INVESGIGACION
Y c I E " c I H DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA
DE AGUASCALIENTES

Nimero 67: 86-91, enero-abril 2016

Respuestas metabdlicas al estrés de levaduras
de importancia industrial

Metabolic responses to stress by yeasts
of industrial importance

\///\ Patricia Vital Lopez'*, Claudia Patricia Larralde Corona’

La produccién de metabolitos y biomasa de
levaduras a nivel industrial estd generalmente
sujeta a condiciones estresantes de cultivo,
principalmente en cuanto a la concentraciéon de
oxigeno disuelto, presion osmotica, temperatura,
pH y compuestos tdxicos como el etanol. Al ser las
levaduras organismos unicelulares, los mecanismos
para enfrentar estas situaciones de estrés se basan
en cambios fisioldgicos y de composicidn, asi como
toda una gama de respuestas de su metabolismo. En
este trabajo se hace una revisién de las respuestas
metabdlicas en levaduras durante la produccién a
escala industrial de bebidas como el vino, asi como
las investigaciones bdsicas realizadas para elucidar
las respuestas fisioldgicas comunes usadas por estos
microorganismos, con especial énfasis en la levadura
Saccharomyces cerevisiae, que es por mucho la
mds importante a nivel industrial.

ABSTRAC

The production of metabolites and biomass on yeasts
is performed usually under stressing conditions, mainly
the ones concerning dissolved oxygen, osmofic
pressure, temperature, pH and toxic compounds,
amongst others. Due to their unicellular nature,
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yeasts usudlly rely on changes in their physiology
and composition to deal with environmental stresses.
In this review we analyzed the metabolic responses
used by yeasts during industrial processes such as
wine production, as well as research performed to
elucidate their common physiological responses, and
stressing the findings on Saccharomyces cerevisiae,
which is by far the most important yeast from the

industrial point of view.
INTRODUCCION

En definicién, segun Walker (2000), las levaduras son
hongos unicelulares, ascomicetos o basidiomicetos,
gue se reproducen vegetativamente por gemacién o
fisidn, y tienen estadios sexuales que no forman cuer-
pos fructiferos. Las levaduras estén presentes en nues-
tro ambiente natural y las plantas son nichos comun-
mente para las levaduras, se localizan principalmente
en la interfase entre los nutrientes solubles como los
azicares; varias levaduras se asocian al tracto di-
gestivo y piel de animales con especies tales como
Candida pintolopesii y Pityrosporum spp., respectiva-
mente. El suelo es también un hdbitat a largo plazo
para su supervivencia y lo pueden aprovechar como
lugar de libre crecimiento. Las levaduras son descritas
como organismos domésticos ya que se han utilizado
para la produccion de bebidas alcohdlicas y de pan
por milenios, y son explotadas para producir agentes
biofarmacéuticos y otras biomoléculas. La tolerancia
a los diferentes tipos de estrés durante los procesos
biolégicos varia de cepa a cepa y depende del tipo
de estrés y la duracion de la exposicion a los mismos.
Un esquema general de las condiciones estresantes
durante un proceso fermentativo se muestra a conti-
nuacién en la Figura 1.
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Figura 1. Representacién esquemdtica de la naturaleza
temporal y secuencial de posibles tipos de estrés encontrados
por las levaduras durante la propagacion, fermentaciéon y
almacenamiento. Figura adaptada de Gibson et al. (2007).

La respuesta general del metabolismo de las
levaduras mds abundantemente estudiadas se
revisa a continuacion por tipo de estrés; en la Tabla
1 se resumen los rangos que han establecido algunos
investigadores para aplicar los factores de estrés y su
respuesta a los mismos.

Tolerancia al estrés por temperatura

El estrés a altas temperaturas influye adversamente
en la fisiologia celular de la levadura y la viabilidad
celular, afecta la morfologia general de la célula al
producir una gemaciéon atipica y el crecimiento de
la pared celular es irregular, lo que ocasiona también
el aumento de tamano de la célula, ello afecta la
divisién y crecimiento celular. La temperatura influye
en la estructura de la membrana plasmdatica en su
funcién, por ejemplo, en la disminucién de dcidos
grasos insaturados de la membrana, ademds de
disminuir el pH infracelular; también la represion
de sintesis de muchas proteinas mitocondriales y el
incremento en la frecuencia de mutaciones y danos
por calor al DNA.

Algunas células de Saccharomyces cerevisiae
pueden crecer rdpidamente en temperaturas entre
25 °C y 37 °C gue son aun toleradas, pero a una
temperatura de 41 °C el crecimiento disminuye
hasta dejar de crecer por completo a 46 °C, en esta
temperatura puede observarse el incremento de
las proteinas HSP104 (HSP, proteina de choque de
calor), evidenciadas por un andlisis tipo Western blot
(Holubd&rovd et al., 2000).
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Con el objetivo de proteger a las células e
inhibir los efectos de la temperatura, Sun et al. (2007)
estudiaron el efecto de utilizar microcdpsulas (con
nUcleoliquido ysdlido) enla cepassilvestre S. cerevisiae,
con lo que se obtuvo una mayor tolerancia al estrés
por temperatura y la acumulacién de metabolitos
importantes como dlicerol y frehalosa como
proteccién, asi como la aparicién de la actividad de
SOD (superdxido dismutasa).

Carrasco et al. (2001) observaron también la
expresion de los genes HSP12 y HSP104, mientras
que Garay Arroyo et al. (2004) y Gibson et al. (2007)
observaron la produccién de las proteinas HSP104,
HSP26 y una sobrevivencia de entre 20% y 40%
cuando se sometia a las levaduras a un choque
térmico de 51 °C.

Tolerancia al estrés osmético

El estrés osmodtico que las levaduras pueden presentar
puede deberse a la presencia de sales en el medio,
en las cuales las mismas realizan su metabolismo.

En un estudio realizado con la cepa Candida
tropicalis aislada de suelos salinos de Pakistdn vy
una cepa de laboratorio de S. cerevisiae se logrd
comparar la capacidad de sintesis de osmolitos
como la frehalosa y el transporte de cationes bajo el
estrés salino en donde se mostrd diferente capacidad
para acumular glicerol y frehalosa. Con ello se
corroboré que la frehalosa actia como protectora
de membrana (Garcia et al., 1997). Asimismo, Hounsa
et al.(1998) utilizd la cepa silvestre de S. cerevisiae y
compard la maguinaria tfranscripcional con cepas
modificadas para concluir con el rol de la trehalosa
como metabolito osmoprotector.

De la misma forma, en un estudio comparativo
de especies de levaduras de basidiomicetos se ha
observado la aparicidon de polioles como el arabitol
y el manitol a manera de osmolitos que desempenan
un papel importante en la regulacion de la presidon
osmdtica (Tekolo et al, 2010). Se sugiere que con
la adicién de diferentes compuestos (catequing,
inositol, SO,) tolerados por las levaduras en los medios
de fermentacidn hay un cambio en los niveles
de acumulaciéon y rendimiento de metabolitos
importantes con variacién en cuanto a su presencia,
mejordndolos o disminuyéndolos (Caridi, 2003).
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Tabla 1. Rango de condiciones estresantes para diferentes cepas de S. cerevisiae y sus respuestas metabdlicas

) Rangos de las condiciones )
Tipo de estrés estresantes (en el medio de Respuestas metabolicas Referencia
crecimiento solido/liquido)
Choque térmico a 41°C Sobreexpresién de HSP104 Holubdrovd et al. (2000)
L?Iee;?rgggor Choque térmico a 37 °C Expresion de HSP12 y HSP104 Carrasco et al. (2001)
temperatura o o Incremento de proteinas HSP104 Garay Arroyo et al. (2004)
Choques fermicos a 51 °C y HSP26 Gibson et al. (2007)
NaCly KCI (1 M), LICI (0.2 M) y Menor sintesis de glicerol y "
sorbitol (1.5 M) acumulaciéon de trehalosa Garcia et al. (1997)
Actividad de agua (ay) de
0.98 y 0.97 con NaCl (0.61y 0.91 Acumulacién de trehalosa Hounsa et al. (1998)
Molal)
Se qjustd la a,, a 0.975, 0.95, Activacion del transporte de
Tolerancia 0.925,0.90 y 0.875 con NaCl y membrana, acumulacién de Tekolo et al. (2010)
o sorbitol polioles como el glicerol
S Glucosa al 2%y 20% (p/v) Glicerol 3—fosf(cchZE<):lzejshidrogenoso Jiménez Marti et al. (2011)
; Glicerol 3- fosfato . .
Sorbitol 1M deshidrogenasa (GDP1 y GDP2) Kaino y Takagi (2008)
KCIO.ZMy1TM Viabilidad desde 10% hasta 40% Zuzuarregui y del Olmo (2004)
Disminucién de la conversion de :
NaCla 40 g/l glucosa en etanol hasta 80-90% Modig et al. {2007)
Cdlculo del limite de resistencia
Etanolde 0 0 8.73% v/vy d
: . . e hasta 18% de etanol en Antoce et al. (2011)
o . evaluaciones por calorimetria algunas cepas
olerancia
Z Rendimientos de 0.47, 0.38 y 0.41
al es;fres Ipor Etanol en valores de 46.6. 34.4 g de etanol/g consumido de Benjaphokee et al. (2012)
etano y 24.1 g/ |
glucosa
Adicion de CaCl, (0-3 mM), Mayor tasa de crecimiento hasta .
MgCl, (0-2 mM) y etanol a 10% de 0.44 con CaCl, Ciesarova et al. (199¢)
Peréxido de hidrégeno 10 mM Expresion desgé?enes Clly Garay Arroyo et al. (2004)
Tolerancia
al estres Perdxido de hidrégeno a 2.0y Expresién de los genes CTT1 y
AL 6.0 MM durante 2 h a 28 °C SOD] Zhao et al. (2014)

Investigaciones como la de Jiménez et al. (2011),
con enfoques de franscriptémica y determinaciones
de dlicerol intfracelular en cepas de S. cerevisiae
utilizadas para la produccién de vino, han dado
pistas sobre la adaptacién de cepas de levadura
con este propdsito en alto estrés osmdtico, basado
en la adaptacidon a los medios de crecimiento.
En ofros trabagjos que involucran pruebas de
tolerancia a dicho tipo de estrés, se observd una alta
capacidad (50 y 80% de viabilidad) en dos cepas
industriales de S. cerevisiae denfro de un grupo
de cepas de laboratorio e industriales, en el cual
se relaciona esta viabilidad a la sintesis de glicerol
(andlisis por Northern blot) (Garay Arroyo et al., 2004);
se mostraron resultados similares en la produccién
de glicerol bajo el estrés osmdbtico con sorbitol en

la cepa de laboratorio S. cerevisiae, también se
observé la sintesis de trehalosa a menor produccion
(Kaino y Takagi, 2008).

El estrés hiperosmdtico relacionado con
la presencia de sales presentes en el medio fue
estudiado por Modig et al. (2007) mediante cepas de
S. cerevisiae industriales y de laboratorio, se observd
que el tiempo en la conversidn la glucosa disminuye
entre 80y 90% en presencia de la condicidn estresante;
ademds, aumentd el rendimiento de glicerol pero
una productividad reducida en la biomasa en todas
las cepas utilizadas. En contraste, cepas de Garay
Arroyo et al. (2004) no mostraron diferencia en el
comportamiento a este tipo de estrés.
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Tolerancia al estrés por etanol

El alcohol etilico es el principal producto metabdlico
de las levaduras en la fermentacién y es cuantitativa-
mente el principal producto biotecnoldgico a escala
global. Un dilema a confrontar en la tecnologia de
las levaduras es la acumulacién del etanol durante
la fermentacion que actia como estrés quimico po-
tente hacia las células de levaduras. Los principales
efectos del etanol afectan la viabilidad de la célula y
su crecimiento, en la biosintesis de macromolécula y
enla estructura de la membranay su funcién. Laiden-
tificacién y caracterizacion de cepas de levaduras ha
causado gran interés para ser utilizadas en la produc-
cién de vinos de calidad. En el frabajo de Antoce et
al. (2011) se probaron 10 diferentes cepas de Saccha-
romyces seleccionadas de vinedos rumanos, en las
cuales se observd mediante calorimetria y cdiculo de
concentracién minima inhibitoria del etanol un rango
variable de resistencia, aun dentro de la coleccién
utilizada industrialmente para la produccién de vino.

Ofras cepas de S. cerevisiae han sido
modificadas genéticamente para tolerar etanol en
medio acido a temperaturas elevadas (39 y 41 °C),
lo cual sugiere su potencial uso en la produccién
de bioetanol, debido a la fermentacidon a altas
temperaturas (Benjaphokee et al., 2012). Ya que las
levaduras difieren en la capacidad de tolerar etanol,
como algunas mencionadas anteriormente, se ha
observado que algunas cepas se benefician con la
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Figura 2. Efecto del perdxido de hidrégeno (15 mM) en la viabilidad
de levaduras nativas del mezcal (tesis en proceso P. Vital Lépez).
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presencia de sales para tener un rendimiento alto de
etanol; por ejemplo, en el trabagjo de Ciesarova et
al. (1996) se compararon fres cepas de S. cerevisiae,
donde se anadieron cantidades de CaCl, y MgCl,,
los cuales permitian una mejor eficiencia en la
produccién de etanol en la adicién de ambas sales,
cuantificado por la produccion de CO,,.

Tolerancia al estrés oxidativo

Uno de los principales tipos de estrés quimico a los
que se enfrentan las levaduras, particularmente
durante el crecimiento aerdbico, es debido a las
especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas
en Inglés), como los aniones de superdxido (O,), el
perdoxido de hidrogeno y el radical hidroxilo (OH*)
con su estructura celular, ya que estos compuestos
se pueden generar por la respiracion mitocondrial,
porincremento de la tensidn del oxigeno disuelto del
medio de crecimiento o por exposicidon de radiaciéon
ibnica. Aunado a esto, la apoptosis celular también
genera estos ROS (Perrone et al., 2008). Estos causan
el dano oxidativo a proteinas, lipidos y al DNA
(Moradas Ferreira et al., 1996).

Las levaduras poseen varios compuestos
antioxidantes como el dcido D-eritfroascérbico, la
flavohemoglobina, el glutation, las metalotioneinas,
poliaminas, el ubiquinol, la trehalosa y ergosterol,
ademds de algunos metabolitos carotenoides;
ademdslaslevaduras poseen enzimas que detoxifican
el oxigeno activo, tales como la Cu/In superdxido
dismutasa, Mn  superdxido dismutasa, catalasa
A, catalasa T, citocromo C, peroxidasa, glutatiéon
reductasa, tiorredoxina, tiorredoxina peroxidasa y
tiorredoxina reductasa (Jamieson, 1998; Gibson et al.,
2007; Herrero et al., 2008; Kaino y Takagi, 2008).

En el frabojo de Garay Arroyo et al. (2004)
se observd la expresidon de los genes CTT1 y SODI,
inducidos precisamente por el estrés osmético, y Zhao
et al. (2014) obtuvieron resultados similares. En ofras
levaduras, como las estudiadas por Arellano Plaza et
al. (2013), se observd que Kluyveromyces marxianus
mantuvo una capacidad para resistir al estrés
oxidativo causado por el peréxido de hidrégeno
(H,0,) en valores de 10, 50 y hasta 100 mM, mayores a
los observados generalmente para S. cerevisiae.

Ofros factores de estrés: compuestos azufrados y
fendlicos

Ademds de la tolerancia a los diferentes tipos de es-
trés ya mencionados, cabe sefialar a compuestos de
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tipo azufrados y fendlicos, ya que durante la produc-
cién de bebidas como el vino, las levaduras pasan
por factores estresantes con la adicién de SO,; ade-
mds, durante el proceso de fermentacidén en otros
tipos de bebidas, los compuestos fendlicos son pri-
mordiales para la eficiencia de este proceso. Cabe
senalar que la formaciéon de H,S en los procesos de
fermentacion se debe a la degradacién de cisteina
presente en el medio por una enzima que tiene una
actividad de la cisteina desulfuhidrasa (Winter et al.,
2011).

S. cerevisiae eslaresponsable de la produccion
de varios compuestos voldtiles en la que durante la
fermentacién del vino, la reduccidn asimilativa de
sulfato por la levadura (para biosintetizar cisteina y
metionina) produce un exceso de iones HS, lo que
genera la formacién de H,S en el vino (un problema
comuUn en bodegas), ya que si no se trata el vino
resultante estard contaminado, perderd calidad
y abre la posibilidad de que sea rechazado por
los consumidores (Swigers y Pretorius, 2007). Otros
estudios demuestran la adicién de SO, en los vinos,
qgue se anade como anfioxidante a partir de la
fermentacion para la lograr el control microbioldgico
y del mosto mediante la limitacién y/o propagacién
de levaduras y bacterias indeseables (Fiore et al.,
2005; Vilela et al., 2013).

Por ofro lado, la hidrdlisis de materiales ligno-
celuldsicos presentes también en plantas de Agave
spp. generan una amplia variedad de compuestos
inhibidores de microorganismos. Estos compuestos
pueden dividirse en tres grupos: acidos débiles, deri-
vados del furano y compuestos fendlicos; compues-
tos que limitan la utilizacién eficiente de los hidroliza-
dos para produccién de etanol durante la fermen-
tacién (Palmqyvist y Hahn Hagerdal, 2000). También
se ha observado que varias levaduras pueden me-

e ANTOCE, A. et al. Comparative study regarding the ethanol
resistance of some yeast strains isolated from Romanian
vineyards. Romanian Biotechnological Letters, 16(2): 5981-
5988, 2011.

e ARELLANO PLAZA, M. et al. Respiratory capacity of the
Kluyveromyces marxianus yeast isolated from the mezcal
process during oxidative stress. World Journal Microbiology
Biotechnology, 29(7): 1279-1287, 2013.

e BENJAPHOKEE, S. et al. Highly efficient bioethanol production
by a Saccharomyces cerevisiae strain with mulfiple stress
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tabolizar fenoles, cresoles, alquilfenoles y monocloro-
fenol, especificamente géneros como Candida spp.
y Trichosporon cutaneum (Walker, 2000).

CONCLUSIONES

Las levaduras utilizadas tanto para la elaboracién de
bebidas alcohdlicas como para la transformacion de
residuos lignoceluldsicos estdn sujetas a complejos
ambientes de crecimiento y expuestas a cambios
temporales de la disponibiidad de oxigeno,
concentraciones de solutos, pH, fuentes de carbono,
temperatura, y concentraciones de etanol; por
lo que el estudio puntual de la tolerancia a los
diferentes tipos de estrés para cada cepa a utilizar
es una necesidad insalvable para poder realizar
desarrollos tecnoldgicos con las mismas.

En los Ultimos anos, ademds de las técnicas
bioguimicas cldsicas e insustituibles, las creadas de Ia
gendmica y la protedmica han aportado resultados
importantes para la explicacion de fendmenos
de expresion de genes durante los procesos de
fermentacion, y su aplicacion a cada paso hace
que aumente el conocimiento de las respuestas
tan complejas en las levaduras y sus aplicaciones
industriales, lo que abre la posibilidad de mejoras
puntuales sobre los genomas de aquellas levaduras
con gran potencial industrial, para aumentar sus
rendimientosy ampliarsus capacidades metabdlicas.
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