliza para la sintesis de ATP (Sanchez y Arboleda, 2008).
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El potencial de membrana mitocondrial es una herramienta para evaluar la actividad
mitocondrial con la cuantificacion del gradiente electroquimico originado por el
transporte de electrones y la fosforilacion oxidativa para la generacién de ATP. Lo
anterior es un resultado de las reacciones redox que se encuentran intrinsecamente
vinculadas con el ciclo de Krebs, actuando como un intermediario en la retencion de
energia que posteriormente es canalizada por la ATP sintasa (Zorova y col., 2018;

Yi-Xuan y col., 2019).

Para la prueba de potencial de membrana mitocondrial se utilizé el kit que contiene
el JC-10, el cual es un indicador fluorescente que nos permite evaluar la integridad
de la mitocondria. Cuando la mitocondria estd sana, tienen un potencial de
membrana mitocondrial alto, por lo que el JC-10 se acumula en el interior formando
agregados lo cual emite una fluorescencia roja, en caso de que se encuentre dafada
el JC-10 permanece en el citoplasma en su forma monomérica lo cual conduce a una
fluorescencia verde. Por lo que al final se calcula la relaciébn entre ambas
fluorescencias para obtener la medida cuantitativa del potencial de membrana
mitocondrial y determinar el grado de dafo ocasionado por los tratamientos

empleados en el presente estudio.

Una disminucién en el potencial de membrana mitocondrial hace que se agote el

ATP, ya que dicho potencial es necesario para un Optimo funcionamiento de la

cadena de transporte de electrones y una sintesis eficiente de ATP; por lo que al
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haber menos energia disponible afecta directamente en las actividades celulares, por

lo que su funcionamiento no va a ser normal (Kalvelyté y col., 2017).

En el presente estudio, el efecto del furfural en las tres concentraciones empleadas
(0.1 %, 0.2 % y 0.3 %) sobre el potencial de membrana mitocondrial de la cepa,
mostraron que el furfural indujo una disminucién de aproximadamente un 70 % en
todas las concentraciones evaluadas, en comparacion con el grupo de control sin

inhibidores.

Se ha demostrado que en cepas como S. cerevisiae, el furfural dana las membranas
tanto de las vacuolas como las mitocondrias (Allen y col., 2010). Para la proliferacion
de la levadura, el mantenimiento del potencial de membrana mitocondrial es esencial,
la pérdida de dicho pardmetro desencadena vias para eliminar las mitocondrias

dafnadas o incluso provocar la muerte celular (Vasan y col., 2022).

A pesar de la clara reduccién en el potencial de membrana mitocondrial en todas las
concentraciones de furfural, es importante destacar que no se encontraron
diferencias significativas (p<0.05) entre las tres concentraciones. Esto sugiere que el
furfural, dentro del rango de concentracién empleado, ejercié un efecto inhibitorio

similar en el PMM, independientemente de la concentracién utilizada.

Por otro lado, el acido acético, en las dos concentraciones en las que logré

crecimiento (0.1 % y 0.2 %), también disminuyé el potencial de membrana
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mitocondrial aproximadamente un 70 % en comparacion con el control. Es
interesante destacar que, al igual que en el caso del furfural, no se encontraron
diferencias significativas (p<0.05) entre las dos concentraciones de &cido acético
respecto a su efecto sobre el potencial de membrana mitocondrial. Ambas
concentraciones mostraron una disminucion similar, 1o que sugiere que el &cido
acético ejerce un dafno en la mitocondria constante en funcion de la concentracidn

del inhibidor dentro del rango estudiado.

Para el caso del acido acético, se ha demostrado que dicho inhibidor provoca la
permeabilizacion de la mitocondria, lo que puede provocar la posible la liberacion de
factores letales como el citocromo C (Pereira y col., 2010). Cuando disminuye el
potencial de membrana mitocondrial, la cadena de electrones se ve afectada, y
cuando esto sucede, se ha demostrado que se puede dar la liberacidén de proteinas
preapoptoticas, como el citocromo C, el cual se une al factor de activacion apoptética
1 para formar el complejo apoptosoma y posteriormente activar la caspasa-9 para
llevar una cascada que conduce a la apoptosis (Kalpage y col., 2020).
Posteriormente a su liberacion, el citocromo C es degradado, por lo que la

mitocondria no volvera a funcionar adecuadamente (Guaragnella y Bettiga, 2021).

En el caso de la mezcla de inhibidores, se evalu6 la concentracion de 0.1 % y se
observé que generd una disminucion del potencial de membrana mitocondrial de
aproximadamente un 70 % respecto al grupo de control sin inhibidores. Es importante

destacar que dicho tratamiento fue el que gener6 mayor acumulacién de especies
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ROS, pero aun asi se obtuvieron valores similares a los tratamientos que se

emplearon de forma individual en el PMM.

Por lo tanto, con los tratamientos empleados se observé que, independientemente
de la concentracion de los inhibidores y de la forma en la que se encuentren
(individual o en mezcla), mientras la cepa sea capaz de crecer, se observé una

consistencia en el efecto sobre el potencial de membrana mitocondrial.

El estrés generado por los inhibidores induce la rapida despolarizacién del potencial
de la membrana mitocondrial interna, lo que consecuentemente ocasionara el
malfuncionamiento de la fosforilacion oxidativa (Park y col., 2011). Por lo tanto, al
observar que todos los tratamientos generaron una disminucion en el potencial de
membrana mitocondrial se puede sugerir que los inhibidores empleados hacen que

la célula cuente con menos ATP.

7.7 Fermentacion
En la fermentacion de glucosa con S. cerevisiae frente al furfural en concentraciones
de 0.1, 0.5, 2, 4, 6, 8y 10 g L desarrollada por Erkan (2020), observé que, la
concentracion de 0.5 g L' duplicé la cantidad de biomasa comparada con el control,
sin embargo, a medida que la concentracion aumentaba, la produccién de biomasa
disminuy6 a partir de los 6 g L', produciendo 0.19 g L' de biomasa. En el articulo
previamente mencionado, la disminucién de biomasa se generé a partir de 6 g L,

mientras que, en el presente estudio, la disminucién de biomasa se gener6

67



Unicamente en la concentracién de 0.3 % (v/v) de furfural, que equivale a 3.14 g L',
obteniendo valores de 3.6 g L' de biomasa, una disminucién del 65 % en

comparacion con el control.

Las concentraciones de furfural 0.1 y 0.2 % (v/v) no son estadisticamente diferentes
entre ellos y el control. La razon por la que no hubo cambios significativos en este
parametro se puede relacionar a los aspectos discutidos en las cinéticas. Donde la
posible tolerancia de la cepa a dichas concentraciones puede estar relacionadas con

las enzimas antioxidantes que ayudan a neutralizar al furfural.

Por lo tanto, la forma de adaptacion de las levaduras frente al furfural es redirigir su
metabolismo para que le permita reducir los niveles téxicos del furfural, oxidandolo o
reduciéndolo a alcoholes o acidos como el alcohol furfurilico, 2,5-bis-
hidroximetilfurano, acido furoico y acido 2,5-furanodicarboxilico (Mota y col., 2022).
La concentracion de 0.3 % (v/v) tuvo mayor impacto para reducir la generacién de
biomasa, por lo que mecanismos oxidantes o reductores de S. stipitis sobre el furfural
para disminuir su toxicidad posiblemente no fue eficiente, lo que implicé que su

crecimiento y replicacién fuese menor.

Otro motivo por el que la concentracion mas alta pudo afectar negativamente en la
generacion de biomasa, es la interaccién téxica del furfural hacia el ADN, ya que se
ha demostrado dafnos frente a su exposicidn, reaccionando directamente con la

adenina para formar kinetina, la cual promueve el desajuste de las bases
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nitrogenadas (Willson, 2022). Con lo anterior, el furfural puede afectar la capacidad
de la levadura para sintetizar nuevas proteinas y a la vez replicar su ADN, lo que

implica una menor generacion de biomasa.

Respecto al acido acético, dicho inhibidor se ha demostrado que afecta el pH
intracelular en S. cerevisiae, donde el efecto depende mas de la forma no disociada
del 4cido, no del contenido del acido acético total en el medio, ya que, el cambio en
el pH intracelular conduce a la inhibicion de las enzimas responsables del
metabolismo de los carbohidratos (Pielech-Przybylska y col., 2019). Con lo anterior,
el acido acético pudo generar cambio en el pH interno de célula, interfiriendo en la
homeostasis de la levadura, lo que afecta directamente en la generacion de biomasa,
por lo que desde concentraciones bajas de acido acético afectd negativamente el

crecimiento de S. stiptis.

Frente al estrés causado por el acido acético, la levadura pudo haber implementado
una reduccion de las actividades relacionadas con procesos de alto gasto energético
como la proliferacién celular, sintesis de proteinas, las vias anabdlicas; por lo que se
enfoca en actividades relacionadas con la proteccion y reparacion del dano que

sufren el ADN, proteinas y lipidos (Sousa y col., 2012).

Bellido y col. (2011), reportaron que, S. stipitis en la fermentacion de glucosa y xilosa
en condiciones anaerobias con acido acético y furfural de forma individual; a medida

que aumentaba la concentracion del acido acético, el consumo de glucosa disminuia,
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demostrando que en el control se logra consumir toda la glucosa (40 g L"), mientras
que el rendimiento del etanol disminuia conforme aumentaba la concentracién,
llegando a completa inhibiciéon a 3.5 g L'; por otro lado, el furfurala 0.1,1y2 g L™,
toda la glucosa fue consumida, y para la produccién de etanol, la disminucién en la
produccién de etanol no fue mayor al 10 % respecto a los 22.8 g L' producidos en el
control, indicando que el efecto inhibitorio se reflejo principalmente en la velocidad

de produccién de etanol.

Las concentraciones empleadas de 1y 2 g L™ por Bellido y col. (2011), mostraron un
comportamiento similar con el furfural a concentraciones de 0.1 y 0.2 % (v/v) del
trabajo desarrollado, ya que toda la glucosa fue consumida dentro de las 48 horas
de la fermentacion, la diferencia radica que, en las tres concentraciones empleadas,
la reduccion en la produccion de etanol fue mayor del 80 %, mientras que, en la
produccién de etanol reportada por Bellido y col. (2011), la disminucién en la

produccién de etanol fue menor del 10 %.

Erkan y col. (2020), reportaron que la fermentacion de S. cerevisiae en un medio con
100 g L' de glucosa frente a distintas concentraciones de furfural por 48 horas; a 6
g L' de furfural el consumo de glucosa fue mayor que el control, consumiendo 83.63
g L' de glucosa, mientras que la concentracion de 8 g L' de furfural disminuy6
drasticamente el consumo de glucosa a 5.03 g L™'. En la fermentacion desarrollada,
el furfural a 0.3 % (v/v) provocé que el consumo de glucosa fuese de 37.8 g L,

siendo una reduccion del 58 % respecto el control.
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Las levaduras, como los demds organismos son capaces de adaptarse a condiciones
que les causen estrés, en este caso los inhibidores, por lo que, dependiendo de la
condicién, las levaduras pueden modificar sus estrategias de crecimiento para
sintetizar componentes o reducir el dafo celular (Eardley y Timson, 2020). Lo anterior
nos ayuda a determinar que la adaptacion a las primeras dos concentraciones de
furfural, los ajustes metabdlicos empleados por S. stipitis no alteraron su capacidad

para consumir glucosa.

La disminucién del 58 % en el consumo de glucosa generada por el furfural a 0.3 %
(v/v) nos demuestra que a pesar que en las cinéticas observamos crecimiento,
fisioldgicamente no es capaz de consumir la misma cantidad de glucosa del grupo
control. Ask y col. (2013), demostraron que la adicion de furfural disminuyé la
absorcidn tanto para la glucosa y xilosa, debido a que dicho compuesto es capaz de
inhibir la hexoquinasa, enzima que cataliza la primera reaccion de la via glucolitica,
lo que puede hacer que se desencadene una disminucion en el consumo de los

carbohidratos.

Narendranath y col. (2001), reportaron que S. cerevisiae en un medio minimo, con
una fermentacion de 24 horas frente el acido acético a una concentracion de 0.1 %
(w/v) gener6 una disminucién en la tasa de consumo de glucosa, aunque dicho valor
disminuyd, al final de la fermentacién toda la glucosa era consumida. En el presente
trabajo con S. stipitis, en las 48 horas de fermentacion, el &cido acético a 0.2 % (v/v)

disminuy6 el consumo de glucosa a 76.17 g L™, el cual es una reduccion del 15 %

71



respecto al control, mientras que a 0.1 % (v/v) la cepa fue capaz de consumir toda la

glucosa disponible.

Casey y col. (2010), desarrollaron un estudio empleando una levadura
genéticamente modificada de S. cerevisiae para fermentar xilosa y glucosa en medio
YPD, reportando que el acido acético disminuyo la tasa de consumo de glucosa y al
mismo tiempo observaron que aumentando el pH del medio, se redujo el efecto
inhibidor del acido acético. Con lo anterior, podemos destacar que el cambio de pH
generado por el &cido acético es el factor que hace que el consumo de glucosa sea
menor para la cepa de S. stipitis, ya que el pH intracelular en la célula evita que la
glucosa sea metabolizada. Ademas, se ha reportado que los acidos débiles como el
acido aceético inhibe enzimas clave de la via de la glucolisis (Pampulha y Loureiro-

Dias, 1990).

Las tres concentraciones de furfural generaron una reduccién significativa en la
produccién de etanol en comparacion con el control, lo que indica que las
concentraciones empleadas tuvieron un efecto inhibitorio en dicho pardmetro. El
furfural es un inhibidor que provoca estrés oxidativo por la produccion de especies
reactivas de oxigeno, lo que consecuentemente dafa los componentes celulares, lo
que resulta en una menor produccién de etanol, dado al mal funcionamiento de la

célula (De-Fatima-Alves y col., 2023).
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Ademas de provocar estrés oxidativo se ha demostrado que el furfural es un inhibidor
que dana enzimas que estan involucradas en procesos metabdlicos como la
glucolisis y el ciclo de Krebs, por lo que reduce directamente la viabilidad de la célula

y a la vez la productividad para producir bioetanol. (Unrean y col., 2018).

La detoxificacion del furfural como mecanismo de adaptacion de las levaduras es a
través de la reduccion del furfural a furfuryl alcohol, se ha demostrado que cuando
dicho compuesto se encuentra en bajas concentraciones la produccidon de etanol
puede incrementar (Thygesen y col.,, 2012). Con lo que se ha discutido
anteriormente, las levaduras tienen una tolerancia intrinseca para poder metabolizar
y reducir la toxicidad del furfural, dicha capacidad no permitié a la cepa poder producir
cantidades significativas de bioetanol, por lo que posiblemente ante estos

tratamientos la cepa este priorizando su supervivencia en vez de producir bioetanol.

Con lo anterior, para complementar el estudio seria interesante realizar medicién de
la detoxificacion del furfural ante las concentraciones empleadas para considerar si
la cepa empleada estd realizando la detoxificacion. Al analizar las tres
concentraciones de furfural empleadas, se evidencia un patrén en el cual, la
concentracion de 0.3 % (v/v) produjo 4.3 g L' de etanol, el cual fue mayor a
comparacién de lo obtenido a 0.1 % (v/v). Ante este contexto, es interesante explorar
concentraciones superiores, para evaluar si a una concentracion mayor se pueda
atenuar los efectos de producciéon de etanol o que esté presente la posibilidad de la

completa inhibicién de la cepa.
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Por lo tanto, a pesar de que la cepa utilizada demostré tolerancia ante el furfural, no
le permiti6 mantener niveles estables de produccidn de etanol frente a la presencia
del inhibidor. No obstante, hay que tener presente que la adaptacién en ambientes
fermentativos involucra mecanismos de adaptacion y eventos genéticos que son
complejos, por lo que existen mas factores que se deben tener presentes para tener

un entendimiento mas completo (Giannakou y col., 2020).

Lo anterior juega un papel interesante como una propuesta para seguir buscando
alternativas para ofrecer mayores cantidades de produccién con la cepa S. stipitis,
ya que hay varios factores que nos permitan generar una mayor produccién de
bioetanol. Las propuestas mas actuales para producir cepas que generen mayor
produccion de etanol estan relacionadas con la ingenieria genética, un acercamiento
es la de modificar la expresion de genes relacionados con los cofactores que juegan
un gran papel para el equilibrio redox para poder otorgar mayor tolerancia y a su vez

mayor produccion de etanol (Liu y col., 2020).

Sin embargo, también se han encontrado cepas de levaduras no modificadas que
pueden tener mayor tolerancia natural hacia el furfural. Field y col. (2015),
encontraron cuatro cepas de S. cerevisiae con una gran tolerancia hacia el furfural,
dentro de esas cuatro, se observdé un incremento notable en la produccién de

bioetanol.
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Wang y col. (2020), utilizaron levadura alcohodlica en un medio de fermentacion
modelo con glucosa, adicionando concentraciones de 1.0 a 10.0 g L' de &cido
acético; encontraron que a partir de 3 g L, la produccién de etanol disminuy6
considerablemente, produciendo aproximadamente 15 g L' de etanol, mientras que
la concentracién de 10 g L' de acido acético generd inhibicion completa en la
produccion de etanol. Comparando con los tratamientos utilizados en el presente
trabajo, la concentracion mas baja utilizada de acido fue de 0.1 % (v/v) el cual
corresponde a 1.049 g L, la cual generd 2.9 g L' de etanol, comparado con los 26.3
g L' obtenidos del control la reduccion fue del 89 %. Por lo tanto, la cepa empleada
de S. stipitis tiene menor capacidad para producir etanol frente al inhibidor respecto
a la levadura alcohdlica que utilizé Wang.

El acido acético es uno de los principales inhibidores que se puede encontrar en los
hidrolizados de la biomasa lignoceluldsica, por lo que pueden terminar afectando
negativamente los rendimientos y las tasas de produccién de bioetanol (Shyamy col.,
2018). Como se reporta en la fermentacién, el acido acético resulté ser un inhibidor

que también generd un efecto negativo en la produccién de etanol.

Se ha descrito que, frente al estrés del acido acético, la metascaspasa YCA1 causa
alteraciones significativas en el metabolismo, dentro de ellas es el cambio de vias
glucoliticas a la via de las pentosas fosfato (Guaragnella y Bettiga, 2021). La via de
las pentosas fosfato es una ruta que puede operar simultdneamente con la glucélisis
para la degradacion de la glucosa en la mayoria de las células. Es una via con

multiples funciones, dentro de ellas la sintesis de NADPH (Bertels y col., 2021).

75



Lo anterior puede jugar un papel importante, ya que el NADPH es un cofactor que
sirve para regenerar antioxidantes como glutation, tiorredoxinas y peroxirredoxinas,
por lo que dichos antioxidantes ayudan a neutralizar a las especies ROS, lo que

consecuentemente protege a la célula frente el estrés oxidativo (Yadav y col., 2020).

Otra de las formas adaptativas que pueden presentar las levaduras frente al estrés
que ocasiona el acido acético es a traveés de mecanismos que le ayuden a regular la
acidificacidn intracelular que dicho inhibidor les genera. Un mecanismo es regular el
pH intracelular por medio de la bomba de protones de la membrana plasmatica Pma1
y la H-ATPasa vacuolar; las bombas de protones utilizan el ATP para expulsar iones
de hidrégeno fuera de la célula con el fin de contrarrestar la acidificacion provocada

por el &cido acético (Deprez y col., 2021).

Otro mecanismo son los sistemas transportadores de iones, en este caso se enfoca
al acetato, el cual es la forma disociada del acido acético. En S. cerevisiae, los
transportadores Tpo2 y Tpo3 son ejemplos que se encuentran en las levaduras y se
han demostrado que les confiere resistencia a las levaduras, ya que reducen la

concentracion intracelular del acetato, expulsandolo de la célula (Zhang y col., 2022).

Para el caso de S. stipitis, la informaciéon sobre los transportadores de iones de
acetato es limitado, en comparacion de S. cerevisiae, ya que es la levadura mas
estudiada. Sin embargo, se puede esperar que S. stipitis tenga sistemas de

transporte para el acetato, ya que es una cepa que puede crecer frente a la presencia
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del acido acético. Las condiciones experimentadas con acido acético demostraron
que S. stipitis es capaz de crecer, pero, no logré fermentar los mismos niveles de

bioetanol comparado con el grupo control.

En las condiciones establecidas en la experimentacion, la produccidén de etanol para
S. stipitis bajo las condiciones de 250 rpm con glucosa a 0.5 M con oxigeno limitado,
se ha demostrado que ocasiona la inhibicion de la cadena de transporte de
electrones, lo que consecuentemente hace que se incremente la produccion de
etanol (Granados-Arvizu y col., 2019). Dichas condiciones redirigen el metabolismo
de la levadura hacia la fermentacion para tener una via alternativa de energia. Con
lo observado en la experimentacion, a pesar de usar las mismas concentraciones de
glucosa y condiciones de oxigeno limitado, los inhibidores demostraron reducir la

produccién de bioetanol.

En cuanto a la mezcla de inhibidores, la concentracién de 0.1 % (v/v) en la que logré
crecer, el consumo de glucosa y la generacién de biomasa no generé diferencia
significativa respecto al control, mientras que en la produccion de etanol produjo 3.1
g L', una disminuciéon del 88 % (v/v). Con lo anterior, Bhavana y col. (2022)
reportaron un efecto sinérgico de la mezcla del furfural, HMF y acido acético en la

reduccién de la actividad de fermentacion de la xilosa para producir xilitol.

El presente estudio con los tratamientos empleados proporciona una medida

cuantitativa de la respuesta adaptativa en condiciones de estrés, en este caso, se
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observé la inhibicion en la produccion de etanol. Continuar la linea de investigacion
para generar un entendimiento mas profundo de la que sucede en ambos
tratamientos para producir mas bioetanol es de gran interés. Por ejemplo, medir la
relacion ATP/ADP, realizar un analisis de expresion génica, estudiar los perfiles de
metabolitos intracelulares o medir la actividad de enzimas clave podrian generar mas

entendimiento de lo que sucede frente al estrés originado por ambos inhibidores.
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8. CONCLUSIONES

La presencia de furfural y acido acético a concentraciones de entre 0.1 y 0.3
% disminuyé significativamente la velocidad especifica de crecimiento de S.
stipitis e inhibi6 completamente el crecimiento en S. cerevisiae.
Adicionalmente, en algunos tratamientos, se prolongd la fase de latencia en
S. stipitis.

Para S. stipitis, el decremento del potencial de membrana mitocondrial no fue
influenciado por la concentracion del inhibidor al evaluarse de forma separada,
en contraste con la forma combinada. Por otro lado, la generacion de ROS fue
directamente proporcional a la concentracion de furfural y sin diferencias en
acido aceético, pero la mezcla increment6 sustancialmente la presencia de
estas.

Los resultados obtenidos muestran que levaduras Crabtree negativas como
S. stipitis son capaces de crecer en medios en presencia de inhibidores, a
pesar de presentar disfunciones mitocondriales.

Es de suponer que tanto el furfural como el acido acético afectan el
funcionamiento mitocondrial, pero esto no implica que se estimule la

fermentacién para compensar el desbalance energético que pueda causar.
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ANEXOS

Cinéticas de crecimiento de S. cerevisiae realizadas en medio YPD con 0.5 M de

glucosa a 250 rpm por 48 horas con a) furfural, b) acido acético, c) mezcla de Furfural

y acido acético al 0.1, 0.2y 0.3 % (v/v).

a) b)
1.5 = E—— 15 -8~ Control +
-©- Furfural 0.1% (v/v) -6~ Acido acético 0.1% (v/v)
=& Furfural 0.2% (v/v) —A—  Acido acético 0.2% (viv)
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Los resultados representan la media £ SD; n = 5 réplicas de cinco experimentos

independientes.
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