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1. INTROI)UCC¡ON

1.1< LEVADURAS Y FERMENTACIÓN.

Las levaduras son hongos unicelulares capacesde producir, en su

metabolismo,grandescantidadesde etanol, tolerarlo y seguirdesarrollándose

a concentracionesa las que otros microorganismosson incapacesde sobrevivir.

Las levadurashansido utilizadasempiricamentedesdetiemposmuy remotospor

las civilizacioneshumanas.Ya enel año6.000a J.C, la civilización mesopotámica

obteníabebidasalcoholicassemejantesa las cervezasy vinos actuales.

También los egipcios,de forma empíricautilizabanlevadura procedente

de la fabricaciónde la cervezapara hacermásesponjosala masadel pan.

La producción de bebidas alcohólicas utilizando levaduras, por

fermentaciónde azúcareses,portanto, unadelas aplicacionesde la biotecnología,

másantiguasy de gran importanciaeconómica.Enla actualidad,]a bioproducción

de etanolcomo carburantepresentatambiéninteréscomercialy ecológico,como

alternativaa los combustiblestradicionales,mascarosy con mayoresriesgosde

contaminaciónambiental.

Saccharontvcescerevisiaeesla especiede levaduraque ha sido empleada

empíricamentedesdetiemposmuy antiguosen la obtenciónde bebidasalcohólicas,
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tales como vino y cerveza, hasta que Pasteur abordó el estudio de las

fermentacionescon una perspectivay metodologíacientíficas.

La fermentaciónalcohólicaimplica la degradacióndc las hexosas,por la

via glicolifica, hasta piruvato y, posteriormente,la actuaciónde las llamadas

enzimas alcohologénicas,que producen etanol como producto final de la

fermentación,regenerandoel poderreductor,en forma de NAD.

En la fermentaciónen batch (cultivo no continuo), las tasasde glicolisis

y de producciónde etanol,por unidadde proteinacelular, son muy elevadasen

las etapasiniciales, para descenderprogresivamente,a medida que el etanol

producidocomienzaa acumularseen el medio de cultivo (Moulin y col. 1984~

Van Uden, 1985; Dombecke Ingram, 1987).

Este descenso comienza a concentracionesextracelulares de etanol

relativamentebajas- entre1 % y 2 % (p/v) - (Dombecke Ingram,1988 y 1989).

Segúnestosautores,cuandoel etanol extracelularalcanzauna concentracióndel

5%, tiene lugaruna pérdidadel 50% de la actividadmetabólica.

El descensoen la actividad fermentativacoincide con la transición entre

la fase exponencialy la fase estacionariade crecimiento(Dombecke Ingrarn,

1987), y esta transición supone numerosos cambios fisiológicos, pues la
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maquinariacelular cambiade una actividad biosintéticaintensaa una actividad,

fundamentalmente,de mantenimiento.

Los primeros estudiossobre la inhibición de la fermentación datan de

principios de este siglo. Brown, en 1905 (revisión de Ingram y Butke, p.28.7),

examinó los efectos de los productos no gaseososde la fermentación,

comprobandoquelos productosvolátiles, fundamentalmenteetanol,eranlos mas

inhibitoriossobreel crecimientode las levaduras.Sin embargo,estemismo autor

concluyó,tras varios trabajosposteriores,queera el dioxido decarbonoy no cl

etanolel responsablede la inhibición del crecimiento.

Estudiosposteriores,realizadospor Richards,en 1928, y Rahn, en 1929,

demostraronsin lugar a dudas,que era el etanol el compuestoque provocabala

inhibición del crecimientocelular. Cray, en 1941, confarmóestainhibición por

etanol y demostróqueestirpesdiferentesde SaccharornycescerevisMe,variaban

sensiblementeen su resistenciaal etanol.

Dadoque el etanoles uno de los productosfinalesde la fermentación,es

lógico que algunos investigadoressugirieranque la inhibición del crecimiento

observadaera consecuenciade una rewoinhibición. Troyer (1955). tratando de

comprobarestahipótesis,estudióel crecimientode variasesti¡pesde S. cerevtv¡ae

en presenciade metanol, concluyendo,en palabrasdel propio autor,que: “LA
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ACCIÓN INIIIBITORIA DEL ETANOL SOBRE LA UTILIZACIÓN I)E LA GLUCOSA PUEDE

ESTAR ASOCIADA CON SUS PROPIEDADES COMO MIEMBRO DE UNA CLASE GENERAL

DE SUSTANCIAS, MAS QUE CON SU FUNCIÓN DE METABOLITO DE LA LEVADURA”.

Los resultadosde Troyer fueron,postenormente,confirmadospor Grny y

Sova (1956) al estudiar, utilizando 14 alcoholes diferentes por su tamaño y

polaridad, la toleranciaal etanolcomo disminución del consumode glucosa,en

lugar de inhibición del crecimientocelular, observandoque la concentraciónde

alcoholnecesariaparadisminuir al 50 %, el consumode glucosa,erainversamente

proporcional al tamañodel alcohol.

No obstante,seha aceptadoquela acumulaciónextracelularde etanolen

el medio de cultivo es la causadel descensoen la fermentación(Cray, 1941,

Bazuay Wilke, 1977; Ohosey Tyagy, 1979; Brown y cols., 1981; Luong, 1985).

Por ello, el pasosiguienteen las investigacionesfue la búsquedade mecanismos

por los cualesel etanolproducidoinhibía la fermentación.

Los estudiosinicialesmostraronqueeletanolincidíasobremúltiplesdianas

celulares,pues hay vados procesosfisiológicos que resu]tanafectadospor la

presenciade etanolextracelular.
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Estos resultadoseran esperablessi tenemosen cuentala capacidaddel

etanolde interaccionarcon proteínasy lípidos fundamentalmente,dadosu caracter

de disolventey de agentedesnaturalizante.Además,seha podido compropbarsu

capacidadde inducir mutaciones,tal como la mutación“petite” (Bacila y Horii,

1979),asícomode variar los parámetrosdecrecimientode lasestirpes,talescorno

temperaturaóptima y termotolerancia(Cootey cois., 1991).

La genéticade la toleranciaal etanolespoco conocidaporsu complejidad.

Aguilera y Benitez(1986),hicieron un estudioen el queseleccionaronmutantes

de S. cerevisine,sensiblesaetanol, queeranincapacesde crecera concentraciones

de etanol a las cualescrecía el tipo silvestre.Aislaron 21 mutantesmonogénicos

sensiblesa etanol, lo quees indicativo de que un gran númerode genesestán

implicados en la tolerancia a etanol. Según las estimacionesde estos autores,

probablementeseanmasde 250 genes.De lo quededucenqueS.cerevisiaeposee

un gran númerode proteinasimplicadasen la toleranciaa etanol.

Es interesanteresaltarque al menosun tercio de los mutantessensiblesa

etanolpresentabantermosensibilidad.

Otro aspecto,quecomplicael abordajegenéticode la selecciónde estirpes

tolerantesa etanol,esel hechode que la capacidadde producciónde etanol es
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independientede la tolerancia (DAmore y Steward, 1987). Así, estirpesmuy

tolerantespuedentenerun rendimientobajo en producciónde etanol,o viceversa.

Hasta el momento, se han realizadoestudios de selección de estirpes

tolerantesa etanolmediante:

1. Fusión de protoplastos

2. Obtención de híbridosentreparentaleshomotálicosy estirpes

heterotalicas.

Los resultados obtenidos no han sido muy satisfactorios, pero han

confirmado que la producción de etanol y la tolerancia al mismo son dos

fenómenosgenéticamenteindependientes.

Desdeunaperspectivaaplicada,la seleccióndeestirpestolerantescontinúa

haciéndosemedianteenriquecimientoen cultivo continuo.

1.2< MECANISMOS DE TOXICIDIDAD DEL ETANOL.

La bibliografía existente coincide en afirmar que el etanol inhibe el

crecimiento y la fermentación en Saccharomycesde forma no competitiva
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(Kalmokoffy Ingledew,1985;Brown y cols., 1981;Jonesy Greenficld,1984; Aiba

y Shoda, 1969; Zines y Rogers, 1971). Es decir, el etanol afecta a las tasas

específicasde crecimientoy fermentaciónmáximas,pero no a la afinidad por el

sustrato.

Sin embargo,existe diversidad de opiniones sobre la cinética de eMa

inhibición que,dependiendode los resultadosexperimentalesdediferentesequipos

de trabajo, seha referido como lineal (Ghosey Tyagi, 1979, Hope y Hansford,

1984; Romany cols., 1984),exponencial(Jonesy Greenfield,1984;Aiba y Shoda,

1968 y 1969; Loureiro-Diasy Peinado,1982; Leno y van Uden, 1982, Moulin y

cols., 1980; Sa-Correia&vanUden,1983),hiperbólica(Brown ycols., 1981; Mota

y cols., 1984; NovaJc y cols., 1981), u otrascinéticasmascomplejas(Brown y

cols., 1981).

La inhibición de la actividadfermentativapor etanol, que tienelugar en la

fermentaciónen batch, comocuando el etanol seañadeal medio dc cultivo, es

compleja. Los efectossobre la tasa específicade crecimiento de la población

(Thomasy Rose, 1979; Aguilera y Benítez,1985), la viabilidad celular (Thomas

y cols, 1978) y la tasaespecíficade fermentación(Luong, 1985;Thomasy cols,

1978) son diferentes,siendola tasade fermentaciónel factor menosafectadode

los tres.
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La fermentaciónde glucosahastaetanol implica una seriede reacciones

enzimáticascoordinadas,cuyos requerimientosgeneralesseríanlos siguientes:

1. Transporteadecuadode nutrientes.

2. Enzimasfuncionales.

3. Nucícótidos(NAD~,AMP, ADP y AlT).

4. Cofactores(Mgt Znfl.

5. pH internoapropiado.

6. Membrana plasmática funcional, capaz de mantener la

concentración intracelular adecuada de iones, reactivos y

enzimas.

Se ha estudiadoel efectodel etano] sobro todos estosfactores,siendola

información bibliográfica existente la que se recogeen la tabla de la página

siguiente.

La bibliografía existentesobre los efectos del etanol en levadurasestá

referida,casi exclusivamente,a Saccharomycescerevfsiaepor ser la especiemas

resistentea etanoly por razonesobvias de índoleaplicada.

Existe muy poca información bibliográfica sobre el efectodel etanol en

otrasespeciesde levaduras,si bien sehan ensayadoalgunosotros géneros,como
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Kluyveromycesy Pichia, pararealizarfermentaciónalcohólicasobresustratosde

interés industrial (Margaritis y cols., 1982; Sliningery cok., 1991).

1.3.- DETERMINACION DE LA TOLERANCIA A ETANOL

Comoseha concretado,las basesfisiológicasde la accióndel etanolsobre

las células de levadurason múltiples y complejas.

Uno de los métodosempleadospara definir la tolerancia al etanol es

determinarla concentraciónde etanolquesuprimecompletamenteel crecimiento

(Ranganathany Bhat, 1958;Inoue y cols., 1962;Day y cols., 1975; White, 1978;

Rose, 1980).

Asimismo,la toleranciapuededeterminarsepor los efectosdeletanolsobre

la viabilidad celular, utilizando la tasa de pérdida de viabilidad celu]ar, en

presenciade etanol,como criterio. Kalmokoff e Ingledew (1985),comprobaron

que el etanolafectabaa la viabilidad celular,en función del estadode crecimiento

de las células,siendomásresistenteslas célulasenfaseestacionariaqueaquellas

que se encontrabanen fase exponencial.También se pudo comprobarque las

condicionesnutricionales,del medio de cultivo, afectabana la tasade pérdidade

viabilidad celular.



II
EFECTOS DEL ETANOL SOBRE LA FERMENTACIÓN ALCOHÓLICA.

- Inhibición no competitivadel transporte de maltosa (Leurclro-DIas y Peinado.1982).

- Inhibición del transportede iones amonio (Iglesiasy cois.,1991;van Uden y cois..
1984).

- No alteracióndel transponede glucosa,hastaconcentracionesde etanol2M (Pascual
y cols., 1988)

- Inhibición del consumode glucosa y otros nutrientes(Rosey cols., 198).

- Inhibición del transportede xilosaen S. cerevisiaey KIuyveromyceSfraRillS. (9 y 23
enFíO).

- Inhibición del transportede aminoacidos(Van Uden y cols., 1984).

- inhibicióndelas actividadespiruvatoklnasay hexokinasa.a concentracionessuperiOres
a 3M deetanol(Pascualy cols., 1988).

- No inhibición de las actividadesde las enzimasgílcollticas hastaconcentraciOnesde
12 % de etanol(Millar y cola,, 1982).

- Inhibición dc hcxokinasa, como consecuenciacte acumulación de AMI’ a
concentracionesbajasde etanol (Altcrthunl y cola, 1989).

- Variaciónenlas concentracionesintracelularesdenucícótidos<le adenina(Leey Lewis,
1968;Dombecke Ingram,l988)

- Descensoen la concentraciónintracelularcte Mg’t en la bacteriaZvmomonasmobilis
(Osmane Ingram,1985)

- Desacoplamientodcl transporteelectrónicosecundario(Van Uden y cola., 1984).

- Variacióndel pH intracelularencélulasdesenergizadas(Loureiro-Diasy Santos,1990).

- No alteracióndel pH intracelularen presenciade glucosa(Dombeke Ingram, 1981>.

- inhibición no competitiva de la actividad ATP-asade membrana(Cartwright y col,
1987; Pascualy cola.. 1988).

- Activaciónde la ATP-asade membrana(Sa-Correlay cola., 1991)

- Estimulacióndel influjo pasivode protonesa travésde la membranaplasmática<Lean
y VanUden, 1984; Jiménezy Van Uden, 1985).

- Estimulacióndel flujo de salidade compuestosqueabsorbena 260 nrn (nucícétidos,
nuelcósidosy aminoácidos)(Salgneiroy col. 1988;Osman e Ingram, ¡985).

Otro criterio para definir la tolerancia es el nivel máximo de etanol
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producido. Este método ha sido aplicado preferentementea estirpes de

Saccharo¡nycesempleadasen ferementacionestipo sakc(Caseyy cols., 1986).

El métodoaceptadocomomásoperativo,desdeun puntode vistaaplicado,

define la tolerancia como el efecto del etanol en la actividad fermentativa,

determinandola relaciónentrela actividadfermentativaenausenciay en presencia

de unaconcentracióndadade etanol.

La determinaciónde la toleranciaal etanol de unaestirpeconcretaesuna

característicafundamental,desdeuna perspectivaaplicada.Por ello, numerosos

autores han buscadoun método que, de forma sencilla e inequfvoca, permita

predecirla toleranciaa etanol,sin necesidadde recurrir a la propia eficaciade la

fermentación.Los distintos métodosde determinaciónde tolerancia propuestos,

estánbasadosen la accióndel etanolsobrouna determinadaestructurao proceso

diana, pero, hasta el momento, no ha sido hallado un método aceptado

universalmente, a pesarde quese han propuestovanos.

1.4.- DETERMINACIÓN DE TOLERANCIA POR INHIBICIÓN DE LA

EISRMEUI’ACIÓN.
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Otro método para definir la toleranciaal etanol, se basa en la relación

existenteentre las actividades fermentativas,de las estimes, en medios con

ausenciay presenciade etanol,a unadeterminadaconcentración(Nojiro y Ouchii,

1962). Según este método, se aprecianpocas diferenciasen la tolerancia de

estirpesvínicas,cerveceras,de destileríaso de panificaciónde Saccharoníyces.

Este método tiene el inconvenientede que no expresa,directamente,la

toleranciaal etanol en términosabsolutos,ni tampoco refleja la cinética dc la

inhibición, comoindica Casey(1986).

En el marco de la inhibición fermentativa,también se ha definido la

toleranciacomola concentraciónde etanolqueinhibe totalmentela fermentación

(Curtain y cols., 1984).

Por último, seha establecidoun parámetro,denominadoIP50, paravalorar

la inhibición poretanol;esteparámetrorepresentael valor de la concentraciónde

etanol necesariapara inhibir la actividad fermentativa un 50 % (Kalmokoff e

lngledew,1985).

1.5.- Dm’ERMINACION DE TOLERANCIA POR LA ALTERAC]ON DE LA

MEMBRANA PLASMATICA.
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Varios de los métodospropuestospara determinarla toleranciaal etanol

están basadosen la interferencia del mismo con los procesos fisiológicos

dependientesde membrana,pueséstas,y en particularla membranaplasínddca,

son consideradascomodianasprimadasde la accióndel etatiol (Thomasy cois.,

1978; Thomasy Rose,1979; Ingram y Buttke, 1984).

Entre estos métodospodemoscitar los siguientes:

1.- Inhibición no competitiva del transportede nutrientes:

Aminoacidos (Thomasy Rose, 1979; Leno y van Uden,

1984a). Iones amonio (Leao y Van Uden, 1983). Maltosa

(Loureiro masy Peinado,1982).Glucosa(Thomasy Rose,

1979; Lean y van Uden, 1982).

2.- Disipaciondel gradienteprotonico transmembrana.

Inhibición dela acividadATP-asademembrana(Cartwiight

y cols., 1986). Descensode la extrusión neta de protones

hacia el exterior celular (Pascual y coN., 1988).

Estimulación de la difusión pasiva de protoneshacia el

interior celular (Lean y van Uden, 1984; Jiménezy van

Uden,1985).
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3.- Disminuciónde la barrerade permeabilidadde la membrana:

Estimulación de la salida de aminoácidosy compuestos

intracelularesque absorbena 260 nm (Salguciro y cols.,

1988).

1.6.- JUSTIFICACIóN Y OBJET]VOS DEI. TRABAJO.

La determinaciónde la tolerancia a etanol en levadurasde utilización

industrial es un paso necesario para la selección de estimes de interés

biotecnológico.

El hechode no existir en la actualidadun métodoaceptadocon caracter

universal para cuantificar la sensibilidad o resistenciaal etanol, ha llevado a

algunosautoresa la búsquedade métodos,rápidosy sencillos,quepermitanuna

primera selección de estirpes,antesde ensayarla inhibición de ]a actividad

fermentativa.

Estos métodos de selección rápida han sido diseñados y probados,

fundamentalmente,en especiesdel géneroSaccharomyces,quesonlevadurascuya

elevada toleranciaal etanol ha sido comprobadaampliamente.
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En el presentetrabajo nos proponemoscomprobarsi dos de los métodos

propuestos,uno basado en la estimulación por etanol del influjo pasivo dc

protones,y otro basadoen la estimulación por etanol de la velocidadde salidade

compuestosintracelulares,que absorbena 260 nm, son aplicablesa otros géneros

de levaduras,cuya toleranciaal etanolesmenor.

Hemosseleccionadoestos dos métodosparasu estudio,en primer lugar,

porquesebasanen alteracionesde la permeabilidadde la membranacitoplásmica,

quees,en célulasde levaduras,unade las principalesdianas de accióndel etanol.

Y en segundo lugar, por la sencillez de los mismos, lo que les hace muy

adecuadosparasu posible títilizaclón como métodosde rutina en la selecciónde

estirpes.

Como pautade comparaciónde los resultadosobtenidosen la aplicación

de ambosmétodos,hemosrealizadoel estudiocuantitativode la inhibición de la

tasa de fermentaciónpor etanol,en las cinco estirpesde levadurasestudiadas.
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MATERIAL Y METODOS
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II. MATERIAL Y MÉTODOS.

11.1.- MIcRooROANISMOS.

Las estimesde levadurasutilizadascn estetrabajo son las siguientes:

SaccharomycescerevisiaeIGC 3507

Candidautilis IGC 3092

CandidapseudotropicalisIGC 3282

Pichia stipitis IGC 4374

KluyveroinycesmarxianusIGC 2671

Estasestirpesfueronproporcionadasporel InstitutoGulbenkiandeCiencia.

Oeiras.Portugal.

11.2.-MEDIOS DE CRECIMIENTOY MANTENIMIENTO.

Para el crecimientode todas las estirpesde levadurase utiliza el medio

YPD, cuya composiciónes la siguiente:
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Glucosa

Extracto de levadura

Peptona

Agua destilada

20.0 g

10.0 g

10.0 g

1.01

Parael mantenimientode la colección,y en aquelloscasosqueseutilizan

cultivos en medio sólido, seempleael mismomediode cultivo suplementadocon

agarbacteriológicoal 2.0 %.

La esterilizaciónserealiza en autoclave,a 1 100C durante15 minutos.

11.5.- OI3TENCION DE LAS CURVAS DE CRECIMIENTO.

11.5.].- Determinacionesturbidimetricas

El crecimientose determinamidiendoel aumentode DensidadOptícaa

640 nm en un espectrofotómetroSpectronic20D (Milton Ray Co.), utilizándose

como blancoel propio medio de cultivo estéril.
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El seguimientode las variacionesturbidimétricasserealizaen un intervalo

de 24 horas, tomándosemuestrascada2 horas.

Todoslos ensayosserealizanpor duplicado.
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11.5.2.- Calculo de la lasaespecificade crecimiento

.

El crecimientode un microorganismoen un medio de cultivo puedeser

descritopor la siguienteecuación:

dx/dt=~tx

p= (dx/dt).l/x

La relación dx/dt es la tasa de crecimientodel microorganismo,siendo:

x= D.O. instantáneadel cultivo

t= tiempo transcurridode crecimiento.

p es una constantede proporcionalidaddenominadasasa o velocidad

específicade crecimiento.

Cuandoel cultivo seencuentraen faseexponencialsecumpleque:

En las determinacionesdel crecimientomicrobiano, la tasa específicado

crecimientosepuedeobtenercalculandoel valor del tiempo de duplicaciónde la

poblaciónmicrobiana(t~1). Así:

iJ=ln 2/t,1
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El tiempo de duplicación se determinagraficamentey correspondeal

intervalo de tiempo necesarioparaquex seaigual a 2x0.

La tasa específicade crecimiento se determinacalculando la recta de

regresiónlogarítmica de los valores de D.O. frente al tiempo, el valor dc la

pendientecorrespondea la tasaespecíficade crecimiento.

11.5.3.- Determinaciondel yeso secocelular

.

Serealizasiguiendoel métodopropuestopor Peinadoy van Uden (1977),

para levaduras, calculándose el valor aproximado del peso seco celular

correspondientea un valor de DensidadOptica,a partir de la siguienterelación:

D.O. x 1.000 pg]ml aprox.
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11.5.4< Determinaciondcl numerode microorganismostotales

.

A partir de un cultivo en YPD de las direntesestirpesen faseexponencial,

se preparan5 diluciones,midiéndosela D.O. a 640 nm.

Se depositauna gota de cadadilución en una cámarade recuentoBurker,

colocándoseel cubreobjetoscon una suave presión (Anillos de Newton). La

cámaraprsentaceldillas de dos tamaños:0.04 mm2 y 0.0025 mm2. La distancia

entreportay cubrees de 0.100 mm,

Se cuentan , al menos,80 celdillas en las que el númerode células sea

inferior a 10.

11.6.- TECNICAS MANOMETRICAS.

El respirómetroWarburg utilizado (Braun, V-166), constade un baño de

aguatermostatizado,conun sistemaparamantenerel conjuntomanómetro-matraz

en agitación.La temperaturadel aguase mantienea 280C en todos los ensayos.

Los matraces,de forma cónica,son de 13.0ml de volumen,conun pocillo

centralen el quese introduce,en los ensayosque lo requieran,un papelde filtro

plegadoe impregnadocon KOH al 20.0%. Los manómetroscontienenliquido de

Brodie. El conjuntoestáperfectamenteselladocongrasadesilicona.
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Los procedimientosempleadoshan sido los descritospor Umbreil y cols.

(1964).

Seutiliza comotermobarómetro,uno de losmanómetrosunido a un matraz

quecontieneunicamenteun volumende aguadestilada,exactamenteigual al resto

de los matraces.

11.6.1.-Contenidode los matraces

.

Se realizandos seriesde experimentos

En la primera se introducen,en los matraces,2.0 ml de un cultivo de

levadurasen YPD, en faseexponencial,conteniendo0.4 mg pesoseco/ml.

En la segunda,los matracescontienen2.0 ml de unasuspensióncelularde

levaduras(0.6 mg pesosecode células/mi)en tampónfosfato-fosfórico,50.0mM,

pH 5.5, y glucosaa una concentraciónfinal de 100.0 mM.

Parala medidade la tasa de respiración,se añadeKOH al 20.0 %, en el

pocillo central.

1

11.6.2.- Procedimiento

.
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Unavezpreparadoslos matraces,sedisponenenel aparato,manteniéndose

unosminutoslos manómetrosabiertos,hastaque la temperaturaen los matraces

es uniformey constante.Posteriormentelos matracessecierran, y se comprueba

durante unos minutos la actividad fermentativa, o respiratoria, dc los

microorganismos.

Transcurrido este tiempo, se añadena los matraces0.5 ml de agua

destilada,en el caso del control, o una mezclade aguadestiladay etano] que

permitaobtenerla concentraciónfinal de etanoldeseadaen los 2.5 ml de volumen

total.

En los ensayos con células en crecimiento activo sobre YPD, la

concentraciónde etanolempleadafué 2.0 M.

En los ensayoscon célulassuspendidasen tampón fosfato 50.0 mM, pH

5.5, y glucosa 100.0mM sepruebanlasconcentracionesde: 2.5 %, 5.0 %, 7.5 %

y 10.0 % (y/y).

Seguidamentelos manómetrossecierrany enrasan,tomándoselecturasde

las variacionesínanométricas
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En el primerexperimento,la tomade muestrasseefectúaa lo largodc 20

minutos,a intervalosdc 5 minutos.En el segundo,la toma de muestrasserealiza

durante60 minutos,a intervalosde 15 minutos.

Todos los ensayosserealizanpor triplicado.

¡¡.6.3.- Cálculo de las tasasde fennentacióny respiración

.

El aumentoo disminuciónde la presiónen los manómetrossemide por la

diferenciade nivel del líquido de Brodie en las dos ramasde] manómetro,Esta

diferenciade nivel esdirectamenteproporcionala la cantidadde CO2 producido,

o a la cantidadde 02 consumido.

La cantidadde gasproducidoo consumidoduranteun ensayovienedada

por la expresiónsiguiente:

x = h.k

siendo:

x: volumen de gas en .tl

h: variación observadaentre las alturasmanómetricas

k: constantedel matraz
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Los valoresde k se calculan para cada uno de los conjuntos matraz-

ínanómetro,segúnla siguienteecuación:

(V8.273/T+Vf.113)

PO

siendo:

= volumen de la fasegaseosa

= volumen del líquido presente

fi = coeficientede solubilidaddel gasen el líquido

= presión a la que serealizael ensayo

T = temperaturaa la que serealizael ensayo.

Unavezcalculadoslos valoresde k y medidaslasvariacionesde alturaen

las ramasdel manómetro,secalculó x. Habitualmente,estosresultadossedividen

por 22.4, de forma queseexpresanen jiMoles de gas.

El cálculo de la tasa de fermentacióno respiraciónse reliza mediante

ajustepor regresiónlineal de los valoresobtenidosde consumoo producciónde

gasfrente al tiempo. Las tasaseexpresanen: p moles de gas/minuto.
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11.6.4.- Cálculo de las tasasespecíficasde fermentacióny

respiración

.

El cálculo de la tasa específicade fermentacióny respiraciónse efectúa

dividiendo el valor de la tasacorrespondientepor el pesosecocelular.

Las tasaespecificasseexpresanen: >amolesde ga&’g de pesosecocelular

¡hora.

11.7.- DETERMINACION DEL FLUJO PASIVO DE PROTONES

TRANSMEMI3RANA.

11.7.1.- Procedimiento(Jimenezy van Uden, 1985)

.

A partir de un cultivo de 24 horas en YPD, incubadoa 28 0C y una

agitaciónde 2(X) rpm, seinoculaun matrazde 250.0mi, quecontiene50,0ml del

mísmomedio y se incubaen las mismascondicioneshastaalcanzarunaD.O. de

1.0, momentoen el que el cultivo seencuentraen faseexponencial.

De este cultivo, se toman 150.0 ínl y se recogen las células por

centrifugación a 30(X) rpm, 5 minutos y 5 0C (Sigma 6 K 10). Las células
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obtenidas se lavan dos veces con agua destiladay se resuspendenen agua

destilada,hastaun volumen final de 3.0 ml (50 mg/ml pesoseco).

Se toman volúmenesde 0.5 ml de estasuspensióncelular concentraday

sellevan a recipientescerradoscon tapónde rosca,a los que seañaden0.5 ml de

solución de glucosaal 20.0 % (p/v), y 4.0 ml de aguadestilada,en el casodel

control, o una mezclade aguadestiladay etanolhastaconcentracionesfinalesde

2.5 %, 5.0 %, 7.5 % y 10.0 % (y/y).

Los vialesseincubanen agitacióna 200 rpm, a 28 0C, durante75 minutos.

Finalizado el tiempo de incubación,se determinanlos valores de pH de las

diferentessuspensionescelularesen un pH-metroRadiometer‘flT-2b, conectado

a un registro.

Todoslos ensayosse realizaronpor triplicado.

11.7.2.- Determinación del tiempo de estabilización del pH

extracelular

.

Paracomprobarel tiempo de estabilizacióndel pH extracelularseprocede

de la siguientemanera:
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Las suspensionescelularessc ajustana un pH inicial dc 7.0, dc forma que

las condicionesiniciales fueransemejantespara todas las estirpes.

Los valoresdel pH exíracelularsedeterminarondurante135 minutos, a

intervalosde 15 minutos.

¡1.7.3.- Cálculo de ]as constantesde estimu]aciónexponencialdel

flujo pasivo de protones(K)

.

Los autoresJimenezy van Uden (1985),proponenla siguienteecuación:

pH final = log C0 - log K~ + KX log e

siendo:

pH final = valor del pH extracelulara los 75 minutos.

= constantede difusión de protonesa travésde la membranade

célulasno tratadascon etanol.

= velocidado tasa de extrusiónactiva de protonesa través de la

membranaen célulasenergizadas.

K = constantede estimulaciónexponencialdel flujo pasivo cd

protones.

X = concentracionesde etanol.
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Segúnlos mencionadosautores,a concentracionesde etanolentree] O y

el 10.0 % (y/y), se cumple que:

]og C0 - log K~

es practicamenteconstante,debido a quela tasa de extrusiónactiva de protones,

en esterangode concentraciones,quedapracticamenteinalterada.

Por ello, la ecuaciónque proponenestosautoreses la ecuacióndc una

recta.

pH final = A + KX log e

Cuyapendientees,B=Klogey K=B/loge.

El valor de K es propuestopor los autores como factor de correlación

inversaa la toleranciade una estirpeal etanol.

11.8.- DETERMINACION DE LA EXTRUSION ACTIVA DE PROTONES.

11.8.1.-Procedimiento(Loureiro-Diasy Peinado,1984)

.

Cultivos en faseexponencial,obtenidos segúnla técnicaseguidaen el

apartadoanterior,seponenen contactoconetano](concentraciónfinal 10.0 % y/y)

durante60 minutos.A partir de estoscultivos,seobtienensuspensionescelulares
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concentradas,según la técnica descrita anteriormente,con una concentración

celular de 5.0 mg/ml pesoseco.

En vasosencamisados,paramantenerla temperaturaa 28 0C durantetodo

el ensayo,se colocan 10.0 ml de la suspensióncelular concentrada,ajustándose

el pH inicial a un valor dc 5.0 con HCI 0.1 M. Despuésde que tiene lugar la

estabilizaciónal pH indicado,seañaden100.0 ¡al de una solución de glucosa1.0

M, con el fin de energizarlas células.A continuaciónseregistranlas variaciones

de pH extraceltílarmedianteun registradorconectadoa] pHmetro.

Todos los ensayosserealizaronpor triplicado.

11.8.2.- Cálculo de la tasade extrusiónactiva deprotones

La tasade extrusiónactivade protonesseobtienecalculandola pendiente,

sobrela gráfica de acidificación,del tramo rectilíneode la misma(20 segundos).

La tasade extrusiónactiva de protonesviene, por tanto, expresadaen nmolesde

protones/segundo(Cartwright y cols., 1986).

Previamenteserealizaun calibradodel registrográficoutilizandoHCI 10.0

mM, cadadescensográfico de 1.0 mm equivalea 6.0 nmolesde protones.
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11.8.3<Cálculo de la tasaespecíficade extrusiónactiva de protones

.

La tasa específica de extrusión activa de protones( K~) sc obtiene

dividiendo el valor de la tasade extrusiónactiva de protonespor el pesoseco

celular.

La rasa específicade extrusión activa de protones,K~. se expresaen:

nmolesde protones/mgde pesoseco celular/minuto.

El valor de esconsideradopor los autorescomofactor decorrelación

directacon respectoa la alteraciónde la actividadde la ATP-asade membrana

citoplasmática,porefectodel etanol.

11.9.- DETERMINACION DE LA SALIDA DE LOS COMPUESTOS

INTRACELULARES QUE ABSORBEN A 260 NM.

11.9.1.-Procedimiento<Lonreiro y cols., 1988)

.

Se cultivan las estirpesensayadasen matracesde 250 ml con 50 ml de

YPD. Se incuban durante24 horas a 28 0C y 200 rpm en un agitadororbital

(Gallenkamp).
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Con50 ml de esecultivo, seinoculanotrosmatracesde 1.0 1 quecontienen

5(X) ml de YPD. Se inoculanhastaalcanzarunaD.O.=l.0. El cultivo seencuentra

en faseexponencialde crecimiento.

Estoscultivos secentrifugana 3000 rpm durante5 minutos a 5 0C en una

centrífugarefrigerada(Sigma6K10).

El sedimentoseresuspendeen tampónfosfato 50.0mM y pH=5.O, selava,

y secentrifugaposteriormente.El procesoserepete2 veces.

El precipitadofinalmenteseresuspendeen tampónfosfato 50.0 mM y pH

5.0, hastaalcanzaruna biomasade 0,94 mg pesosecocelular/mí,que equivalea

5x107 células/ml(obtenidopor recuentodirecto).

Se tomanvolúmenesde 100.0 ml de esta suspensióncelular concentrada

y se llevan a recipientescerradosde vidrio de 500ml y tapónde rosca.

A las suspensionescelularesse les incorpora etanol de maneraque las

concentracionesfinales sean del 5.0, 10.0, 15.0, 20.0 y 25.0 % (y/y). Las

stíspensionescelularescontrol no contienenetanol.
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Los viales semantienenen agitacióna 200 rpm, a una temperaturade 28

0C, durante90 minutos.

Se toman muestrasde 5.0 ml de cadavial cada 15 minutos,

Cada muestraextraída se centrifuga, inmediatamentedespuésde la

extracción,a 4.500rpm durante3 minutosa 5 0C en centrífugarefrigerada(Sigma

6K lO).

El sobrenadanteseseparay semide inmediatamentesu absorbanciaa 260

nm en un espectrofotómetroShimadzuUV-160A.

Los ensayosse realizan por triplicado, para las distintas estirpes y

diferentesconcentracionesde etanol.

11.9.2.- Cálculo de la constanteexponencialde estimulación de

salidade productosintracelulares(E)

.

Los autoresSalguciroy cols. (1988)proponenque la velocidado lasade

salida de compuestosque absorbena 260 nm es una función exponencialde la

concentracióndel etanol.
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= K eXIO eí«)<.xm> (1)

Donde:

X = Valoresde las concentracionesde etanolensayadas.

Xm = Valor de la concentraciónmínima de etanola la quesecumple

la ecuación.

K~xm = velocidadde salidaa travésde la membranade los compuestos

intracelularesque absorbena 260 nm en unasuspensión

celularcon una concentraciónde etanolXm.

Kex = Velocidadde salidaa travésde lamembranade los compuestos

intracelularesque absorbena 260 nm, en unasuspensión

celulara las distintasconcentracionesde etanolensayadas.

Los autoresconsideranconstanteslos valoresXm y KOXm paracadaestirpe,

siempreque las condicionesexperimentalesse mantenganconstantes.

La ecuación(1) tambiénsepuedeexpresarasí:

In ~ = In KCXI1~ + E (X - Xm)

Es decir, la ecuaciónde una recta

In K~X = A + E. (X - 5<,,,)
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El valor de la constanteexponencialdeestimulacióndesalidade productos

intracelularesqueabsorbena 260 nm (E) espropuestopor los autorescoínofactor

de correlacióninversaa la toleranciaal etanol,

11.10.- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA

FOSFATASA ALCALINA.

1110.1.- Procedimiento

.

Una vezmedidala absorbanciaa 260 nm de lassobrenadantesestudiados,

segúnlo descrito en el apartadoanterior, se procedea determinarla actividad

enzimáticade la fosfatasaalcalina, en los mismos.

Se toman 250.0 pl de cadauna de las muestrasestudiadasy se mezclan

con 250.0¡al de p-nitro fenil fosfato, 20.0mM en tampónglicocola0.1 M, pH 9.7,

y 2.5 ml del mismo tampón.

La mezclafinal se introduceen un tubo de vidrio con tapón de rosca, se

cierra perfectamentey seincubaen un bañoa 37 0C, durante30 minutos.Se mide

la liberación de p-nitro fenol a 420 nm, en un espectrofotómetroShímadzuUy-

160A.
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La unidadenzimáticasedefinecomo la cantidadde enzimanecesariapara

liberar 1.0 nmol de p-nitro fenol por ml de muestra y por minuto, en las

condicionesde ensayodescritas.

11.11.- DETERMINACION DEL CONTENIDO CELULAR TOTAL DE LOS

COMPUESTOSINTRACELULARES QUE ABSORBSJ A 260 NM.

Se utilizan suspensionescelularescomo las descritasen el apartado11.8.

Una muestra de 5.0 ml de la suspensión celular se introduce

inmediatamenteen un baño a 100 0C y se mantienedurante 15 minutos. A

continuaciónse centrifuga a 4.500 rpm durante 3 minutos y se recoge el

sobrenadante.

Se tomanotras dos muestrasde 5.0 ml de suspensióncelular,semantiene

en agitación a 200 rpm y 28 0C en un agitador orbital Gallenkamp,durante90

minutos. Una de las muestrascontieneetanola una concentración10.0 % (y/y).

A continuaciónse centrifugan a 4.500 rpm durante3 minutos y se recogeel

sobrenadante.

De todos los sobrenadantessepreparandiluciones 1/10.
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En los sobrenadantes,y sus diluciones,semidió la absorbanciaa 260 nm,

en un espectrofotómetroUy (ShimadzuUV-l6OAt

Los ensayosse realizaronexclusivamentecon la estirpede S. •cerevisiae.
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RESULTADOS
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111.- RESULTADOS.

III. 1< EsTUDIo DEL CRECIMIENTO DE LAS ESTIRPES ENSAYADAS.

111.1.- Determinaciónde la tasaespecíficade crecimiento

.

El crecimientode las cinco estirpesensayadasse determinómidiendo la

variación de la D.O. a lo largo del tiempo por los métodos ya descritos.

Posteriormente,se llevó a cabo el cálculo de las tasasespecificasde crecimiento,

paracadauna de las cinco estirpesensayadas.

Los resultadosobtenidosse representanen lasgráficas1, 2, 3, 4 y 5, y en

la tabla 1.

Estirpes M (h~’)

0.467S. cerevisiae

0.364C. utilis

C. pseudotropicali&

P.stipitis

K. ,narxianus

0.575

0.193

0.249

labIa 1< Valoresde las tasasespeciticasde crecimiento.



Curva de crecimiento de
S. cerevis¡ae

1

0,1

0,01
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Tiempo(horas)

D.O.

Figura 1.



Curva de crecimiento de
C. u ti/ls

D.O.

1

0,1

0,01
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Tiempo<horas>

Figura 2.



Curva de crecimiento de
O. pseudo tro pica/ls

DO.

0,1

0,01
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Tien,po(horas)

1

Figura 3.



Curva de crecimiento de
P. stipitis

0 24681012141618202224

Tíem po<ho ras)

D.O.

0,2

Figura 4



Curva de crecimiento de
K. marx¡anus

D.0.

024681012141618202224

T¡empo<horas)

0,2

Figura 5.



47

111.2.- Medida de la relaciónentrecl númerode célulasy la D.O

.

La relación cinte e] número de células y la densidadóptica (RO.) se

obtuvo medianterecuentodirecto al microscopio,de unasuspensiónde célulasen

tampónfosfato.

Los resultadosse exponenen las tablas2, 3, 4, 5 y 6.

D.O.(640 nm) n0 celulas/ml

0.000 0.00 x 106

0.173 2.16 x 106

0.266 3.02 x ~Q6

0.352 4.08 x 106

0.413 4.29 x

0.450 5.44 x 106

Tabla2< Medidade la relación entrenúmerode célulasy D.O.

Valoresde la regresiónlineal: B= II.277x10t r= 0.99.

en S.cerevisiae.
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D.O. (640 nm)

0.00

0.178

0.298

0.383

0.442

0.479

u0 celulas/ml

0.00 x í0~

3.50 x 106

5.73 x

6.83 x 106

10.09 x 106

10.84 x 106

Tabla3.- Medida de la relación entreel númerode célulasy D.O. en C. utilis.

Valores de la regresiónlineal: B= 22.114x106, r= 0.98.

D.O. (640 nm)

0.000

0.137

0.221

0.288

0.323

0.366

Tabla 4.- Medidasde la relaciónentreel númerode células y

n0 celulas/ml

0.00x

2.52x 106

3.82x 106

5.17 x 106

7.20 x 106

7.96 x 106

la D.O. en

C. pseudotropicalis.

Valores de la regresiónlineal: B= 21.403x106,r= 0.99
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RO. (640 nm) n0 celulas! ml

0.00 0.00 x ICÉ

0.132 0.52 x 106

0.212 0.78 x 106

0.276 2.97 x 106

0.327 3.12 x 106

0.326 3.30 x 106

Tabla5.- Medidasde la re]aciónentreel númerode célulasy la D.O. en

P. stipitis.

Valoresde la regresiónlineal: 13= 9.220x106, r= 0.98.

D.O. (640 nm) n0 células/ml

0.00 0.00 x 106

0.089 2.92 x i0~

0.164 5.36x 106

0.216 7.88 x 106

0.258 8.44 x 10~

0.287 9.11 x 106

Tabla6.- Medidasde la relaciónentreel númerode célulasy la D.O. en

K. marxianus.

Valoresde la regresiónlineal: B= 34.057x106, r= 0.99
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111.2.- INHIBICIÓN DE LA FERMENTACIÓN Y RESPIRACIÓN POR EFY3C]0 DEL

ETANOL.

111.2.1.- Inhibición de la fermentación en presenciade etanol, en

medio YPD

.

Paraobtenerla medidade la inhibición de la fermentaciónen presenciade

etanol, hemos utilizado técnicas manométricastradicionales (respirómetrode

Warburg)segúnla metodologíapreviamentedescrita.

El mediode fermentaciónenel queserealizaronlos ensayosfue YPD, con

la composiciónya descrita.La concentraciónde etanolutilizada fué siempre2 M.

La fermentaciónse mantuvoa lo largo de 20 minutos, determinándoselos

¡amolesde CO2 producidoa lo largo de esetiempo,paracadaunade las estirpes.

Los resultadosseexponenen las tablas7,8, 9, 10 y 11 y en las figuras 6,

7, 8, 9 y 10.



Inhibición de la fermentación en
8. cerevis¡ae

— Control —~— Etanol 2 molar

Figura 6.

Tiempo<minutos) control etanol 2M

0 0.000 0.000

5 2.710 0.865

10 5.421 1.729

15 8.129 2.596
20 10.841 3.459

Tabla t- Resultados de la fermentación sobre medio YPD
S. cerevisiae.

en

Los resultados vienen expresados en j.tmoles de CO2.

Valores de la regresión lineal para: Control: E= 0.542 , r~ 0.99
Etanol 214: 3= 0.173 , r=0.99

umoIeB de 002
12
11
10

9
8
7
6
5
4
a
2
1

0 5 10 16 20 25
Tlenipo(mlnutos)



Inhibición de la fermentación en
O. utilis

umoles de 002

o

— control —~ etanol 2molar

Figura 7

Tiempo <minutos) control etanol 214

0 0.000 0.000

5 2.095 0.320

10 4.191 0.639

15 6.284 0.961

20 8.380 1.270

Tabla 8.- Resultados de la fermentación sobre medio YPD en
C. utíI.ts.

Los resultados vienen expresados en m.tmoles de ~~2•

Valores de la regresión lineal para: Control: B= 0.419,
Etanol 214: B=

r= 0.99
O. 064, r=0 . 99

11
lo

9
e
7
6
5
4
a
2
1
o

5 10 15 20 25
Y le m po<m mu tos)



Inhibición de la fermentación en
O. PSeudotropica/ls

-‘— etanol 2molar

Tiempo <minutos) control etanol 214

0 0.000 0.000

5 1.890 0,105

10 3.778 0.209

15 5.673 0.316

20 7.561 0.420

Tabla 9.— Resultados de
C. pseudotropicalis.

la fermentación sobre medio YPD en

Los resultados vienen expresados en Innoles de CO2.

B= 0.378, r= 0.99
Etanol 2M: B= 0.021, r=0,99

Valores de la regresión lineal para: Control:

umoles de 002
11
10

9
8
7

0 5 10 15 20 25
Tlempa<mlrititos)

control

Figura 8.



Inhibición de la fermentación en
P. stipit¡s

10 le
Tlempo<mlnutos)

— control —~ etanol 2rnolar

Figura 9.

Tiempo (minutos) control etanol 214

0 0.000 0.000

5 0.274 0.000

10 0.552 0.000

15 0.825 0,000

20 1.103 0.000

Tabla 10.-
p. stJpitis.

Resultados de la fermentación sobre medio

Los resultados vienen expresadosen pinoles de CO2.

Valores de la regresión lineal para: Control; 8=
Etanol 214:

0.055, r= 0.99

umoles de 002
11
10
9-
a
7
6
5-
4
3
2
1
O

o 5 20 25

Y PU en



Inhibición de la fermentación en
K. marx¡anus

umoles de 002

o

— control 4- etanol 2molar

Figura 10.

Tiempo (minutos) control etanol 2.0 14

0 0.000 0.000

5 2,100 0.145

10 4.202 0.289

15 6.298 0.436

20 8.403 0.580

Tabla 11.- Resultados de la fermentación sobre medio YPD
K. marxianus.

Los resultados vienen expresados en l.tmoles de GO-.

Valores de la regresión lineal para: Control: E= 0.420, r= O
Etanol 214: Ez 0.029, r=

11
lo

9
8
7
6
5
4
3
2
1
o

5 10 15 20 25
Tiempo<mlnUtOS)

en

.99
0.99
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111.2.2< Inhibición de la respiración en presencia del etanol, en cl

medio YPD

.

Paraobtenerla medidade la inhibición de la respiraciónen presenciade

etanol hemosutilizado técnicasmanométricassemejantesa las descritaspara la

fermentación.

Como en el caso de la fermentaciónel medio utilizado para estas

determinacioneshasido YPD y la concentraciónde etanol ha sido 2.0 M en todos

los ensayos.

La respiraciónse mantuvoa lo largo de 20 minutos, determinándoselos

pmolesde 02 consumidos,a ]o largo de esetiempo, por cadaunade las estirpes.

Los resultadosseexpresanen las tablas12, 13, 14, 15 y 16 y en las figuras

11, 12, 13,14y 15.



Inhibición de la respiración en
3. cerevisiae

5 10 15

— control

Tlempo<mlnhJtOS)

—4- etanol 2molar

FIgura 11.

Tiempo (minutos) Control Etanol 2M

0 0.000 0.000

5 1.050 0.840

10 2,101 1.679

15 3.149 2.521

20 4.201 3.359

TalDia 12..- Resultados de la respiración
S. cerevisiae.

sobre medio YPD en

Los resultados vienen expresdos en ¡anotes de 02.

Valores de la regresión lineal para: Control: B= 0.210, r= 0.99
Etanol 214: 13= 0.168, rr 0.99

umoles de 02
11
lo

o
a
7
6
5
4
a
2
1
o

O 20 25



Inhibición de la respiración en
C. utilis

5

— control

10 15
Tlempo<mlnutos)

—4- etanol 2molar

Figura 12.

Tiempo (minutos) Control Etanol 214

0 0.000 0.000

5 1.975 1.075

10 3.951 2.149

15 5.924 3.226

20 7.900 4.300

Tabla 13.- Resultados de la respiración sobre medio YPD en

C. utilais.

Los resultados vienen expresadosen proles de 02.

B= 0.395, r= 0.99
Etanol 214: 13= 0.215, r= 0.99

Valores de la regresión lineal para: Control:

umolos deO2
11
10

9
8
7
O
5
4
3
2
1
O

o 20 25



Inhib¡ción de la respirac[ón en
C. pseudo tropicalis

0 5 10 15 20 25

— control

Tiempo (minutos> control Etanol 214

0 0.000 0.000

5 1.979 0.415

10 3.960 0.832

15 5.943 1.245

20 7.918 1.661

Tabla 14.- Resultados
C. pseudctropicali-S.

de la respiración sobre el medio YPD en

Los resultados vienen expresados en ¡¡moles de 02.

Valores de la regresión lineal para: Control: 13= 0.396, r= 0.99
Etanol 214: 13= 0.083, r= 0.99

umoles de 02
11
lo

9
a
7,
6
E
4
3
2
1
o

Tiempo(mlnutoB)

—4- etanol 2molar

Figura 13.



Inh¡bic¡ón de la respiración en
P. stipit¡s

— control —4---- etanol 2molar

Figura 14.

Tiempo (minutos) Control Etanol 214

0 0.000 0.000

5 1.693 0.475

10 3.388 0.949

15 5.084 1.426

20 6.780 1.902

Tabla 15.- Resultados
E’. Stipitís.

de la respiración sobre medio YPD en

Los resultados vienen expresados en Inríoles de O,.

Valores de la regresión lineal para: Control: 13= 0.339, r= 0.99
Etanol 214: 13= 0.095, r= 0.99

umoles de 02
11
lo

9
8
7
6
5
4
a
2
1
o

o 5 ¶0 15 20
Tiempo<mlnutos)

25



Inhibición de la respiración en
K. marx¡anus

— control —~ etanol 2molar

Figura 16.

Tiempo(minutos) Control Etanol 214

0 0.000 0.000

5 2.621 1.830

10 5.240 3.661

15 7.862 5.488

20 10.477 7.322

Tabla 16¼-Resultados
It’. marxlanus.

de la respiración sobre medio YPD en

Los resultados vienen expresados en ¡moles de 02.

Valores de la regresión lineal para: Control: 3= 0.524, r= 0.99
Etanol 214: E= 0.366, r= 0.99

umoles de 02
11
lo

9
8
7
6
5
4
a
2
1
O

o 5 10 15 20
Tiempo(minutOS>

25
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111.2.3.- Estudio comparativo de las inhibiciones por etanol, en

medio YPD

.

A partir de los datosobtenidosen la fermentacióny en la respiraciónde

las cinco estirpes estudiadas,realizamos las comparacionesde resultadosen

presenciade etanol con respectoa los controles,

Como valor de comparaciónhemos utilizado la tasa específica de

fermentacióno respiracióncorrespondiente,expresadaen mmoles de CO,/g de

pesosecode células/hora6 mmolesde OJgde pesosecode células/hora.

En todos los ensayosse utilizó un inóculo de 0.8 mg de células (peso

seco).

Estos valores de comparación(tasasespecíficas)han sido calculadosa

partir de la pendientedela rectade regresiónobtenidaal relacionarla producción

o consumode gasesfrente al tiempo.

Los valoresde dichas tasasespecíficasse expresanen las tablas 16 bis y

17.
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Las

presenciao

comparacionesentre las tasas de fermentacióny respiración en

ausenciade etanolse representanen las figuras 16 y 17.

Los valoresde los porcentajesde inhibición debido al efecto del etanol,

sobrela fermentacióny respiraciónse expresanen la tabla 18.

El orden de tolerancia al etanol, teniendo en cuenta los resultados

obtenidos,quedaríanexpuestosen la tabla 19.



Inhibición de las tasas especificas de
fermentación

etanol 2M EEEE control

Figura 16.

Estirpes Control Etanol 2 molar

S. cerevisaiae 32.54 10.42

C. utílis

C,pseudotropiCalis

P. stipitis

25.14

22.72

3.33

K. niarxianus 25.25

3 .84

1.30

0.00

1.77

Tabla 16 bis.- Inhibición por etanol de la fermentación sobre YFD
(Tasas de fermentación>

mmoles c02/g celulas.hora

35
30
25
20
15
lo

5
O

5. cerevlalas O. utilla K. marx. O. paeudot. 1’. atlptia

estirpes

producción de inmoles de C02/g celulas.hora



Inhibición de las tasas especificas de
respiración

mmoles de 02/g celulas.hora

etanol 2M ~ control

Figura 17.

Estirpes Control Etanol 2 molar

3. cerevisiae 12.61 10.11

C. utilis 23.71 12.92

C.pseudotropicalis 23,78 5.01

E’. stipitis 20.34 5.70

K. marxaianus 31.46 22,01

Tabla 17.-Inhibición por etanol de la respiración
Tasas de respiración)

sobre YPD

Consumo de inmoles de O,/g celulas , hora

35
30
25
20
15
10

5
O

6. corevlelee C. utlll~ K. marx. O. pseudot. 1’, sIlpítía

eatlrpe8
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___________ Estirpes

S. cerevisiae

C. ¿allis

C.pseudorropicalis

P.sripitis

K. nlarx¡anus

Fermentación

67.95 %

84.70 %

94.27 %

100%

92.97 %

Respiración

19.78%

45.50 %

78.84 %

71.93%

30.03 %

Tabla18.- Porcentajede inhibició& de las tasas especificasde fermentacióny

respiraciónpor efectodel etanol.

% de inhibición = (¡-tasaespecfficacon etanotltasaespecífica control) x 100

Orden Fermentación

V 5 cerevisiae

42. utilis

3* K. marxianus

C.pseudotropicalis

P. stipitis

Respiración

S. cerevisiae

K. marxianus

C. ufihis

P. stipitiS

C.pseudotropicalis

Tabla 19.- Ordende toleranciaal etanolcomo resultadode la medidade lastasas

específicas de fermentación y respiración.
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111.2.4. - Inhibición de la fermentación en presencia de etanol, en

tampón fosfato SO mM. pH 5.5

.

Autores como Janssensy col. (1983), Casey y col. (1985), D’Amore y

Stewart (1987) al estudiardiferentes factoresfisiológicos que inciden sobre la

toleranciaal etanol,en términosde actividadfermentativarecalcanla importancia

de los factoresnutricionalesen la misma. Se plantearon,para confirmar dichas

hipótesisunasnuevasexperienciascon las estirpesestudiadas.

Parala medidade la inhibición dela fermentaciónseutilizaronlas técnicas

manométricasya descritas,pero el medio de fermentaciónutilizado fué tampón

fosfato-fosfórico50 mM ajustadoa un pH 5.5 siguiendoel métododescritopor

Brown y col. (1981)al que seincorporabacomo fuentecarbonadaglucosahasta

alcanzar una concentración final 100 mM. Las concentraciones de etanol utilizadas

en las pruebasfueron del 2.5%, 5%, 7.5% y 10% (y/y).

La fermentaciónsemantuvoa lo largode60 minutos,determinándosecada

15 minutoslos ¡imolesde CO2 producidosporcadauna de ]as estirpesensayadas.

Los resultadosseexpresanen las tablas20, 21, 22, 23 y 24 y en las figuras

18, 19. 20 y 21.



Inhibición de la fermentación en
S. cerev¡s¡ae

umoles c02

7

6

a
4

a
2

1

o
o 70

— control —4-— etanol 2.59; ~ etanol 5%

—~ etanol 75% ~—~—-etanol ~O%

Figura 16.

Tiempo concentraciones de etanol % (y/y)

minutos control 2.5 5 7.5 10

0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

15 1.212 1.224 0.886 0.939 0.000

30 3.329 2.521 1.950 1.902 0.558

45 5.090 4.107 3.242 2,865 0.995

60 6.731 5.692 4,332 3.897 1.505

rabia 20.- Resultados de la fermentación sobre tampón fosfato en
S. cerevlsiae.

Los resultados vienen expresadosen jimoles de c&.

Regresiones de los valores de producción de co2 frente al tiempo:

Control: 3= 0.112 r= 0.99

Etanol 2.5 U fl~ 0.095 r= 0.99

Etanol 5 U B= 0.073 , r~ 0.99

Etanol 7.5 U B~ 0.064 , r= 0.99

Etanol 10 U Bz 0.033 r= 0.99

10 20 30 40 50 60
Tiempo<minutos>



Inh¡bición de la fermentación en
O. ufihis

um0188 002

10 20 60 60 7030 40
Tiempo (minutos)

—— control

—e--- etanol 75%

—±--- etanol 25%

—44— etanol 10 9;

—*--- etanol 6%

Figura 19.

Tiempo

minutos)

concentraciones de etanol % (y/y)

control 2,5 5 7.5 10

0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

15 1.013 0.176 0.000 0.106 0.032

30 2.187 0.656 0.304 0,381 0.194

45 2.863 1.008 0.658 0.564 0.307

60 3.506 1.441 0.987 0.687 0.372

Tabla 21.— Resultados de la fermentación sobre tampón fosfato en
O. utiJis.
Los resultados vienen expresados enpmoles de CO2.

Regresiones de los valores de producción de CO2 frente al tiempo.

Control: E: 0.059 , r= 0.99

Etanol 2.5 %~ R~ 0.024 r= 0.99

Etanol 5 %: B~ 0.022 , r= 0.99

EtanOl 7.5 %: E— 0.012 r= 0.99

Etanol 10 U fl~ 0.006 r= 0.98

7

3

o



Inhibición de la fermentación en
~2pseudotropicalis

7

6

5

4

a

2

o
O

umoles de 002

10 20 30 40
T ¡e mp 0<mInutos)

50 60

— control

Figura 20.

Tiempo

minutos

concentraciones de etanol % <y/y)

control 2.5 5 7.5 10

0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

15 0.506 0.000 0.000 0.000 0.000

30 0.868 0.000 0.000 0.000 0.000

45 1.351 0.000 0.000 0.000 0,000

60 1.568 0.000 0.000 0.000 0,000

rabia 22.— ResultadOs de la fermentación sobre tampón fosfato en
O. psc~dotropicaIIS.
Los resultados vienen expresadosen pmoles de CO2.

RegresiOnes de los valores de producción de co, frente al tiempo:

Control: 8= 0.062,,r 0.99

70



Tiempo

minutos

concentraciones de etanol % (y/y>

control 2.5 5 2.5 10

0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

15 0.000 0.000 0,000 0.000 0.000

30 0.000 0.000 0.000 0.000 0,000

45 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

60 0.000 0.000 0.000 0.000 0000
rabia 23.- Resultados de la fermentación sobre tampón fosfato en

P. stipitis.

Los resultados vienen expresadosen ¡moles de co2.



Inhibición de la fermentación en
1< marx¡anus

20
1’

30 40
Tiempo<minutos>

50

— control H etanol 2.5% —k— etanol 5%

Figura 22.

iempo

inutos

concentraciones de etanol % (y/y)

control 2,5 5 7.5 lO

0 0.000 0.000 0.000 0,000 0.000

15 0.747 0.000 0.000 0.000 0,000

30 1.278 0.096 0.000 0.000 0.000

45 2.099 0.264 0.025 0.000 0.000

50 2.678 0.336 0.101 0.000 0.000
bla 24.- Resultados de la fermentación sobre tampón fosfato en

inarxianus.

resultados vienen expresados en¡tmoles de co2.

~resiones de los valores de producción de Co2 frente al tiempo.

xtrol: Sz 0.044 , rz 0.99

~nol 2.5 U 3= 0.007 r= 0.98

~nol 5 U Br 0.003 ,r= 0.96

umoles c02
7,

6

5

4

3

2

1

o
O lo 60 70
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111.2.5.- Estudio comparativo de las inhibiciones por etanol en

tampón fosfato 50 mM, ~H 5.5

.

A partir de los resultados obtenidos en las fermenaciones sobre tampón

fosfato en las cinco especies estudiadas, podemos realizar las comparaciones de

los resultados, debido a la acción del etanol a las concentraciones estudiadas.

Corno valor de comparación se utilizó el valor de la tasa específica de

fermentación expresada en inmoles de COJg de peso seco de células, hora.

En todos los ensayos se utilizó un inóculo de 1.2 mg de células (peso

seco).

Estos valores han sido calculados a partir de la pendiente de la recta de

regresióncorrespondiente(ver apartadoanterior).

Los

figuras 23,

valores de dichas tasas específicas se expresan en la tabla 25 y en las

24, 25, 26 y 27.

Los valores de los porcentajes de inhibición debido al efecto del etanol se

expresan en la tabla 26.
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Se han comparado los valores de las tasas especificas de fermentación

sobre tampón fosfato-fosfórico y glucosa con las tasas específicas de fermentación

sobre medio YPD, para evaluar el descenso de la fermentación debido a factores

nutricionales. Los valores se exponen en la tabla 27 y en la figura 28.

El orden de tolerancia al etanol teniendo en cuenta los resultados obtenidos

sería el expuesto en la tabla 28.



Inhibición de las tasas especificas de
fermentación en 3. cerevis¡se

mmoloe 002/g celulaehora

e

5,

4 1
31

2

1

control etanol 2.5 % etanol 5 % etanol 7.5% etanol 10 %

concentracIones

FIgura 23.

Inhibición de las tasas especificas de
fermentación en O. utills

mmoles 002/u celulashora

6

5

4

3

2

1

o
control etanol 2.5 % etanol 5% etanol 7.5 % etanol 10 %

concentraciones de etanol

Figura 24.



Inhibición de las tasas especí ficas de
fermentación en G. pseudotropicalis

mmolea de C02/g celulashora

6

5-

1

control etanol 2.5% etanol 5% etanol 7.5% etanol 10%
concentracIones

Figura 25.

Inhibición de las tasas específicas de
fermentación en P. stipitis

mmolea de 002/a celulas.hara

e

5

3-

1- ~Z7

o
control etanol 2.5% etanol 5% etanol 7.5% etanol 10%

concentraciones
Figura 26,



Inhibición de las tasas especificas de
fermentación en K. marx¡anus

mmoles de C02/g celulaa.hora

6

e

4

a

2

1

o
control etanol 2.5 % etanol 5% etanol 7.5 % etanol 10%

concentraciones de etanol

Figura 27.
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Estirpes

S. cerevisiae

C. ‘¿ti/ls

C.pseudorropicaiis

P. stipitis

K. marxianus

0%

5.58

2.70

1.38

0.00

2.16

Concentracionesde

2.5% 5%

4.74 3.66

1.38 1.14

0.00 0.00

0,00 0.00

0.36 0.12

etanol% (y/y)

7.5%

3.18

0.65

0.00

0.00

0.00

Tabla25.- Inhibición de

Los valores

ferínentación

la fermentación(Pruebassobretampón fosfato).

descritos corresponden a las tasas específicas dc

expresadasen mmo]esde COJg celulas.hora.

Concentracionesde etanol % (y/y)

Estirpes 0% 2,5% 5% 7.5% 10%

8. cerevisiae 0.00 15.06 34.43 43.04 76.32

C. ¿a¡lis 0.00 48.88 57.77 75.92 26.66

C. pseudoztropicalis 0.00 100 100 100 100

P. stipit¡s ----

K. rnarxianus 0.00 83.33 94.44 100 100

Tabla 26< Valores de los % de inhibición’

fosfato,debido a la acción del etanol.

%de inhibición = (1-basaespecífica con cíanol/tasaespecíficacontrol) x 100

de la fermentación sobre tampón

10%

1.62

0.36

0.0<)

0.00

0.0<)



Inhibición de las tasas específicas de
fermentación debida al medio

Tampon fosfato LID YPD

FIgura 28.

Estirpes Medio YPD Tampón fosfato

3. cerevisíae 32.54 5.58

C. utilis 25.14 2.70

C.pseudctropii cadi is 22.72 1.38

P. staipitis 3.33

1<. marxíanus 25.25 2.16

Tabla 27.- Tasas específicas de fermentación,

Los valores de las tasas específicas de fermentación vienen
expresados en rnmoles de co2lg células . hora.

mmoles co2/g celulashora

35
30
25
20
15
lo
5
o

5. cerevisiae e. uUlis O. pseudotro. F. silpitis K. marx.

Estimes
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Orden

la

3m

4.

5.

Estirpes

Y. cerevisicie

C. ,¿tilis

K. rnarxianus

C. pseudorrop¡calis

P. silpitis

Orden de tolerancia al etanol como resultado de la medida de las

variacionesde las tasasespecificasde fermentaciónsobre tampón

fosfato.

Tabla 28.-
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111.3.- CÁLCULO DLI LA TOLERANCIA AL ETANOL MEDIANTE Iii. ESTUDIO

COMPARATIVODE LAS ALTERACIONESDE FLuJO PASIVO DE

PROTONESTRANSMEMERANA.

Jimenez y van Uden (1985) comprobaron en 5. cerevisiae que el etanol

actuabaestimulandoel flujo pasivo de protoneshacia el interior celular, y que

dichaestimulaciónerafunción de la concentraciónde etanol.

El método propuesto por estos autores consiste en la medida del pH

extracelular, de una suspensión de levaduras, al cabo de 75 minutos de haber

añadidoglucosa.

Segúnestemétodo,la estimulacióndc dicho flujo pasivode protonespor

etanol, es exponencialy existeuna relaciónentre el pH extracelularal cabo de

dicho tiempo y la tolerancia al etanol, definida mediante una constantede

estimulaciónexponencial(K).



82

111.3.1< Determinacióndelas variacionesde cH extracelular.debido

al efectodel etanolsobrela permeabilidadde la membrana

al flujo pasivo de protones

.

Siguiendola metodologíapropuestapor Jimenezy van Uden (1985), se

determinéel pH extracelularde una suspensiónde levadurasenergizadascon una

solución de glucosa al 20.0 %(p/v).

El etanol se incorporaba a ]as suspensiones celulares en concentraciones

finales del 2.5, 5.0, 7.5 y 10.0 % (y/y).

Los ensayosse realizaronsiempre a una temperaturade 28 0C y en

agitación(200 rpm). Transcurridos75 minutos, tal como sedefine el método,se

tomaron las correspondientes medidas de] pH extracelular,

Los valoresobtenidosde dichasmedidassepresentanen la tabla 29 y en

las figuras 29, 30, 31, 32, 33 y 34.



Variaciones del pH extracelular en
5 cerevisiae

4 6 8

1 ooncentraC¡OnRB de etanol

—— pH después do 75’

FIgura 29.

Variaciones del pH extracelular en
C. u tilia

0 2 4 6 8

1 concentraclOfle8 de etanol

—— pH despuesde 75’

Figura 30.

pH
e

5,5

8

4,6

4

3,6

a
o 2 10 12

pH
e

5,6

6

4,6

4

3,6

a
10 12



Variaciones del pH extracelular en
G. pseudotropicalis.

pH

5

5,5

5

4,5

4

3,5

3
o 2 4 6 8 10 12

% concentraciones de etanol

— pH despues dc 75

Figura SI.

Variaciones del pH extracelular en
P. atipitis

pH

e

5,5 -

5-

4,5 -

4-

3,6

3 ~~-.L—-—.—————- ¡

¡

o 2 4 6 8 lO 12
% concentraciones cJe etanol

—— pH despues dc 75

Figura 32.



Variaciones del pH extracelular en
K. marxianus

pH

4 6 8

% concentracIonesde etanol

— pH despues de 75

Figura 33.

lo

5,5

6

4,6

4

3,5

a
o 2 12



Variaciones del pH extracelular en
todas las estirpes

—— 5. oerev¡SIEIO
—e—Cpseudotropicalis

—«— ~<. marxlanus

—>~—— P. silpí tía

Figura 34.

Concentraciones de etanol % Cv/y>

EstirpeS Control 2.5 5 7.5 10

S.cerevisíae 3.6 3.6 3.8 4.05 4.25

C. utílais 4.1 4.3 4.5 4.75 5.0

Ctpseudotrcp.icnhiS 4.0 4,2 4.3 4.7 4.9

K.nlarxLaflUS 4,2 4.5 4.6 5.0 5.6

P.stipitis 4.6 4.9 4.9 5.3 5.5

Tabla 29.- La tabla
los 75 minutos de contacto con e]. etanol
descritas.

obtenidos a
en las concentraciones

valores de la regresión lineal para:

3. cerevisíae: 13= 0.070

O. utllis: 13= 0.090

pH
6

5,5

5

4,5

4

3,5

a
o 2 4 6 8 10 12

% concentraciones de etanol

expresa los valores medios de pH

r= 0.96

0.99
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111.3.2< Cálculo de las constantes de estimulación exponencial al

flujo pasivo de protones

.

El método Jimenez y van Uden (1985) formula la siguiente ecuación:

pH final = log C0 - log K~ + KX log e (1)

Donde:

pH final = valor del pH al cabo de 75 minutos.

= Constantede difusión de protones a trav¿s de la membrana a una

concentración de etanol del O %.

= Tasa de extrusión activa de protones a través de la membrana

con diferentesconcentracionesde etanol.

K = Constantede estimulación exponencial de flujo pasivo

protones.

de

X = Concentraciones de etanol ensayadas.
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Los autoresafirman que paraconcentracionesde hastacl 10% de etanol.

log C0 - log K1, = Constante

Puessuponenque K~ prácticamenteno sealteray C0 pordefinición esuna

constante.Es decir, la ecuación(1) podría expresarsecomo la ecuaciónde una

recta:

pH final A + KM log e

La pendiente cíe esta recta sería:

13 = K log e ==> K = 13/0.4342

Los valores obtenidos de K para cada una de las cinco estirpes ensayadas

se representan en la tabla 30 y en la figura 35.



Valores de K (constante de estimulación)

Valores de K

8. cerevlalee e. utilla o. paeudotr. K. marx.
Estirpes

Figura 35

Estirpes <1<>

s. c’erevaisiae 0.1612

C. utiliS 0.2072

C.pseudotrOpicalis 0,2118

K,marxiaflus 0.3040

P. stipitis 0.2060

Tabla 30.— valores de 1< (constante de estimulación exponencial
flujo pasivo de protones> para las diferentes estirpes.

Los valores de K vienen expresados en molar1

y
0,35

0,3-’

0,25

0,2

0,15

0,1

0,05

O

y

P. atipitia

al
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111.3.3< Estudio comparativo de las constantesde estimulación

exponencialal fluio pasivo de protones(K) y la tolerancia

al etanol segúnestemétodo

.

El valor de la constante(K) es propuestopor Jimenezy van Uden (1985)

como factor de correlacióninversacon la toleranciaal etano].Es decir, los valores

menores indicarían una mayor tolerancia y los valores mayores una menor

tolerancia.

Los resultadosde esteestudio comparativoquedanexpuestosen la tabla

31.

Estiyes

S. cerevisiae

C. ¡ni/ls

C. pseudotropicalis

P. silpitis

K. mar.xiarnis

K ( molar’)

0.1612

0.2060

0.2072

0.2118

0.3040

Orden

la

r

45

Tabla 31.- Orden de tolerancia al etanolde las estirpesensayadas.
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111.3.4.- Comparaciónentrelas constantesde estimulación(K) y la

inhibición de la fermentacióndebidoa la accióndel etanol

.

En el apartado111.2 de este trabajo presentamoslos resultadosde la

inhibición de la fermentación, debidoa la accióndel etanola las concentraciones

2.5. 5.0, 7.5 y 10.0 % (y/y).

La comparaciónde los resultadosobtenidosen el apartadode inhibición

de fermentacióncon los obtenidossegúnel métodode Jimenezy vanUden (1985)

se expresaen la tabla 32.

Orden Método (Jimenezy

van Uden)

Método (tasasespecificasde

fermentación)

1 S. cerevisiae Y. cerevisiae

6’. u ti/ls 6’. ud/ls

3a 6’. pseudotropica/is K. marxianus

4’ P. stipitis 6’. pseudotropicali&

K. rnarxianus P. stipitis

Tabla32.- Comparaciónde las toleranciasal etanol, segúnel métodoJimenezy

van Uden (1985) y el método de medida directa de las tasas

específicasde fermentación.
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111.3.5< Cálculo del tiempo necesariopara la estabilización del pH

extracelular debido a la acción del etanol. Medida del pH

extracelular

.

Aunque el métodopropuestopor Jimenezy van Uden (1985) suponeque

a los ‘75 minutos el pH de la suspensióncelular está estabilizado,se realizó la

siguiente modificación:

Todaslas suspensionescelulares,en aguadestilada,seajustarona pH 7.0

Se fueron omando sucesivasmedidasdel pI-l durante 135 minutos a

intervalosde 15 minutos.

Se realizaron las experienciassobre unas suspensionescelularesque

conteníanconcentracionesfinales del 10% dc etanol (y/y).

En todos los ensayosse midió también la variación del pH sobre una

suspensióncelularcontrol carentede etanol,

Los resultadosse representanen las tablas33, 34, 35, 36 y 37 y en las

liguas 36, 37, 38, 39 y 40.



Estabilización del pH en
S. cerevisiae

—— control —‘-— etanol 10%

concentr&¿~MR&s~ de

<minutos) control 10 % (y/y)

o

15

30

45

60

.75

90

105

120

7.0

3.75

3.65

3.60

3.60

3.60

3.75

3.75

3,75

135 3.85

Tabla 33.-’ Estabilización del pH

La tabla presenta los valores de

‘7.0

4.85

4.75

4.60

4.40

4.30

4.20

4.15

4.05

4.15

en S. cereviSiae

pH obtenidos en contacto con el

pH
8

y

6

5

4

3

2

1

o
o 14020 40 60 80 100 120

Tlempo(mlnU tos>

Wi empos etanol

etanol, en las concentraciones descritas.



Estabilización del pH en
C. utilis

—— Control —1—- Etanol 10%

FIgura 37.

Tiempos

(minutos>

concentraciones de etanol

control 10 % tv/y)

0 7.0 7.0

15 4.9 SAS

30 4.5 5.5

45 4.3S 5.3

60 4.2 s.l

75 4.0 5.0

90 3.9 5.0

105 3.9 4.9

120 3,8 4.75

135 3.8 4.75

Tabla 34.- Estabilización del pH en C.

La tabla presenta los valores de pH o
concentraciones descritas.

uti lis

btenidos en contacto con el etanol,

pH
8

7

6

E

4

a
2

1
o

0 20 60 8040 100 120
Tlempo<mlflutOs>

140

en las



Estabilización del pH en
G. pseudsotropicalís

—— Control —lEtsnol 10%

Figura 38.

Tiempos

(minutos>

C&ncentraciOneSde etanol

tontrol 10 % (y/y>

O .0 7.0

15 4.9 5.5

30 4.65 5.1

45 4.3 5.0

60 4.1 4.9

75 3.9 4.75

90 3.7 4.75

105 3.55 4.7

120 3.6 4.6

125 j.6 4.6

Tabla 35.- Estabilización i~l pH en O. pseudotropical is

La tabla presenta los valoras de pl-! obtenidos
el etanol en las concentra::n55 descritas.

,estando las celulas en contacto con

pH
8

7
6

5

4

3

2

1
o

o 20 40 60 80 400 120
Tlemp o<mlnu tos)

140



Estabilización del pH en
P. stipitis

pH

0 20 40 60 80 100 120 140
T le ni po(m ¡ nu tos>

— Control —1-—Etanol 10%

Tiempos

(minutos>

¡-igura uu.

concentraciones de

control

etanol

10 % (‘¡1v>

o 7.0

5.415

30 5.3

5.045

60

75

90

105

120

4.7

4.6

4.2

4.15

4.0

135 4.0

Tabla 36.- Estabilización pH en 1’. stjpitis

8

7-

6

5
4

a

2

o

7.0

5.95

5.85

5.7

5.35

5.1

4.8

4.7

4.5

4.5

La tabla presenta los valores de pH obtenidos al poner las celulas en contacto con
el etanol en las concentraciones descritas.



Estabilización del pH en
1< marx¡anas

TlempoCmlnutos)

Control ‘—‘ Etanol 10%

Figura 40.

Tiempos

(minutos>

Concentracionesde etanol

control 10 % Cv/vi

0 7.0 7.0

15 4.9 6.1

30 4,7 6.0

45 4.4 5,9

60 4,3 5.7

75 4.2 5.6

90 4.15 5.3

105 4.05 5.1

120 4.0 5.0

135 4,0 5.0

Tabla 37.- Estabilización pH en 1<. ¡narxianias

La tabla presenta los valores de pH obtenidos al poner en contacto las células con
el etanol, en las concentraciones descritas.

pH
8

7

6

5

4

3

2

~1

o
o 20 40 60 80 100 120 140
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111.3.6< Comparaciónde los resultadosobtenidos

.

Los valores obtenidos en los pH extracelulares a lo largo de 135 minutos,

nospermiencompararlos tiemposnecesariosparaobtenerunaestabilizacióndel

pH extracelularen las cinco estirpesensayadas.

Los resultadosobtenidosquedanexpresadosen la tabla 38.

Estirpes Control Etanol 10.0 %

Y. cerevLviae 45 105

6’. utilis 120 120

6’. pseudotropical¡s 105 120

P. stipitis 120 120

K. rnarxianus 120 120

Tabla 38.- Tiempo mínimospara la estabilizacióndel pH extracelular
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111.3.6< Alteración por etanol de la actividad ATP-asa de la

membranaplasmática.Cálculo de las tasasextrusiónactiva

de protones.a travésde la membrana

Siguiendola metodologíaempleadapor Loureiro-Diasy Peinado(1984),

manteníamoscultivos celulares en contacto con etanol durante 60 minutos.

Posteriormentese recogíanlascélulaspor centrifugación,eliminandoasíel etanol

tras varios lavadosen aguadestilada,y una suspensióncelular concentradade

estaslevadurastratadas,seenergizabacon 100.0 pl de glucosa1.0 M.

La extrusiónactivade protonesinmediata,semediamedianteun electrodo

de pH conectadoa un registradory la variación de estos valoresse recogía

gráficamentede maneracontinuahastasuestabilización.

La concentraciónde etanolutilizadaen todos los ensayosfué del 10.0 %.

En todaslas estirpesestudiadasse realizóun ensayocontrol sin tratamientocon

etanol.

Lascurvasde acidificación correspondientesa lascinco estirpesensayadas

se representangráficamenteen las figuras41, 42, 43, 44, y 45.
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La tasade extrusiónactiva de protonessemide calculandola pendiente,

sobreel registrográfico de la acidificación,de. unaporción rectilíneade la curva

(20 segundos).(Cartwrighty col. (1986).

La tasa de extrusiónactiva de protonesvendríaexpresadaen nmoles de

protones/segundo.

La biomasacelular utilizada en todos los ensayosfué de 5 mg peso

seco/mí, por lo tanto calcularíamosla tasa específicade extrusión activa de

protonesy la expresaríamosfinalmenteen: nmolesde H~Img pesocelular/mm.

Los valoresde las tasasespecificasde extrusión(l<~) vienenrepresentados

en la tabla 39 y en la figura 46.



Curvas de acidificación en
3. cerevisiae

0 50 100 150 200
TlempoCaegundos>

elanel 10 % conirol

Figura 41.

Curvas de acidificación en
C. uti/ls

pH

o 50 100 150 200
Tlempo(segundoa)

control etanol 10%

pH
51

5
4,9
4,8
4,7
4,8
4,5
4,4
4,3
4,2
4,1

4
3,9

5,1
5

4,9
4,6
4,7
4,6
4,5
4,4
4,3
4,2
4,1

4
3,9

Figura 42.



Curvas de acidificación en
C. pseudotropicalis

——control -~ etanol 109

Figura 43.

Curvas de acidificación en
P. atipitis

control ~ etanol 10%

pH
5,1

4,9
4,8
4,7
4,6
4,6
4,4
4,3
4,2
4,1

4
3,9

0 50 100 160 200 260
Tlempo<aeguridOS)

pH
5,1

4,9
4,8
4,7
4,8
4,6
4,4
4,3
4,2
4,1

4
3,9 260

0 60 100 150 200
Tlempo(segUfldOB)

Figura 44.



Curvas de acidificación en
K. marxianus

51
5

4,9
4,8
4,7
4,8

4,5
4,4
4,3
4,2
4,1

4
3,9

— control —4— etanol 10%

pH

0 50 100 150
Tlempo(segundos)

250

Figura 45.



Inhibición por etanol de las tasas de
extrusión activa de protones (Kp)

nmoies/mg peso celular.mlnuto

Estirpes

EllE etanol 10% control

Figura 48.

Estirpes Control Etanol 10 %

S. cerevisiae

C. uti.Za-s

C. pseudotropicalis

P. stapita-S

1<. niarxiaflUs

Tabla 39.- Tasas específicas

18.72

8.28

8.82

6.30

9.00

de extrusión

18.18

5. 57

5.22

3 .49

4.30

activa de protones <K~)

Los valores de 1% vienen expresados en nmoles de protones/mg peso

20

15

lo

5

o
S. cerevlslae c. utilla O. paeudotr. 1’. atipitia K. marx.

celulas/ifliflutO.
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111.3.7.- Comparaciónentrelas Lasas de extrusiónactivade protones

~incoesúresensaadas.

Segúnla propuestade Jimenezy van Uden (1985) para el cálculo de K

(constanteexponencial del flujo pasivo de protones) la tasa no varía o

permaneceprácticamenteconstantepor el tratamientocon etanolen susestirpes.

Segúnnuestrosresultadosexperimentales]as tasasK~ de nuestrasestirpes

si tendríansusvaloresalteradosen las proporcionesqueexponemosen la tabla40.

Estirpes

S. cerevlsiae

C. ¡allis

C.pseudo¡rop¡cal¿s

P. silpitis

K. n¡arxianus

Control

18.72

8.28

8.82

6.30

9.00

Etanol 10%

l8.18

5.57

5.22

3.49

4.30

Inhibición

2.88 %

32.72 %

40.81 %

44.60 %

52.22 %

Inhibiciórf de las tasasespecíficasde extrusión (K~$’ debidasa la

acción de] etano].

% dc inhibición (1-ls con etanol al 10 %/1C~ control) x 100

nrnotcs de proIonCs/mgpeso celularlminnto.

Tabla 40.-
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111.4.- CÁLCULO DE LA TOLERANCIA AL ETANOL MEDIANTE EL ESTUDIO

COMPARATIVO DE LAS ALTERACIONES DE LOS FLUJOS DE SALIDA DI?

LOS COMPUESTOS H<rRACELULARES QUE ABSORBEN A 260 NM

DEBIDO A LA ACCIÓN DEL ETANOL.

Salguciroy cols. (1988). comprobaronen Saccharomycesque el etanol

actuabaestimulandola velocidad y cuantíade la salida al exterior celular de

compuestosintracelularesqueabsorbena una longitud deonda de 260 nm. y que

dichaestimulaciónera función de la concentraciónde etanol.

El método propuesto por estos autores consisteen la medida de la

concentraciónextracelularde estoscompuestosen una suspensiónde levadurasa

lo largo del tiempo.

Segúnestemétodo,la estimulacióndedicho flujo de salidapor etanol,es

exponencial y existe una relación entre la tasa de salida de los productos

intracelularesqueabsorbena 260 nm y la toleranciaal etanol,definida mediante

una constanteexponencialde estimulación(E).
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111.4.1.-Estudio de la salida de los compuestosintracelulares~ue

absorbena 260 nm, en prcsenciade ctanol

.

Siguiendolas técnicaspropuestaspor Salguciroy co].(1988) seprocedia

a prepararuna suspensióncelular concentrada(5x 10’ celulas/mí)sobre tampón

fosfato/fosfórico.

Estasuspensióncelularserepartíaen frascosdevidrio de 500 ml de tapon

de rosca,conteniendocadauno 100 ml dc suspensión.

Se les añadíaetanolhastaconcentracionesfinales de 5.0, 10.0, 15.0,20.0

y 25.0 % (y/y>. Semanteníaun frasco controlcarentede etanol. Se manteníaen

agitación orbital (200r.p.m.) y temperaturaconstante28 0C, durante90 minutos.

Se tomabanmuestrasde 5.0 ml de cada frasco, cada 15 minutos, se

centrifugabay se leía la densidadóptica del sobrenadante,en espectrofotómetro

UV a 260

Los resultadosde las lecturas espectrofotométricasse presentanen las

tablas:41, 42, 43,44y 45 y en las figuras 47, 48, 49, 50 y 51.



Salida de compuestos A260 en
S. cerev¡s¡ae

o

1

0,1
0 0,2

con ml
—a-- etanol 15 %

a,4 0,6 0,8
Tiempo(horae>

—4-— etanol 5 %

etanol 20 %

1 1,2 1,4 1,6

—*---- etanol 10 %

—O— etanol 25 2S

Figura 47.

concentraCiOneSde etanol %

5%(horas) O %

0.0 0.134 0,131

0.25 0.165 0.160

0.5 0.187 0.189

0.75 0.214 0.213

1.0 0.216 0.220

1.25 0.230 0.238

1.5 0.235 0.261

Tabla 41.- Salida de compueStOS
ccrcx’ISldé2

10 %

0.138

0.197

22 8

3.234

0.270

0.278

15 %

0.149

0.184

o . 207

0,224

0.249

0. 278

0.289

20 %

O .141

0.182

0.210

0.235

0.262

0.278

0.303

intracelulares que absorben a

25 %

0.348

0.565

0.771

1 , 0 11

t .

2 .500

260 ¡un on s

D.O. 260nm

Tiempo
(y/y)

Los va3ores vienCfl expresados en unidades de absorbancia.



Salida de compuestos A260 en
C. utilis

D.O. 2BOnm

1

0,1

—— control

—~— etanol 15 %

—‘—- etanol 5 %

—~— etanol 20 %

—*— etanol 10 %

—e— etanol 25 %

Figura 48.

Tiempo ConcentraciOneSde etanol % (‘¡/V>

10 %

0.213

(horas) O % 5 %

0.0 0.202 0.193

0.25 0.233 0.249

0.5 0.252 0,263

0.75 0.312 0.315

1.0 0.366 0,359

1.25 0.419 0.446

1,5 0.503 ____ 0.499

Tabla 42.- Salida de compuestos
LI L 1215.

0.402

0.441

0.455

o , 497

0.600

15 %

0.311

0.385

0.504

o . 581.

0.656

0.682

0.936

20 %

0,406

0.578

O . 757

0 .882

1. 105

1 .435

2265

intracelulares que absorben a

25 %

0.489

0.655

1. 187

2.500

1,4 1,6o 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
TiempoChoras)

=#0 nm en O.

Los valores vienen expresadosen unidades de absorbancla.



Salida de compuestos A260 en
C. pseudo irapica/ls

DO. (260 nm)

1

0,1

control

—O--- etanol 15 %

—‘—- etanol 5 %
—‘e--- etanol 20 %

—*— etanol 10 %

—o— etanol 25 %

Figura 49.

Tiempo

(horas> O % 5 % lo % 15 %

0.0 0.138 0.192 0.195 0,214

0.25 0.166 0.214 0.263 0.288

0.5 0.171 0.254 0.397 0.453

0.75 0.212 0.330 0.481 0.496

j.C 0.248 0.354 0.580 0.587

1.25 0,291 0.387 0.647 0.663

1.5 0.357 0.485 0.731 0.757

Tabla 43.- Salida de compuestos intracelulares que
pscudotropicai 15.

Los vaicres vienen expresadosen unidades de absorbancia.

20 %

0.257

0.362

0.471

0.547

0.663

07/74

0,833

absorben

25 %

0.315

Q394

1 .263

2 .500

a 260 nm en C.

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6
Tiem po(ho ras)



Salida de compuestos A260 en
P. a tipitis

D.04260 nm)

1

0,1

—— control
—e-— elanol 15 9;

—4— elenol 5 9;

—‘<--- etanol 20 9;

—*-- etanol 10 9;

—O-- etanol 25 9;

Figura 50.

Tiempo Concentraciones de etanol %

(horas> O % 5 % 10 %

2.0 0.104 0.132 0.142 0

0.25 0.107 0.142 0.153 0

:3,5 0.120 0.163 0.180 0

.3.75 0.126 0.183 0.204 1

1.0 0.147 0.179 0.222 1

1.25 0.156 0,203 0.242 1

1.5 0.165 0.223 _____ 0.245 —

rabia 44.- Salida de compuestos intracelulares
st :;: ti s.

(y/y>

15 %

.156

.445

.821

.243

.691

875

20 %

0.259

0.676

1.430

2.345

2.500

que absorben a

25 %

0.674

2 .500

260 nm en 1’.

1,4 1,60 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Tiempo (horas>

Los valores vienen expresados en unidades de absorbanc la.



Salida de compuestos intracelulares A260
en /<. marx¡anus

D.O.<260 nm)

—-———0

¡ 1 1 , ¡ 1 ¡

0,2 0,4 0,6 0,6
Tiempo <horas)

1 1,2 1,4

— control
—a— etanol 15 9;

—1--- etanol 5 9;
—‘~—~ etanol 20 9;

—~— etanol 10 9;

—O— etano¡ 25 9;

Figura 51.

TIEMPOS

(horas>

Concentracionesde etanol % (y/y)

O % 5 % 10 % 15 % 20 % 25 ~

0.0 0.017 0.04’) 0.052 0,100 0.584 1.613

0.25 y023 0.059 0,080 0.152 0.721 2.5Ci

0.5 ~.O33 0.075 0.091 0,179 0.767

0.75 0.075 0.093 0.100 0.236 0.827

1.0 0.075 0.iOO 0.126 0.255 0.912

1.25 -.093 0,112 0>139 0.294 1.017

1.5 .117 0.122 0.157 0,325 1.194

Salida de cornpucst-05 intracelulares que absorben a 260 nri ~n 1<.Tabla 43.
¡narxianus.

Los valores VYCTAM expresadosen unidades de absorbancia.

1

0,01
o 1,8
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111.4.2.- Medidade la viabilidad celularmediantedeterminacióndc la

actividad enzimaticade la fosfatasaalcalina

.

Paraconfirmar que el incrementode densidadópticano era debido a un

procesoautolftico inducidopor etanol,seprocedióa determinarla actividadde la

fosfatasaajcalinaen los sobrenadantes,comoindicadorde la viabilidad celular.

De los sobrenadantesobtenidoshemosvalorado la actividadenzimática

siguiendola metodologíadescrita.Las lecturasespectrofotométricasse realizaron

a 420 nm. Se realizó unarectapatrón de PNPparasuvaloraciónfigura 52.

Se ha consideradoel valor de unidadenzimáticaa la cantidadde enzima

necesariapara liberar 1 nmol de p-nitro fenol por ml/mm en las condicionesde

reacción.

Los resultadosobtenidosseexponenen las tablas46, 47, 48, 49 y 50.
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Tiempo

(minutos) 0%

2.451

2.310

2.099

1.958

5%

2.310

2.310

2.310

2.333

Concentracionesde etanol

10%

2.099

2.451

2.310

2.648

15 %

3.155

2.803

2.240

2.592

20%

2.099

2.099

1.958

2.099

25%

3.155

2.648

3. 155

3,155

Tabla46.- Medida de la actividad enzimática de la fosfatasaalcalina en S.

cerevisiae.(Los valores vienen expresadosen unidades enzimáticas)

Concentracionesde etanol

0%

1.817

1.747

1.817

1.958

5%

1.817

1.817

1.817

1,888

10%

1.817

1.747

1.817

1.958

15 %

1.747

1.888

1.888

2.029

20 %

1.677

1.817

1.817

1.958

25%

1.817

1.817

1.888

1.958

Tabla 47.- Medida de la actividadenzimáticade fosfatasaalcalinaen C. ud/ls.

o

30

60

90

Tiempo

(minutos)

o

30

60

90

(Los valoresvienen expresadosen unidadesenzimálicas)



Concentracionesdc etanol

10% 15 %

0 1.606 1.536 1.536 1.536 1.536 1.606

30 1.536 1.536 1.606 1.536 1.536 1.606

60 1.536 1.536 1.465 1.536 1.536 1.536

90 1.536 1.606 1.536 1.536 1.536 1.536

Tabla 48.- Medida de la actividad enzimática de fosfatasa alcalina en C.

pseudotropicalis.(Los valores vienen exprcsadoscii un¡dadesenzimiliicas)

Tiempo Concentracionesde etanol

(minutos) 0% 5% 10% 15% 20% 25%

0 1.223 1.259 1.139 1.280 1.012 1.223

30 1.329 1.139 1.012 1.097 1.026 1.094

60 1.259 1.336 1.026 1.104 10.61 1.026

90 1.083 1.097 0.984 1,125 1.033

Tabla 49.- Medida de la actividadenzimáticadc fosfatasaalcalinaen P. stiphis.

(Les valoresvienen expresadosen unidadesenzirnáticas)

Tiempo

116

(minutos) 0% 5% 20% 25%
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Tiempo

(minutos)

Concentracionesde etanol

0% 5% 10% 15% 20% 25%

0 1.677 1.747 1.817 1.817 1.888 1.747

30 1.677 1.677 1.677 1.226 1.677 1.747

60 1.677 1.747 1.888 1.888 1.888 1.888

90 1.888 1.888 2.240 1.888 1.888 1.747

Tabla50.- Medida de la actividad enzimática de fosfatasa alcalina en

niarXiaflus. (Los valores vienen expresados en unidades enzimálicas)

K.
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111.4.3.-MEDIDA DE LAS TASAS DE SALIDA DE LOS

PRODUCTOS INTRACELULARES QUE ABSORBEN A

260 nm (K7).

SegúnSalguciroy cols. (1988),bajo condicionesisotérmicas,la velocidad

o tasa de salida de los compuestosque absorbena 260 nm es una función

exponencialde la concentraciónde etanol,de la siguienteforma:

K.x KCXIU eE<xxm)

Siendo:

X: las distintasconcentracionesde etanolensayadas.

Xm: concentraciónmínimadeetanol a la quesecumpleestaecuación.

K0x: velocidado tasadesalidade los compuestosqueabsorbena 260

nm, a unaconcentraciónde etanol(X).

K~Xn: velocidado tasa de salidade los compuestosque absorbena

260 nm, a una concentraciónde etanol (X,,).
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En su trabajoy para lasestirpesde levadurasensayadaspor ellos, el valor

de Xm es aproximadamenteigual a 5.0 % y el valor de X que cumple esta

ecuaciónvaría entreel 5.0-15.0%.

El valorde KQ< es la pendientede la rectaformadapor la relaciónentrelos

valoresde D.O. (260nm) medidosy los tiempostranscurridos.

Hemoscalculadoen nuestro trabajo el valor de esastasasdc salida K¿

entrelos valoresde 5.0 y 15.0 % de etanol,para lascinco estirpesensayadas.

Susvaloresquedanexpresadosen la tabla 51 y en las figuras 53, 54, 55,

56 y 57.



de salida
8. cere~

de A26o en
/8/a e

0,2 0,4 0,8 0,8 1
TIempochoras) ¼ 1,4 1,6

etano: & ~ ~ Stano¡ jQ 9; ~ etanoj

15
FIgura ~

asas de salida de compuestos A260 en
C. u tilia

e~ano¡ 16 9;

1,4 ‘1,6

—o— etano/ io ~

Tasas

D. O.

‘1~

0,0.

O,’
o

0,6 1 1,2Tlempo<horaa>

etano/ 5 9;

Figura 64



Tasas de salida de compuestos A260 en
C. pseudotropicalis

—1— etanol 5 % ~‘ etanol 10 9;
—a— etanol 15 9;

Figura 55.

Tasas de salida de compuestos A260 en
P. atípitis

—< etanol 10 9; —O— etanol 15 9;

0,0.

Oil
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6

TiempoChoras)

0.0.

1

0,1
0 0,2 0,4 0,8 0,8 1 1,2 1,4 1,6

TíempoChoras>

etanOl 5 9;

Figura 68.



Tasas de salida de compuestos A260 en
K. marxianus

D.O.

1

0,1’

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6
Tiempo <horas>

—1--- etanol 5 % —~— etanol 10 % —G— etanol 15 %

0,01

Figura 57.
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Estirpes Concentraciones

etanol

Pendientes Coeficientes

correlación

5% 0.430 0.97

£ cerevhiae 10 % 0.462 0.97

15 % 0.428 0.98

5 % 0.6>8 0.99

C. tullís 10% 0.515 0.95

15 % 0.624 0.98

5 % 0.613 0.98

C.pseudotropicalis 10 % 0.877 0.97

15 % 0.817 0.96

5 % 0.340 0.98

P. stipUis 10 % 0.390 0.98

15 % 1.925 0.95

5 % 0.661 0.97

K. marxianus 10 % 0.683 0.97

15 % 0.744 0.96

Tabla 51.- Tasasde salidaK~.
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111.4.4.- Calculo de ]as constantesexponencialesde estimulacionde

salida dc productos intracelulams que absorben a 260 nm <E)

.

A partir de la ecuación

= K~xm eE<x.Km> (1)

Salgueiro y cols. (1988) suponen que los valores de Xm y K~”~ son

constantes,paratodaslas estirpesensayadasporellos,siemprequelascondiciones

experimentalesseanlas mismas.Se puedeescribir la ecuación(1) de la forma:

log K~x = log K~xm + E(X~Xm) log e (2)

ó

lii K~x = in KeXW + E(X-X,,) <3>

Es decir, la ecuación(3) podríaexpresarsecomola ecuaciónde unarecta

de la queE sedala pendiente.

Los resultadosobtenidospor nosotros,en el cálculo de los valoresde E

paranuestrasestirpesvienenexpresadosen la tabla 52 y en la figura 58.

El valor de E para la estirpeP. sUpiUs no se podíaobtenerpueslos valores

de K~x no se ajustabana una recia.



Constantes de esfimulocion (E)

E 10 12 14
Concentraciones de elanol

—3— C. vil II, O. psoudolroplcolis

—O— f’. si/plus —y— 1<. morxkflijs

Estirpes

S. cerevisiae

o. uti~lis

O. pseudotropicalis

p. stípitís

1<. rnarxianus

exponenciales de estimulación

1<260/hora

04
o 2 4 6

5. corevisios

16

FIguro 55

<E)

—0.0004

0.0009

0.0280

Tabla 52.- Constantes

0 .0110

(E)

Los valores vienen expre~ados en mnolat’.
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111.4.5.-Estudio comparativo entre los diferentes valores de la

constanteexponencialde estimulacion(E) y la toleranciaal

etanol,scnunestemetodo

.

El valor de la constanteexponencialde estimulación(E) es propuestopor

los autoresSalguciroy cols. (1988) como factor de correlación inversade la

toleranciaal etanol,es decir,los valoresmenoresindicaríanunamayor tolerancia

al etanol.

Los autoresproponenque los valoresabsolutosde K.~< nos puedenservir

tambiénpara comparartoleranciasentrelas diferentesestirpes.El problemaen la

comparaciónde los valoresde (E), eraparanosotrosel casode P. stip¡tis. Hemos

puestoa P. stipids en último lugar por sersu K0x (K0
15) el valor másalto de todos

los resultadosobtenidos.

Los resultadosde esteestudiocomparativoquedanexpresadosen la tabla

53.
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Orden Estirpes CE>

s. cerevisiae -0.0004

r C. utilis 0.0009

Y K. inarsianus 0,0110

C. pseudo;ropicalís 0.0280

5a P. stipitis

Tabla53.- Orden de tolerancia al etanol segúnlas constantesexponencialesde

estimulación(E). (Los valoresvienenexpresadosen molar’)
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111.4.6.-Comparacion entre las constantes exponenciales de

estimulacion de salida de productos intracelulares que

absorbena 260 mm (E) y la inhibicion de la fermentacion

.

La comparaciónde los resultadosobtenidosen el apartadode inhibición

de fermentación,con los obtenidossegúnel método de Salgueiroy cols. (1988)

se exponeen la tabla 54.

Método(SalgueirO y cols) Método(tasasespecíficasde

fermentación)

S. cerevisine

C. ¿gilís

K. rnarxíanus

C. pseudotropicalis

8. cerevisicze

C. ¡¿tUis

K. ,narxianus

C. pse¡¿dotropícalis

P. st¡pitis

Comparaciónde las toleranciasal etanol,segúnel métodode Saguciro

y cols. y el método de medida directa de las tasas espelucas de

Orden

la

3a

4a

5a P. silpitis

Tabla54.-

fermentación.
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111.4.7.- Alteraciones en la cinetica de salida de A,50 a concentraciones

de etanol suneriores al 15 %

.

Tal como se deduce de los resultadosexpuestosanterionnentee] cálculo

de (E) definido por Salguciro y cols. se puederealizarpara casi todas las estirpes

estudiadaspor nosotrosen un rango de concentracionesentre5.0 y 15.0 % de

etanol. A concentracionessuperiores,que varíansegúnla estirpe,

hemospodido observarquela cinéticade salida de compuestosA2~, experimenta

un cambio importante, como consecuenciade la concentración de etanol,

dependiendode las estirpesy del tiempo de contacto.Resultandoen estoscasos

imposibleajustarlos valoresde K~x a una recta(tabla 55).

Estirpes Concentracionesde etanol

8. cerevisiae 20%

C. utilis 20%

C. pseudo¡ropicalis 20%

1’. súplús 10%

K. marxianus 20 %

Tabla 55.- Concentraciones de etanol a partir de las cuales ¡os valores de 4A no

pueden ajustarse a una recta.
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111.4.8.-Salidade comnuestosintracelularesqueabsorbena 260 nm a

tiemnosmuy cortos

.

En las tablasexpuestasanteriormentesepresentanunosvaloresdedensidad

óptica,en lo queseconsideraexperimentalmentetiempocero,segúnel métodode

Salguciroy cols.

Pero hemosde tenerpresentequeel procesopara la valoraciónde esos

compuestosA2~ lleva consigoque el etanolestéun cierto tiempo encontactocon

las células,unossiete minutos.

Por estascondiciones,hemospreferido llamarlassalidas a tiemposmuy

cortos.

Los valoresdeestassalidasserepresentanen las figuras 59, 60, 61, 62, 63

y 64.



Salida a tiempos muy cortos
de compuestos A260 en 8. cerevisiae

0.0.

o 5 10 15 20 25 SC
% Concentraciones etanol

Tiempo <O horas>

Figura 59.

8alida a tiempos muy cortos de

Compuestos A260 en C. utiis

0.0.

a ‘o la 20
% Concentraciones etanol

25 30

Tiempo (O horas)

0,1

0,01

0,1

0,01
o

Figura 60,



Salida a tiempos muy cortos de
compuestos A260 en C. pseudol4ropicalia

0.0.

o e io 15 20 25 SC

% Concentraciones etanol

— Tiompo<O horas>

Figura 61.

Salida a tiempos muy cortos de

compuestas A260 en P. atipitis

0.0.

6 10 16 20
9?, Concentraciones etanol

25 SO

Tiempo <0 horas>

Figura 62.

01

0,01

1

01

0,01
o



Salida a tiempos muy cortos de
compuestos A260 en 1<. marx/anua

0.0.

% Concentraciones etanol

— tiempo <O horas>

Figura 83.

Solido a tiempos muy corfos de
compuestos A260 en lodos los esfirpes

0.0.

— 5. cntaW,Ioe

—-a--- p sI>pI>/s

O. tul/ls ~- O. pseudotroplcalk

0,1

0,01
o 6 10 IB 20 26 30

0,1

0,01
o 5 lO 15 20 25

% Concenírociones de etanol
30

Fi
9ura 64.
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111.4.9.-Valoracion espectrofotométrica del conjunto de los

compuestosintracelularescue absorbena 260nm.Por lisado

celular por calor

.

Paraconocerla densidadóptica correspondienteal contenidocelular total

de los compuestosque absorbena 260 nm, se sometieronlas célulasa ebullición

durante10 minutos ocasionándoseasí un lisado total. El sobrenadantede este

lisado se diluyó al 10% (1/10) y seleyó su absorbanciaa 260 nm.

El procesose realizó exclusivamenteparaS. cerevisiae.

El ensayose realizó tanto sobre células control, como sobre células

tratadascon etanolal 10.0 %.

Los resultadosseexponenen la tabla56.

Estos resultados nos permiten expresar la cantidad de productos

intracelulares que absorbena 260 nm, que salen por efecto del etanol en

porcentajescon respectoal total de ellos quecontendríala célula intacta.



D.O.

(concentración1/1<))

Control 0 0.497

Control 90 0.502

Etanol 10 % 90 0.489

Tabla 56.- Valoración del contenido celular total de compuestos A~, obtenido

por medio de un usadocelular por calor.

135

Tiempo

(minutos)



136

111.4.10.-Ajuste a un modelo cinetico de salidadc compuestosa,~

.

A la vista de los resultadosde los apartados111.4.7 y 111.4.8 del presente

trabajo, hemosajustadoslos valoresde salida de compuestosA2~ a una nueva

escalatemporal,en la cual, el valor del tiemporepresentael momentoreal en el

cualse ha realizadola medidaespectrofotométricay no comoen la representación

anterior, el momentode toma de la muestra.

Las nuevasrepresentacionessepresentanen las figuras 65,66,67, 68 y 69.

Los valoresde D.O. representados.son los mismosque los representados

en las tablas 41-45, teniendoen cuentala variación temporal descrita.



Salida de compuestos A260 a tiempos
reales de contacto en S.cereidsiae

Tlempo(mlnutos)

— control
—a-- otano¡ 15 9;

—‘— etanol 5 9;

—><—• etanol 20 9;

—M-’- etanol 10 9;

—a— etanol 25 9;

Figura 65.

Salida de compuestos A260 a tiempos

reales de contacto en G. utffis

D.O. 260nm

_______________________________ 1

o 20 40 60
Tlempo<minutos)

80

Con[rol

~‘— etanol 15 9;

—~— etanol 5 9;

etanol 20 9;

—M-’ etanol lO 9;

—4— etanol 25 9;

0.0. 260nm

2,

1

o

0 20 40 60 80 loo

a
2,5

2

1,5

1

0,5

loo

Figura 66.



Salida de compuestos A260 a tiempos
reales de contacto en G.pseudotropical¡s

0.0. (280 nm>

O
Tiempo(m in u tos)

— Control

—O— etanol 15 9;

—‘— etanol 5 9;
—“— etanol 20 %

etanol 10 9;

4— etanol 25 9;

FIgura 67.

Salida de compuestos A260 a tiempos
reales de contacto en P. stipitis

Tiempo <minutos)

CONTROL
—“-• manol 15%

etanol 5%
—~ etanol 20%

~- etanol 10%

~ etanol 25%

3

2,6

2

1,5

•1

0,5

o
20 40 80 80 loo

0.0. 280 nm

2

1

o

0 20 40 60 80 100

Figura 68.



Salida de compuestos A260 a tiempos
reales de contacto en K. marx¡anus

D.O.<280 nm)

Tiempo <minutos)

control

—~ etanol 15%

—-~-— etanol & 9;

—“— ataoÉ 20%

—~— etanol 10%

—O-— etanol 25%

3

2,5

2

1,5

0,5

o
o 20 40 60 80 loo

Figura 69.
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1V.- DISCUSION

El interés fundamental de este trabajo ha sido estudiar , si determinados

métodos,propuestospara determinarla tolerancia al etanol en levaduras, diseñados

y aplicadosmayoritariamenteen estirpesde] géneroSaccharoinyces,son aplicables

con idéntica validez a otros génerosde levaduras,mucho menosestudiadasy que

presentanun posible interésindustrial a medio plazo.

Igualmente, el presente trabajo nos permite aponar datos nuevos sobre la

acción del etanol en procesosligados a membrana,en génerosmucho menos

conocidosqueSaccharomyces.

Todas las estirpes estudiadastienen capacidadfermentativay su posible

utilización industrial sobre sustratosfermernablesnuevospresentaun gran interés.

Hemoscomenzadosu estudiovalorandosu capacidadfermentativade una

forma tradicional,porprocedimientosmanométricos,seguidaspornumerososautores

(Brown y cols. 1981, Cartwright y cols. 1986, Dombek e Ingram 1988, Gíliser y

H6fer 1990).

También hemosutilizado técnicasmanométricaspara valorar su capacidad

respiratoria.
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Los resultados experimenta]cs de las fermentaciones presentan una gran

diversidad en las cinco estimes estudiadas, como podemos ver en la tabla ¡6-bis y

en la figura 16.

La estimeSacc/iarornyces cerevisiaees la quepresentaunamayorcapacidad

fermentativa, con una tasa específica de fermentación de 32.54 inmoles dc

CO,/g.hora;,le siguenlas estirpesde Candidau/jhs yKluyveromycesmarxianuscon

unas tasasespecificasde ferniencaci6nmuy semejantesentresi, de 25.14 y 25.25

mmoles de COg’g.bora respectivamente; algo menor resulta Candidapseudotropicalis

con una tasaespecíficade22.72 mmolesde COJg.horay muy inferior a todasellas

¡‘fc/tía sripit¡s con una tasaespecíficade 3.33 mmolesde CO2Ig.hora.

Suscapacidadesrespiratoriasse presentangráficamenteen la figura 17 y los

valoresexperimentalesnuméricosobtenidosen la tabla 17.

Podemosver en estatabla quee] valor de Jatasaespecíficade respiraciónes

máximoen Al Ínarxianuscon 31.46 mmolesde OJg.hora, esclaramentemenoren

las estirpes de C. ¡allis y Cpseudotropicaliscon valoresde tasaespecíficade 23.71

y 23.78 mmolesde OJg.horarespectivamente, algo menoral de estasdos estirpes

lo presentaP. sripitis con una tasa específicade 20.34 mmoles de OJg.boray la

estirpequepresentaunos valoresinferiorescongrandiferenciaesS. cerevisiaecuya

tasacspecfficaes dc 12.61 mmolcs de 02/g.hora.
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Si comparamos los resultados numéricos de las tasas específicas fermentativas

y respiratorias comprobamos que 5. cerevisiae es la estirpe con un metabolismo ma.s

definidamente fermentativo y 1’. stipiris la que presentaun metabolismo mas

claramentede tendenciarespiratoria.

En las restantesestirpesno existe unadecantacióntan clara haciaunau otra

forma de metabolismoenergético, si bien K. n-wrxianus aún teniendo la tasa

específicarespiratoriamas elevada,presentaunacapacidadde fermentación(25.25

mmolesde CO~g.hora)relativamentealta.

Los autoresPascualy col.(1988)en un amplio trabajo en el queestudianel

efecto del etanolsobremúltiplesprocesoscelularesimplicadosen la fermentación

indican que para Leerevisie la concentraciónde etanol 1.0 M tiene unosefectos

mínimos, la concentración2.0 M llega a reducirla tasaespecíficade fermentación

a! 50 % y concentracionesdel 3.0 M y 4.0 M inhiben totalmentela fermentación

Paraestudiarla inhibición dela fermentaciónpor etanolennuestras5 estirpes

decidimos utilizar concentracionesde etanol 2.0 M, para así compararnuestros

resultadoscon los obtenidospor estosautores.

Debemostenerpresente, que la concentración2.0 M equivale a algo mas

del 12 % de etanol, que es consideradaindustrialmentecomo una categoríade
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tolerancia alta (Ranganathan y Bath 1958, Inoue y col 1962, Day y co] 1975, Rose

1980, Caseyy col 1986).

El tratamiento con etanol 2.0 M nos permitió evaluarla inhibición por etanol

de los procesos fermentatívo y respiratorio,mediantetécnicasmanométricasclásicas.

Los valores obtenidosexpresadosen las tablas 16-bis y 18 nos permiten

deducirque la estirpemenosafectadaen sutanespecíficade fermentación ha sido

S. cerevisiaecon un 67. 95 % de inhibición , algo mayor que la obtenida por los

autores citados, seguida de C. ¿allis con un 84.70 % de inhibición , a continuación

con valores semejantes K. marxianusy C. pseudotropicalisconun 92.97 % y 94.27

% respectivamente;en último lugar se encontrabaP. súpitis que presentabauna

inhibición total de su capacidadfermentativa,

De los resultadosobtenidospodemosdeducirquesolamentela estirpede 8.

cerevisiae presentadauna tolerancia que siguiendo a los autores propuestos

podríamosconsideraralta

Las restantesestirpesven inhibidasu capacidadfermentativaen valoresmuy

superioresal 50 % y en un casola inhibición llegabaal 100 % , por lo quepodemos

deducirque su toleranciaal etanol no se puedeconsiderar alta, siguiendo el criterio
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de los autores ya citados, que implica la definición de tolerancia al etanol basada en

la inhibición de la fermentación.

La tasaespecfficade respiracióntambiénseencuentraalteradaen presencia

de etanol.

La estirpe menos afectada fué también en este caso S.cerevisiaecon un 19.78

seguida de K. rnarxianuscon un 30.03 % , C. ¿allis con 45.50 %y finalmente

P. silpiris y C.pseudotropicaliscon inhibicionesdel 71.93 y 78.89 %

respectivamente.

Podemoscomprobarque el efecto inhibitorio del etanol no es igual en la

capacidad fermentativa y en la respiratoria ,siendo siempre menor el efecto sobre la

capacidad respiratoria que sobre la fermentativa como señalan autores como Pascual

y col (1988)

La estirpe de St cerevisiae resultó siemprela menosafectadapor el eLanol

en todoslos procesosde obtenciónde energia.

De las experienciasrealizadaspodemosconfirmar quecuatrode lasestirpes

de levadurasensayadasno se encuentranen el grupo de alta toleranciaal etanol,

siguiendo el criterio de los autores ya citados.
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Para una evaluaciónmas precisa del efecto inhibitorio del etanol sobre sus

tasas especificasde fermentaciónefectuamosotros ensayos,en los cuales las

concentracionesde etanol estabancomprendidasentre0.0 y 10.0 % (y/y>, esdecir,

estudiaríamoslo que industrialmentese considerantoleranciasbajas (3.0-6.0 %) y

moderadas(6.0-8.0 %), D’Amore y Stewart (1987).

Decidimosestudiarla capacidadde fermentacióndebidoal interésindustrial,

claramente predominante por la fermentación.

Otro punto que nos pareció necesario tener en consideración fué la

composicióndel medio en el que sedesarrollabanlos ensayos,puessegúnalgunos

autorescomoJanssensy col.(1983tCaseyy col.(1985tD’Amore y Stewart(1987>,

la composicióndel medio esun punto importantea tener en cuentaal estudiarel

efecto inhibitorio del etano].

Siguiendo los trabajosde Brown y col.(198l) y Glilser y Héfer (1990)

realizamos, en las nuevas experienciaselas valoraciones manóniét~ca5con una

suspensióncelular de las estirpesestudiadas,en tampónfosfato y añadíamoscomo

fuentecarbonadaexclusivamenteglucosa100 mM.

Los resultadosobtenidosen estos nuevosensayosse muetranel Tabla 25, y

nos permitenconfirmarel ordende inhibición de la fermentaciónpor el etanolde las
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estirpes estudiadas, ya que coincide con e] orden obtenido sobre el medio YPD, como

se observa en la tabla 28.

Sin embargo también podemoscomprobar que las tasas específicas de

fermentaciónson sensiblementemenores,como podemosver en la tabla 27.

En S. cerevisineJa tasaespecifica baja de 32. 54 mnio]es de COJg~horaa

solo 5.58 mtnoles de CO]g.hora.Descensosaún mayorespresentanC. ud/ls (2.70

mmoles de COJg.hora) C. pseudo¡rop¡calis(1.38 mmoles de COjg.hora) y 1<.

marxianus(2.16 mmolesdeCOJg.hora~siendoel casode P. stipitis el masacusado

puesllega a perdertotalmentela capacidadfermentativa.

En la estirpe P. stipñis, la capacidad de fermentación desaparecía

absolutamentetrabajandoen las las condicionesdescritas.

Estosresultadosnos permitenapoyarlo expuestopor Caseyy col.(1984),que

en la capacidadfermentativa de una levadura influye tanto una deficiencia

nutricional, como la propia toxicidad del etanol producido.

Podemosdeducir por tanto que el orden de inhibición de la capacidad

fermentativapor etanol de las estimesestudiadasno se ve influido por el medio

sobre el que se ha realizado el ensayo.
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Sin embargolos valoresde las tasasespecificasde fermentación,si sc ven

marcadamenteafectadassegúnseala composiciónnutricional de esemedio.

Los ensayosmanométricospresentanuna serie de inconvenientes,unosson

la necesidadde tomarun grannúmerode medidasy con una gran minuciosidad,otro

la utilización de un aparato(respirómetro)del que no siemprese disponeen una

industria , así como personalqueconozcay utilice estasteenicas,etc,

Por esasrazonesalgunos investigadoreshan buscadoprocedimientosmas

rápidosy sencillosparaconocer la toleranciaal etanolde una estirpede levadura

Pero en la actualidadno existe un método válido y aceptadode manera

universalparaconocerdichatolerancia, en gran medidadebidoala falta de estudios

sobrediferentesgénerosde levaduras,puesla mayoríade los trabajosqueserealizan

sehacenexclusivamentesobrediferentesestirpesdel géneroSaccharomyces.

Los métodosbasadosen la alteraciónpor etanolde la membranaplasmática

nos han parecidolos quepresentabanun mayorinteréspráctico , por su variedad,su

razonadosoporteteórico y su aplicaciónsencilla.

Hemoselegidodos métodospara poder realizarun estudiocomparativocon

los resultadosobtenidospor nosotrosen la valoraciónde la capacidadfermentativa.



149

El primer método sería el propuesto por Jimenez y van Uden (1985). Es un

método rápido para medir la toleranciaal etanol, basadoen las variacionesdel pl-!

extracelulardebidasal efecto del etanol sobre la permeabilidadde la membrana

citoplásmicaal flujo pasivo de protones.

Según los autores,la adición de glucosaa una suspensiónacuosade células

de levadurasenergizadasinduceunaextrusiónprotónicay unaconscuentebajadade]

pH extracelular.

Las curvasde acidificación caractrlsúcaspresentanunaforma yadescritapor

Singlery col (1981)y unaestabilizaciónde los valoresde pH externofinalesal cabo

de un cierto tiempo.

Los valoresfinales de pH son el resultadode la extrusiónactiva de protones,

contrarrestadapore] flujo pasivode protoneshaciael interiorcelular,cuandoambos

flujos opuestosde protonesse hallan en equilibrio.

En presenciade etanol, las curvaspresentanuna forma semejante,pero los

valoresfinales de pH aumentanal hacerlo la concentraciónde etanol.
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Leao y van Uden (1984), consideran al etanol como un estimulador

exponencial del tiujo pasivo de protones, y por tanto, los valoresde pH finales

aumentaránen su presencia.

Los autoresproponenla siguienteecuación

pH final = log C0 -log 1% + KX Iog e

Consideran que en lascondicionesdescritas,y paralas estirpesestudiadaspor

ellos, los efectosdel etanol en la extrusiónprotónica,sobreel rangode los valores

del pH final sonmlnimos,esdecir, K~ sepuedeconsiderarunaconstante,y por tan[o,

la diferencialog C0 - log ¡CF, tambiénes constante.Es decir, la relaciónentre la

concentraciónde etanol(5<) y el pH final se’ria lineal o casi lineal.

En estascondiciones,los valoresde la constantede estimulacióndel Ludo

pasivo de protonesdebida al etanol, (1<>, resultanser las pendientesde las rectas

obtenidasrepresentandolos valores finales de pH frente a las concentracionesdc

etanol.

Siguiendola metodoJogiapropuestapor los autores,obtuvimoslos resultados

que sc exponenen la Tabla30 y en la Figura35, de lo que se deduceque el arden
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relativo de tolerancia al etanol, según este método, seria el siguiente:S. cerev¡siae,

seguida de C. ¡¿¡¡lis, C.pseudo¡ropicalis,P.stipfdx y finalmente K.rnarxianus.

Estos resultados,como podemos comprobar en la Tabla 32, no son

coincidentes con los obtenidosvalorando la inhibición de la actividad fermentativa

(tasaespecíficade fermentación).La discrepanciaen el ordende toleranciaal etanol,

segúnel métodode valoración,nos llevé a realizarlos siguientesensayosparaasí

comprobarsi se cumplíanen todaslas estirpes,los supuestosdel método propuesto

por Jimenezy van Uden, que son los siguientes:

1. La estabilizacióndel pl-! extracelulartiene lugar a los 75 minutos.

2. Constanciade la tasade extrusiónactiva de protones,a las concentraciones

de etanol ensayadas.

De los resultadosobtenidosen la comprobacióndel primerpunto,presentados

en la Tabla 38, hemos comprobadoque no son suficientes75 minutos para la

estabilíjizacióndel pl-l extracelular,en cuatrode las estirpesestudiadas.Solamente

S.cerevisiaepresentabaun tiempo de estabilizaciónsemejanteal descrito por los

autores.Mauricio y Salmon(1992), en una recienterevisión del método, observan

un tictnpo de estabilizaciónde 60 minutospara especiesde Saccharornyces.
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Todas las demés estirpes estudiadas por nosotros, presentan tiempos de

estabilización semejantes entre si, en torno a los 120 minutos.

Así pues, el género Saccharomyces,presentaun tiempo de estabilizacióndel

pH extraceleular mas corto que el resto de los géneros estudiados. Este es un dato

importante a la hora de aplicar este método de valoración de tolerancia en levaduras

diferentes de Sacchczromyces.

De los resultados obtenidos en la comprobaciónde] segundosupuesto,

presentadosen las Tablas39 y 40 y en la Figura 46, podemos deducir que solamente

la estirpede Saccharomycescerevisiaeensayada,presentaconstanciaen la tasa

específica de extrusión de protones (Kv), a las concentracionesde etanol

probadas,pues la actividad ATP-asa de membrana,valorada como velocidad de

acidificación extracelular, solo resulta inhibida un 2.88%. Para todas las demás

estirpesestudiadas,los valoresde inhibición de dicha tasason maselevados:32.72%

en C. ¡¿ñus,40.81 en C. pseudotropicalls,44.66 % en P. sápitis y 52.22% en K.

rnarxwnuS.

Estos resultados son semejantes a los obtenidos por GlUser y Hófer (1990)en

la levadura Metschn¡kowiareukafli, que presenta un 30% de inhibición de la

actividad ATP-asa, con etanol 0.5 M.
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Los resultadosobtenidospor nosotrosindicanque serian necesariasalgunas

modificaciones en el método propuestopor Jimenezy van Uden (1985), para que

puedaaplicarsecon caractergenerala la determinaciónde la toleranciaa etanolde

una levadura.

Autores como Cartwright y col. (1986,1987), también han observado

inhibición de la tasa específica (19 por etanol, rebatiendo así la hip6tesis de Jimenez

y van Uden (1985), de que sea la estimulación del flujo pasivo de protones, la causa

suficientepara explicarla debilitacióndel gradientetrasmembranadebidoal etanol.

Nuestros resultadoscoinciden con los obtenidos por Cartwraigt y col,

apoyandola hipótesisde que, exceptoen S.cerevisiae,la S disminuyedebido a la

alteraciónde la ATP-asade membrana.Así, el aumentodel pH final poretanol,sería

debido no solo al incremento de permeabilidad de la membrana a los protones, sino

también a la inhibición de la extrusión activa por este alcohol.

El segundo método estudiado ha sido el propuesto por Salgueiri y col. (1988),

basado en la alteración, por etanol, de la permeabilidad de la membrana plasmática

a compuestos intracelulares que absorben a 260 nm

La liberación al medio externo de compuestos intrace]ulares nitrogenados

durante la fermentación aleoholica por levaduras, es un fenómeno conocido y descrito
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hace muchos años (Deslisle y col., 1961; Lewis, 1964). Estos compuestos

contribuyen al aroma y sabor de los productos finales de fermentación obiwiidús.

Lee y Lewis (1968) publicaron en este año 2 artículos en los que realizaron

la identificación de los compuestos intracelulares A2~ liberados, así como un estudio

del mecanismo de liberación de estos compuestos.

Ya Delisle (1961) habla mostrado que algunas de las sustancias liberadas eran

aminoácidos, y que la fracción que absorbía en ultravioleta (260 nm) correspondía

a material nucleotídico de bajo PM, que era liberado por células viablesde levaduras,

y no tenía su origen en fenómenos de autolisis.

Lewis (1963) comprobé que la liberación de nucícótidos era estimulada en

condiciones que favorecían la fennentacióny el crecimiento, y que ese material

liberadono era utilizado de nuevopor la célula.

Lee y Lewis (1968) al realizar la identificación, por cromatografía,del

material A260 ]iberado en la fermentación, concluyeron que era un 60% nuelcótidos

y un 40% nucleosidos y bases libres.

Al ]levar a cabo la identificación de ]os nucícótidos presentes en el medio de

fermentación extracelular, observaron que mayoritariamente detectaban NAY, y en
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menor proporción CMP, GMP, AMPy UMP, así como ADP, y en mucha menor

cantidadlos nucícótidosdifosfato. Sin embargocuando las células se encontraban

suspendidasen aguadestilada,los nucícótidospresentesen el sobrenadanteeran

mayoritariamenteNAD y CMP, y en una proporciónmuchomenorAMP.

Franco y col. (1985), estudiandoel preesoen 5. cerevisineGB 2333 en

fermentaciónen cultivo continuo,detectaronla presenciade ADP, ATP y algunos

intermediarios del TCA, no encontrando relación entre las condiciones de crecimiento

en el fermentadory el material liberado.

En las células suspendidasen agua destilada,al parecer,no aparecíanni

nucleosidos ni bases libres, sin embargo, en el medio con glucosa si podían

detectarselos cuatro nucleosidos,las cuatro bases y una quinta base que es la

hipoxantina.

Lee y Lewis (1968) observaron que el material liberado A2~ era

fundamentalmente NADy nucleótidos monofosfato procedentes del peol intracelular.

Dadoquelos nucleótidosson sintetizadoscorno 5’-monofosfato,estosautores

sugieren que la salida tiene lugar previamente a la síntesis de RNA.
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En cuanto al mecanismo de salida de estas sustancias A2~, Lee y Lewis

(1968) comprobaron que era consecuenciade un cambio en la barrera de

permeabilidadde la membranacitoplasmática,pues la cuantíade la salida sevela

influida de maneraimportantepor los siguientesfactores:

14

a) Presenciade agentesprotectoresde membranacomoCa
b) Agentes destructoresde la membrana,como el butanol y los

detergentes.

c) Temperatura

d) pH del medio

En la bacteriaZymomonas¡nobilis, Osmane Ingram (1985) describieronla

salida inducida por etanol de cofactores y coenzimas indispensablespara la
44

fermentación,entreellos el Mg

Así pues, se ha descrito el efecto del etanol en la salida de compuestos

intracelularesA2~ en varias estirpesde Saccharomyces,Kluyverotnyces(Salgueiroy

col., 1988);Candidaparapsilosis(Ibrahim y col., 198?)etc., y tambiénen bacterias

productorasde etanol,comoZyrnomonasmobilis (Osmane Ingram, 1985).

En todos los casosestudiadosel etanol estimula la salida de compuestos

intracelularesA260 consideradaen su conjunto.
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En cuanto al material intracelular vertido al exterior en presencia de etanol,

varía segun las estirpes y las condiciones de actuación del alcohol. Así, en C,

parapsilosisse identificaron ácidosnucleicosy material proteico (Ibrahim y col.,

198?).

También se ha descrito la salida al exterior de iones: Mr en Z ,‘nobllis

(Osman e Infrau, 1985) y K~ en M. renkaufli (Glasser y Hoffer, 1990).

Una vez comprobado que la salida de compuestos intrace]ulares A2~ era

consecuencia de una alteración de la permmeabilidad de la membrana plasmática, era

lógico suponer que los agentes que actuaran sobre la membrana tuvieran un efecto

estimulatoriosobreestefenómeno.

Así, están descritosvarios agentesque estimulanestasalida en levaduras,

como por ejemplo fitoalexinas (Amin y col., 1988) y algunosiones(Oshumiy col.,

1988).

El etanol, al actuar sobre la permeabilidad de la membrana,eraesperableque

estimulara la salida de este tipo de compuestos.
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Salguciro, Sa-Correla y Novais (1988), estudiando determinación de tolerancia

actanol, relacionaron ésta con la cinética de salida de compuestos intracelulares A2~,

incluyendo así este fenómeno dentro de una serie de procesos cuya velocidad resulta

alterada por etanol, tales como crecimiento celular o transporte de nutrientes,

sugiriendo también que la inhibición en la actividad fermentativa puede ser atribuida,

en parte, a la salida de estos compuestos intracelu]ares.

Estos autores correlacionan la resistencia de la membrana plasmática a la

permeabilización por etanol, definida por la velocidad de salida de compuestos A,~

en dos estirpes de Saccharomycesy una de Kh¿yverornycesconsu toleranciaaetanol,

determinadapreviamentepor métodos convencionales.Susresultadosllevan a la

conclusión de que la velocidad de salida de compuestos intracelulares A 260’ (Kno),

aumenta exponencialmente con la concentración de etanol. Según ésto, definen E,

constante de estimulación exponencial, válida solamente para un rango de

concentraciones entre 5.0 y 15.0 %de etanol, según los propios autores.

Al aplicar el método de Salguciro y col. (1988) a las cinco estirpes de

levaduras estudiadas por nosotros hemos podido observar lo siguiente:

En el rango de concentraciones definido por los autores, los valores

obtenidos de E no presentan diferencia importantes entre sí. Sin embargo, la
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inhibición de la fermentacióna esasmismasconcentracionessí es apreciablepara

algunasde nuestrasestirpes.

En algunasestirpes,como ¡‘¡chía silpitis o Kluyveromycesmarsianus,cuya

frementaciónes muy sensibleal etanol, el aumentoen la concentraciónde éste no

repercute significativamenteen la estimulación de la velocidad de salida de

compuestosintracelulares A260, pero si en los valores absolutos de D.O. del

sobrenadante,lo quesignificaque hay un aumentonetode la intensidadde la salida.

En la primeralecturaexperimental(tiempocero experimental),en la que,en

tiemporeal, han transcurrido7 minutosde contactocon el etanol, en Kluyveromyces

marxianusaparecenvaloresde D.O. muy superioresa los del control, (Figura 63)

apreciándoseun incrementode los mismos al ir aumentandola concentraciónde

etanol. Estefenómenoeslo que hemosllamado salida inicial, o salidaa tiemposde

contactocon etanolmuy cortos.

Esto nos lleva a pensarquehayunasalidade compuestosintracelularesA 260

muy rápidaen los primerosnionmentosde contactocon el etanol,másrápidaqueen

el restodel intervalo de toma de muestras.O lo queeslo mismo,que la K2~ no es

constanteen el tiempo.
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Estoexplicaría la estimulacióntan escasade la K2~ a lo largo de la toma de

muestrasobservadaen algunasestirpescuya toleranciaal etanol esbaja.

A concentracionesde etanoldel 15.0%en adelante,seobserva,en las estirpes

estudiadas,un nuevo aumento en la velocidad de la velocidad de salida de

compuestosintracelularesA260, que depende,paracadaestirpe,de la concentración

deetanol y del tiempo de contactocon éste.

Este aumentode K260 se produce:

En Saccharomycexcerevisiaea 25.0% de etanol y a 52 minutos de

contacto,en Candidautilis a 20.0 % deetanoly 82 minutosde contacto,en Candida

pseudotropicalisa 25.0 % de etanol y 22 minutos de contacto,en Kluyverornyce&

marxianusa 20.0 % de etanol y 7 minutos de contacto y finalmente,en Pichia

stipitis a 15.0%de etanoly 7 minutosde contacto.(Figuras65, 66, 6?, 68 y 69)

Todo esto nos lleva aplanteamos que la K260 propuesta por salguciro y col.

(1988), quizá no sea el parámetro mas adecuado para relacionarlo con la

concentraciónde etanol, pues tal como hemos observado,no siempre resulta

claramente estimulado por etanol, aunque la salida de compuestos intracelulares A

260’ en si misma,si dependade la concentraciónde alcohol añadido.

1
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Por otra parte,hemospodido observarqueexistendos situacionesen lasque

se pueden dar altas velocidades de salida: En los momentos iniciales de contacto con

el etanol, y a dosis altas, a partir de un tiempo de contacto propio de cada estirpe.

La cinética de salida de compuestos intraceluJares A260 descrita por Lee y

Lewis (1968), está de acuerdo a lo observadopor nosotros, referente a que la

velocidad de salida no es constante en el tiempo, sino que tiende a disminuir, en el

intervalo de concentraciones en que la constanteE esaplicable.

En ese intervalo de concentraciones, el etanol al alterar la permeabilidad

selectiva de la membrana, estimularía la salida al exteriorcelulardecompuestosA260,

y las concentraciones intra y extracelulares de los mismos tenderían al equilibrio.

Por ello, proponemos Ja

difusión, que se expresada así:

idea de un modelocinético, basadoen fenómenosde

= q0. (1 -

donde, ~ y C1~ representan las concentraciones extra e intracelular respectivamente,

de compuestos intracelulares A,60, y la constante K es dependiene de la

concentraciónde etanol.

•1

.1
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Y.- CONCLUSIONES.

1. Utilizando el criterio de inhibición de la fermentación, de las estirpes

estudiadas, solamente Sacharomyces cerevisiae se incluye en el grupo de levaduras

de alta toleranciaal etanol, puesa concentración2M de estealcohol, conservaun

33.05 % de su tasaespecíficade fennentación.Las otras cuatroestirpesestudiadas

quedarían incluidas en el grupo de tolerancia media-baja a etanol.

2. La tasaespecíficade respiraciónresultadisminuidapor etanolen todaslas

levadurasestudiadas,siendoesta disminución menos drásticaque Ja de la lasa

específicade fennentaci6n,puesen ningunadeJasestirpessuperéeJ 80 %,

3. El valor de la tasa específica de fermentaciónes dependientede las

característicasnutricionalesdel medio,presentandovaloresabsolutossuperioresen

células creciendosobre YPD que que la suspensióncelularen tampón fosfato y

giucosa.No obstante,e] ordenrelativodesensibiJidada la inhibici6n por etanolsobre

la tasaespecíficade fermentaciónes el mismo en ambascondiciones.
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4. Las estirpes Candida udu¡s,Candida pseudotropicalís,KlUyVerOmYCeS

marxianusy ¡‘¡chía stipids muestran una inhibición, por etanol a 10%, considerable

de la tasa de extrusión activa dc protones, en las condiciones estudiadas,

probablemente debido al efecto de este alcohol sobre la funcionalidad de la ATP-a.sa

de membrana.

No ocurre así en la estirpe de Saccharornyces cerevtviae, que, en las

condiciones descritas, presenta una tasa de extrusión activa de protones practicamente

inalterada a 10 %de etanol.

5. La estabilizacióndel pH extracelular,consecuenciadel equilibrio entrela

extrusónactivay el influjo pasivode protones,solamentesealcanzaabs75 minutos

en Saccharomycescerevtsiae,en las condicionesestudiadas.El resto de lasestirpes,

en las mismascondiciones,presentantiempos de estabilizaciónsuperiores.

6. El método de cuantificaciónde tolerancia a etanol por incrementodel

influjo pasivode protonesno es aplicable,tal como estádescritopor Jimenezy van

Uden, a cuatro de las estirpesestudiadaspor nosotros,debido a queen ellas,en las

condicionesdescritas,no secumplenlos requisitosenquesebasael método,a saber:

a). Constanciade la tasade extrusiónactiva de protones.
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b). Tiempo de estabilización del pH extracelular en células

previamente energizadas.

7. En Saccharomycescerevisiae,Candida utilis, Candida pseudotropicalis

y Kluyveromycesrnarxianus,paraconcentracionesde etanol comprendidasentre5 y

10 % (y/y), se cumple que la cinética de salida de compuestos intracelulares A260

puede considerarse de primer orden en el intervalo de tiempo comprendido entre la

primera toma de muestras (tiempo O experimental)y los 90 minutos. En Pichia

stipitis esto ya no se cumple a 15 % de etanol.

8. Las constantes de estimulación exponencial de salida de compuestos

intracelulares A260,E, de las cuatro estirpes en que este parámetro puede calcularse,

presentandiferenciaspoco importantes,lo queindica que las velocidadesde salida

deestoscompuestosno resultanestimuladasactivamentepor etanol,en los intervalos

de concentraciónde alcohol y tiempo en que se define estaconstante.

No obstante,el ordende sensibilidadaetanoldefinido por la constanteE, es

coincidentecon el obtenidoen la inhibición de la tasaespecíficade fermentación.
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9. Las cinco estirpesde levadurasestudiadaspresentanun aumentodc la 1

D.O.260 inicial relacionadocon el incrementoen la concentraciónde etanol. Este

efecto, provocadopor tiemposde contactocon etanol muy cortos,es máximo para

Kluyveromycesmorxianusy mínimo paraSaccharornycescerevisiae,en la que solo

aparece estimulación a 25 %de etanol.

7’.

10. En todas las estirpes estudiada, en las condiciones descritas, hemos

observado que existe una concentración de etanol, propia de cada estirpe, que, a —

4

partir de un tiempo de contactodiferentepara cadaestirpe,provoca un aumento
U

brusco de la velocidad de salida de compuestos intracelulares A260.

Pichia .stipiris es la estirpe mas sensiblea este efecto y Saccharomyces

cerevisiaela mas resistente, considerando el conjunto de concentración de etanol y tti

tiempo de contacto. 4

11. Los resultadosobtenidos,en nuestrascondicionesde trabajo,nospermiten

afirmasque la velocidad de salidade compuestosintacelularesA260 no esconstante

en el tiempo.

En las fasesiniciales la velocidadde salidaessuperiora la observadaa partir

de los 7 minutos de contactocon el etanol.Estavelocidadinicial resultaestimulada

por el aumentoen la concentraciónde etanol.
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A concentraciones altas de etanol (superiores a 15 %) hemos observado en

todas las estirpes un nuevo aumento en la velocidad de salida de estos compuestos.

12. El método de cuantificación de tolerancia a etanol basado en la

estimulación de la velocidad de salida de compuestos intracelulares A260, propuesto

por Salguciro y col., puede no ser adecuado como método general para levaduras

porque el incremento en dicha velocidad, en las condiciones descritas por los autores,

en algunas estirpes no refleja el efecto de permeabilización por etanol de la

membrana plasmática. Esta permeabilización resulta mas patente, para algunas

estirpes, en la estimulación de la velocidad inicial o en la cuantía de la propia salida.
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