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RESUMEN

La creciente necesidad de desarrollar procesos sostenibles ha impulsado el aprovechamiento
de biomasa lignocelulésica para la produccién de bioetanol. Entre los subproductos con alto
potencial de revalorizacion se encuentra el orujo de uva, un residuo agroindustrial generado
en grandes volumenes por la industria vitivinicola argentina. Su utilizacion como sustrato para
la produccion de bioetanol demanda la seleccion de levaduras capaces de tolerar las
condiciones adversas derivadas del pretratamiento de la biomasa, incluyendo la presencia de
inhibidores y temperaturas elevadas compatibles con procesos de sacarificacion y
fermentacion simultanea.

El objetivo del presente estudio fue identificar levaduras autdctonas con capacidad de tolerar
inhibidores del crecimiento y altas temperaturas, con potencial aplicacion en la produccion de
bioetanol a partir de orujo de uva. Para ello, se evalué la tolerancia de 31 cepas aisladas de
orujos a inhibidores individuales y combinados, asi como su crecimiento a diferentes
temperaturas (28 °C, 35 °C y 40 °C). Los ensayos se realizaron en medios de cultivo
suplementados con concentraciones crecientes de distintos inhibidores: acido acético (0,37;
0,65y 3,30 g/L), hidroxi-metil-furfural (HMF) (0,06; 0,34 y 0,68 g/L), furfural (0,04; 0,054 y 0,09
g/L) y compuestos fendlicos (0,25; 0,625 y 1,25 g/L). Se utilizaron técnicas de replica plate y
medicién de densidad Optica para evaluar el crecimiento, y los datos fueron analizados
estadisticamente mediante la prueba de Kruskal-Wallis utilizando el software estadistico
Infostat.

La condicién mas restrictiva correspondio a la combinacién de altas concentraciones de acido
acético y compuestos fendlicos, sin embargo, la mayoria de las levaduras mostro tolerancia a
HMF y furfural, incluso en concentraciones elevadas. A 35 °C, se observé una reduccion
significativa del crecimiento, y ninguna cepa fue capaz de desarrollarse a 40 °C. Dos cepas
destacaron por su tolerancia a inhibidores individuales y combinados, incluyendo altas
temperaturas (35°), entre las cuales se encuentran los aislados TT1 y InenB25 que deben ser
identificadas por biologia molecular por haber mostrado mayor tolerancia a las condiciones
evaluadas. Estos resultados permiten seleccionar levaduras autdéctonas con caracteristicas
deseables para procesos de produccion de bioetanol a partir de orujo de uva, resaltando su
tolerancia a inhibidores y su capacidad de crecimiento a temperaturas compatibles con
condiciones industriales. La seleccion de estas cepas es fundamental para optimizar procesos
biotecnoldgicos sostenibles orientados al aprovechamiento de subproductos agroindustriales
en el marco de una economia circular.

PALABRAS CLAVES: Orujo de uva, inhibidores quimicos, bioetanol, levaduras, economia
circular.



ABSTRACT

The growing need to develop sustainable processes has driven the utilization of lignocellulosic
biomass for bioethanol production. Among the agro-industrial by-products with high
valorization potential is grape pomace, a residue generated in large quantities by the Argentine
wine industry. Its use as a substrate for bioethanol production requires the selection of yeast
strains capable of tolerating adverse conditions derived from biomass pretreatment, including
the presence of inhibitors and elevated temperatures compatible with simultaneous
saccharification and fermentation processes.

The aim of the present study was to identify native yeasts capable of tolerating growth inhibitors
and high temperatures, with potential application in bioethanol production from grape pomace.
To this end, the tolerance of 31 yeast strains isolated from grape pomace was evaluated
against individual and combined inhibitors, as well as their growth at different temperatures
(28 °C, 35 °C, and 40 °C). The assays were conducted in culture media supplemented with
increasing concentrations of different inhibitors: acetic acid (0.37, 0.65, and 3.30 g/L),
hydroxymethylfurfural (HMF) (0.06, 0.34, and 0.68 g/L), furfural (0.04, 0.054, and 0.09 g/L),
and phenolic compounds (0.25, 0.625, and 1.25 g/L). Growth was assessed using replica plate
techniques and optical density measurements, and data were statistically analyzed using the
Kruskal-Walllis test with the Infostat statistical software.

The most restrictive condition corresponded to the combination of high concentrations of acetic
acid and phenolic compounds. However, most yeasts exhibited tolerance to HMF and furfural,
even at elevated concentrations. At 35 °C, a significant reduction in growth was observed, and
no strain was able to grow at 40 °C. Two strains stood out for their tolerance to both individual
and combined inhibitors, including high temperatures (35 °C). Among them, isolates TT1 and
InenB25 should be identified by molecular biology, as they exhibited the highest tolerance to
the evaluated conditions.

These findings enable the selection of native yeasts with desirable traits for bioethanol
production from grape pomace, highlighting their tolerance to inhibitors and ability to grow at
temperatures compatible with industrial processes. The selection of such strains is essential
for optimizing sustainable biotechnological processes aimed at the valorization of agro-
industrial by-products within a circular bioeconomy framework.

KEYWORDS: Grape pomace, Chemical inhibitors, Bioethanol, Yeasts, Circular economy
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1. INTRODUCCION

En la actualidad se ha incrementado el uso de la biomasa, en particular la derivada de
residuos agricolas, para la produccion de bioetanol y de otros productos quimicos,
convirtiéndose en uno de los puntos clave en el desarrollo sostenible (Rea Rosero et al.,
2022).

El bioetanol es uno de los productos mas interesantes por su impacto positivo en el
medio ambiente. Actualmente, se produce principalmente a partir de materias primas
gue contienen azucar y almidén. Sin embargo, varios tipos de biomasa lignoceluldsica
disponibles, como residuos agricolas y forestales, y los cultivos energéticos herbaceos
podrian servir como materia prima para la produccién de bioetanol, energia, calor y
productos quimicos de valor afiadido. La lignocelulosa es una mezcla compleja de
carbohidratos, que necesita un pretratamiento eficiente para hacer accesibles a las
enzimas para la produccion de azucares fermentables, que después de la hidrélisis se
fermentan en etanol. A pesar de dificultades técnicas y econdmicas, las materias primas
lignocelulésicas renovables representan materias primas que no compiten con la
cadena alimentaria y de piensos, estimulando asi la sostenibilidad (Busi¢ et al., 2018).

1.1. Materias primas utilizadas para la produccion de bioetanol

Diferentes tipos de biomasa tienen potencial como materia prima para la produccion de
bioetanol. Debido a su composicién quimica, es decir, fuentes de carbohidratos, forman
principalmente tres grupos: (i) materias primas que contienen azlcar: remolacha
azucarera, cafla de azucar, melaza, suero, sorgo dulce, (ii) materias primas que
contienen almidoén: cereales como maiz, trigo, tubérculos como la yuca, Yy (iii) biomasa
lignoceluldsica: paja, desechos agricolas, residuos de cosechas y madera (Mussatto et
al., 2010).

Sin embargo, estas materias primas que contienen azlcar y almidon (primera
generacién) compiten con su uso como alimento o pienso, influyendo asi en su oferta.
Por lo tanto, la biomasa lignocelul6sica (segunda generacién) representa una materia
prima alternativa para la produccién de bioetanol debido a su bajo costo, disponibilidad,
amplia distribucién y no es competitiva con los cultivos alimentarios y forrajeros. (Tomas-
Pej6 et al.,2011)

El aprovechamiento de los residuos industriales es un eje prioritario dentro de las
acciones para la disminucién del impacto ambiental y para contribuir a la economia
circular.

1.1.1. Materias primas que contienen lignocelulosa

La produccion de bioetanol a partir de materias primas que contienen lignocelulosa es
atractiva y sostenible porque la biomasa lignocelulésica es renovable y no competitiva
con cultivos alimenticios. Ademas, el uso de bioetanol obtenido de la biomasa
lignocelulésica esté relacionado con la considerable reduccion de las emisiones de
gases de efecto invernadero (Binod et al., 2010). La biomasa lignocelulésica esta
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distribuida casi por igual en la Tierra, en comparacion con los recursos fosiles, lo que
proporciona seguridad de suministro mediante el uso fuentes de energia domésticas
(Soccol et al.,2010).

La biomasa, proveniente de diversas fuentes como plantas, residuos agricolas y
forestales, asi como también de industrias y desechos municipales, puede ser utilizada
para la produccion de bioetanol celulésico (Ling et al., 2008; Senthilkumar et al., 2009).
La composicion de la biomasa lignocelulésica varia segin su materia prima, siendo sus
componentes principales los complejos de celulosa-hemicelulosa encapsulados en
lignina, junto con azlcares hexosa y pentosa derivados de estas fracciones (Jobling et
al.,2004). La lignina, compuesta por compuestos fendlicos, puede ser aprovechada para
obtener productos de alto valor afiadido (Solomon et al., 2007).

Los materiales que contienen lignocelulosa para la produccion de bioetanol forman
cuatro grupos principales: residuos de cultivos (bagazo de cafia y sorgo dulce,
rastrojos de maiz, diferentes tipos de paja, cascarillas de arroz, huesos, pulpa de olivo,
orujo de uva, madera dura, madera blanda (pino, abeto), residuos de celulosa (por
ejemplo, papel usado y reciclado), biomasa herbacea (heno de alfalfa, pasto varilla y
otros tipos de pastos) y desechos s6lidos municipales (Palmqvist et al., 2000; Favaro
et al., 2019).

1.1.1.1. Subproducto de la industria vitivinicola: Orujo de uva

La uva es una de las frutas mas reconocidas a nivel mundial, siendo transformada en
diversos productos alimenticios, entre los cuales destaca el vino. Una parte considerable
de la produccion de uva se destina exclusivamente a la vinificacion, un proceso industrial
gue genera cantidades significativas de subproductos. El orujo de uva, compuesto por
pieles, semillas y tallos resultantes del prensado de la uva, es considerado el principal
subproducto de la elaboracion del vino (Kokkinomagoulos & Kandylis, 2023).

Argentina es el primer productor de vinos en Latinoamérica y el quinto mayor productor
del mundo segun la Organizacién Internacional de la Vid y el Vino (OIV, 2021). Segun
registros del Instituto Nacional de Vitivinicultura, en el afio 2024 en Argentina se
destinaron a la vinificacion aproximadamente 18 millones de quintales de uva, de las
cuales, en la provincia de Mendoza se vinificaron alrededor de 12 millones de quintales
(INV, 2024).

En el caso de la Republica Argentina, de acuerdo con la producciéon anual de vinos y
considerando que aproximadamente el 20 % del peso de la uva procesada constituye el
orujo, se estima que la produccién del afio 2024, fue de 384.000 toneladas de este tipo
de residuo. Por otro lado, realizando la misma estimacion segun los valores otorgados
por el INV, en Mendoza, la produccién de orujo fue de un total aproximado de 60 mil
toneladas en el afio 2024.

En la Republica Argentina, se ha estimado que soélo la provincia de Mendoza produce
anualmente 141.000 toneladas de este residuo (FAO, 2017). Segun la Directiva Marco
sobre Residuos del Parlamento Europeo (Directiva 2008/98/CE), la prevencion de
residuos debe ser la prioridad principal en la gestién de residuos, favoreciendo la
reutilizacion y el reciclaje sobre la valorizacién energética de los mismos.

Tradicionalmente, el orujo de uva se utiliza para la produccién de destilados (grapa),
como alimento para animales y fertilizante, y se ha comenzado a estudiar como materia
prima para la produccién de bioetanol o como fuente de compuestos fendélicos bioactivos
(Caceres etal., 2012; Fontana et al., 2013; Law & Gutierrez, 2013; Toscano et al., 2013).
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La variedad de estrategias utilizadas para aprovechar el orujo de uva muestra su alto
potencial de revalorizacion, con estudios en diversas categorias de alimentos y
productos industriales. A pesar de ello, se sefiala la falta de un marco legislativo integral
para el uso del orujo de uva en alimentos, asi como la necesidad de estudios
exhaustivos sobre su costo de revalorizacion y métodos de extraccion de compuestos
valiosos de manera ecoldgica y de calidad alimentaria (Jofre et al., 2022).

La composicion quimica del orujo de uva se puede ver afectada por diferentes factores
tales como cultivar, condiciones climéaticas, técnicas de cultivo, métodos de elaboracion
del vino y otros (Zacharof, 2017; Antonic¢ et al.,2020;). Lo mas importante es que la co-
fermentacion del mosto de uva durante la elaboracién del vino tinto, que es la principal
diferencia entre la elaboracion del vino tinto y el blanco, contribuye en gran medida a la
variacion de la composicién del orujo de uva, presentando un desafio importante para
su posterior valorizacion (Jin et al., 2019).

El analisis de la composicién quimica de orujos de uvas rojas y blancas, basado en los
estudios que se han realizado, se presenta en la siguiente tabla (tabla 1)

Tabla 1. Composicién quimica del orujo de uva calculado sobre base seca (datos
adaptados de Acun & Gul, 2014; Bender et al., 2020; Mohamed Ahmed et al., 2020;
Antonic€ et al., 2020)

Compuesto Cantidad Compuesto Cantidad (mg/Kg)
(9/100 g)
Carbohidratos 12,20-40,53 Ash 20450-91000
Fibra Dietaria 17,28-88,70 K 11800-37900
Total
Fibra Dietaria Insoluble 16,44-63,70 P 120-31570
Fibra Dietaria Soluble 0,72-12,78 Ca 2560-20600
Soluble
Lignina 23,19-44,50 Mg 700-6440
Glucosa 0,21-26,34 Fe 54-54680
Fructosa 0,38-8,91 Cu 6-2580
Pectina 3,68-4,50 Mn <0,2-13560
Proteina 5,38-14,41 Zn 14-22510
Nitrégeno Total 1,70-2,42 Na 870-2510
Grasas 1,14-13,90 S 640-1510

Al ser un residuo agroindustrial, el orujo de uva ha sido investigado como una fuente
confiable de alimentos. En cuanto a su contenido en azucar, los orujos de uva tinta y
blanca difieren significativamente debido a las diferentes formas en los métodos de
vinificacién. El orujo de uva tinta contiene menores concentraciones de azlcares
solubles (principalmente glucosa y fructosa) debido a la absorcion por levaduras durante
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la co-fermentacion del mosto. Por el contrario, el orujo de uva blanca contiene mayores
cantidades de azUcares, por lo que se han propuesto aplicaciones como potenciador del
dulzor en productos alimenticios fortificados (Antonicet et al.,2020).

Otro sector donde los subproductos de la vinificacion estan siendo explorados para su
potencial valorizaciébn es el de la energia, especialmente en el contexto de los
biocombustibles. Los biocombustibles se refieren a aquellos combustibles producidos a
partir de fuentes renovables de biomasa, como materiales vegetales. Estos pueden
incluir el biodiesel obtenido de aceites vegetales, bioetanol producido mediante
fermentacion y biogas (lyyappan et al., 2022). Un estudio realizado por Corbin et al.
(2015) investigaron el uso del orujo de uva como fuente de carbohidratos para la
produccion de bioetanol, logrando rendimientos de hasta 400 litros por tonelada, lo cual
es ligeramente superior a otros materiales vegetales lignocelulésicos como la paja de
sorgo, la paja de arroz y el bagazo de cafia de azucar. La disponibilidad, el bajo costo y
la alta concentracion de carbohidratos en estos residuos los convierten en un sustrato
ideal (Zeng et al., 2022).

En las proximas décadas, se espera un aumento en la demanda de recursos, tal como
lo indican los Objetivos de Desarrollo Sostenible de la ONU (Goyal et al., 2018). El
modelo econémico lineal, que se basa en un enfoque de "usar y desechar", ya no es
sostenible en términos de oferta y demanda. Este desequilibrio puede dar lugar a una
serie de riesgos en los &mbitos social, econ6mico y ambiental. Por ello, se esta
adoptando un enfoque mas sostenible conocido como "modelo de economia circular”,
gue se centra en una gestion y planificacion cuidadosa de los recursos a lo largo de la
cadena de valor, haciendo uso de logistica inversa, técnicas innovadoras e integracion
de diferentes ecosistemas. Este modelo se basa en el concepto de las "tres R" (reducir,
reutilizar, reciclar), y se ha propuesto ampliarlo a las "cuatro R" (agregando recuperar),
lo que resulta crucial para la gestidon de residuos y la sostenibilidad.

El orujo de uva, como principal subproducto de la vinificacion, tiene el potencial de
promover la sostenibilidad econdémica en las bodegas al poder ser reutilizado en
diferentes etapas del proceso (figura 1). Ademas, debido al creciente interés de los
consumidores por productos que mejoren la salud, como alimentos con modificaciones
nutricionales (bajos en grasas, con fibra afiadida, etc.) y alimentos funcionales (segun
Bimbo et all.,, 2017), las aplicaciones del orujo de uva se expanden mas alla de la
vinificacion, llegando a la elaboracion de nuevos productos alimenticios con posibles
propiedades funcionales, lo que introduce el concepto de economia circular.

Desde el punto de vista social, el aprovechamiento de residuos industriales se considera
ventajoso, lo que genera un consenso publico sobre los beneficios asociados con la
proteccion del medio ambiente.
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Figura 1. Posibles métodos de revalorizacion del orujo de uva a través de la economia
circular. Figura extraida de Kokkinomagoulos & Kandylis (2023).

1.2. Obtencién de etanol a partir de materiales lignocelulésicos

El etanol obtenido a partir de biomasa lignocelulésica es un candidato prometedor como
combustible debido a su abundancia y sostenibilidad ambiental. No obstante, el alto
costo total del etanol de segunda generacién sigue siendo un obstaculo importante que
dificulta su viabilidad comercial. La presencia de lignina y la resistencia de la fraccion de
celulosa a la hidrdlisis representan desafios significativos para la produccién de etanol
a partir de biomasa celulésica (Favaro et al., 2019).

Debido a la naturaleza recalcitrante de la biomasa, es crucial realizar un tratamiento
previo para liberar sus componentes y permitir la hidrdlisis y fermentacién subsiguientes.
Los métodos de pretratamiento se dividen en categorias bioldgicas, fisicas, quimicas y
fisicoguimicas, cada una con sus ventajas y desventajas especificas, y su eleccion
depende tanto de la fuente de biomasa como de los productos inhibidores resultantes
del pretratamiento. El pretratamiento, aunque necesario, consume energia, requiere
inversion de capital y a veces implica la generacién de compuestos inhibidores/téxicos
durante la degradacion de la biomasa. Estos inhibidores incluyen productos quimicos,
minerales y sales utilizados durante el proceso de pretratamiento, asi como también
materia organica e inorganica derivada de diversos residuos. Estos desafios deben ser
abordados de manera efectiva para lograr una produccion rentable y sostenible de
etanol celulésico (Favaro et al.,2019).

El bioetanol producido a partir de materiales lignocelulésicos, también llamado bioetanol
de segunda generacién se presenta como alternativa de futuro a los biocombustibles de
primera generacion. Por otro lado, dependiendo de la calidad y cantidad, el bioetanol de
segunda generacion producido puede destinarse también a industrias farmacéuticas o
cosméticas aportando etanol de origen natural (Favaro et al. 2019).
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Una de las principales fuentes de hexosas y pentosas es sin duda, la biomasa de tipo
lignoceluldsico proveniente principalmente de residuos agricolas, dado a su elevado
contenido de celulosa y hemicelulosa. La biomasa lignocelulésica tipicamente contiene
un 43 % de celulosa, un 27 % de lignina, un 20 % de hemicelulosa y un 10 % de otros
componentes. El fraccionamiento de esta biomasa para obtener los polimeros de
celulosa y hemicelulosa es un proceso complejo debido al alto contenido de lignina, que
dificulta la separacion de los polisacaridos para su posterior hidrélisis. Por lo tanto, se
necesitan tratamientos fisicos, quimicos, bioldégicos o una combinacion de estos
métodos lo suficientemente robustos para permitir la separacion de los polimeros sin
generar productos secundarios no deseados (Favaro et al., 2019).

Es por ello, que la mayoria de los procesos de obtencion de bioetanol a partir de
lignocelulosas, comienzan con un pretratamiento de hidrélisis de la parte
hemicelulésica, seguido de una hidrélisis enzimatica de la parte celulésica y una
fermentacion llevada a cabo por levaduras, de los azlcares resultantes (Bothast &
Schlicher, 2005). Un pretratamiento ideal permite reducir el contenido de lignina,
disminuir la cristalinidad de la celulosa e incrementar el area superficial. Existen, en
general, diversos pretratamientos, los cuales se clasifican en funcién de la forma en que
atacan al material lignocelulésico: mecanicos, térmicos, quimicos, fisico-quimicos y
biolégicos.

1.2.1. Descripcion de diferentes alternativas de pretratamiento de materias
primas que contienen lignocelulosa

La eleccién del pretratamiento depende de la naturaleza de la materia prima y de la
formacion de subproductos durante el tratamiento seleccionado. El pretratamiento, y su
eleccion tiene un gran impacto en todas las etapas posteriores de la produccion de
bioetanol. Las condiciones extremas utilizadas durante los pretratamientos conducen a
la sintesis de compuestos toxicos, como furfural e HMF, acidos carboxilicos como acido
acético, formico y levulinico, y compuestos fendélicos como aldehidos, cetonas, acidos
p-cumarico y ferulico. Estos compuestos son inhibidores potenciales de la levadura. Se
propusieron estrategias para reducir su impacto en el rendimiento del bioproceso: (i)
eliminacion de inhibidores mediante extraccion con disolventes, intercambio ionico,
sobre encalado, uso de zeolitas o enzima lacasa, (i) uso de cepas de levadura
tolerantes a inhibidores, y (iii) seleccién de un pretratamiento efectivo que cause una
minima degradacion del aztcar y minima formacion de inhibidores. La mayoria de los
métodos de desintoxicacion eliminan sélo parcialmente los inhibidores, pero también
contribuyen a la pérdida de azlcar, lo que aumenta alin mas los costos del proceso final
(Tomas-Pej6 et al., 2011).

1.2.1.1. Pretratamiento fisico

El pretratamiento fisico (mecanico) incluye la molienda por ejemplo molienda con dos
rodillos, molienda de bolas o matrtillos y molienda coloidal o vibroenergética, irradiaciéon
rayos gamma, haz de electrones, microondas y otros por ejemplo hidrotermal,
expansion, extrusiéon o métodos de pirdlisis. Después de los pretratamientos fisicos, la
reduccion del tamafio de particula y la cristalinidad de la biomasa lignocelulésica tiene
un impacto en el aumento de la superficie especifica y la reduccién del grado de
polimerizacién (Sung & Cheng, 2002). Sin embargo, el tamafio de las particulas debe
optimizarse, las particulas muy pequefias no son deseables debido al alto consumo de
energia durante la molienda y al impacto negativo en el pretratamiento (Talebnia et al.,
2010).
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1.2.1.2. Pretratamiento quimico
Los pretratamientos quimicos incluyen:

Acidos (4cido sulfarico, clorhidrico, fosférico o nitrico), alcalis (hidroxido de sodio o
potasio), amoniaco o sulfito de amonio, o tratamiento con gas (diéxido de cloro, diéxido
de nitrégeno o diéxido de azufre) también como adicion de agentes oxidantes (oxigeno,
ozono, peroxido de hidrégeno), liquidos ionicos (liquidos idnicos a base de imidazolio) y
solventes (metanol, etanol, acetona, glicerol, etilenglicol, etc.). El objetivo principal del
empleo del pretratamiento acido es solubilizar la hemicelulosa, haciendo que la celulosa
sea mas accesible a las enzimas. Los pretratamientos &acidos utilizan acidos
concentrados o diluidos (Tomas-Pej6 et al., 2011). Sin embargo, los acidos
concentrados (acido sulftrico o acido clorhidrico) son buenos agentes de hidroélisis con
caracteristicas corrosivas y peligrosas (Sung & Cheng, 2002). La principal desventaja
de la hidrdlisis acida es la formacion de inhibidores, ya que los azucares fermentables
liberados pueden ser descompuesto en furfural de pentosas e HMF de hexosas. Estos
compuestos son inhibidores del crecimiento de células de levadura que tienen un
impacto negativo en la eficiencia de la produccién de bioetanol por ejemplo, reduccion
del crecimiento de levadura, rendimiento y productividad de etanol (Kootstra et al.,
2010).

Alcalinos (hidréxido de sodio, hidroxido de potasio, hidroxido de calcio e hidroxido de
amonio). En el pretratamiento se aplican temperaturas y presiones mas bajas que en
otros métodos de pretratamiento (Mosier et al., 2005). El pretratamiento alcalino
aumenta la digestibilidad de la celulosa y es més eficaz para la solubilizacion de lignina
(Carvalheiro et al., 2008). Sin embargo, el alto costo de los alcalis es uno de los
principales inconvenientes (Talebnia et al., 2010).

1.2.1.3. Pretratamiento fisicoquimico

Los pretratamientos fisicoquimicos comprenden diversas técnicas, entre ellas la
oxidacion humeda, la explosion de vapor, de fibra con amoniaco, con CO, 0 SO,, el uso
de microondas, ultrasonidos y el pretratamiento liguido con agua caliente.
La explosién de vapor consiste en tratar la biomasa lignoceluldsica con vapor saturado
a alta presion y temperatura, seguido de una rapida liberacién de la presién, lo que
genera una descompresion explosiva del material. Este proceso se realiza
generalmente entre 160 y 260 °C, con presiones de 0,69 a 4,83 MPa, durante un corto
periodo de tiempo (de varios segundos a pocos minutos), antes de exponer la biomasa
nuevamente a presion atmosférica (Ohgren et al., 2007).
Durante este tratamiento, parte de la hemicelulosa y la lignina se degradan. Si bien se
considera un pretratamiento econémicamente viable, puede provocar la pérdida parcial
de xilanos, una disrupcién incompleta de la matriz lignina-carbohidratos y la formacién
de compuestos inhibidores del crecimiento microbiano.

1.2.1.4. Pretratamiento biolégico

En comparacion con la mayoria de los demas métodos de pretratamiento, los
pretratamientos biolégicos se consideran mas respetuosos con el medio ambiente. Esto
se debe a que no requieren el uso de productos quimicos, el consumo energético es
relativamente bajo, no presentan problemas de corrosién, no generan flujos de residuos
y producen la menor cantidad de compuestos inhibidores (Sanchez, 2009). En estos
procesos se emplean microorganismos, como los hongos de pudricion blanca, marrén
y blanda, que degradan principalmente la lignina y la hemicelulosa. Sin embargo, estos
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microorganismos no son eficaces en la degradacion de la celulosa (Sanchez, 2009). A
pesar de sus ventajas ambientales, una de las principales limitaciones de los
pretratamientos bioldgicos es que la tasa de hidrélisis de la biomasa lignocelulésica es
muy baja (Kumar et al., 2009).

1.2.2. Hidrdlisis Enzimatica

La segunda fase comprende la hidrélisis enzimética, proceso catalizado por enzimas
celulasas, cuyo propésito es la degradaciéon de la celulosa. El uso del pretratamiento
como se explicaba anteriormente facilita el desarrollo de esta etapa. Cabe destacar que
en la mayoria de los procesos existe un primordial interés por los azlcares provenientes
de la celulosa, sin embargo, la tendencia actual es el aprovechamiento integral de la
biomasa, y en especial de otros azUcares como las pentosas, provenientes de la
hemicelulosa, conllevando al uso de enzimas que actlen sobre dichas substancias
como es el caso de las xilanasas (Riafo et al., 2010).

1.2.3. Fermentacioén

Los hidrolizados obtenidos después del pretratamiento y la hidrélisis enzimatica de la
lignocelulosa contienen pentosas y hexosas que pueden ser transformadas en etanol
mediante fermentacion de azlcares.

Para la fermentacion de glucosa a etanol se utilizan microorganismos, mMas
frecuentemente Saccharomyces cerevisiae. Es capaz de metabolizar mono y
disacaridos (por ejemplo, glucosa, fructosa, maltosa y sacarosa), pero no pentosas (por
ejemplo, xilosa y arabinosa). Ademas, S. cerevisiae no es capaz de asimilacién directa
de celulosa y hemicelulosa (Chu & Lee, 2007). La tecnologia del ADN recombinante o
los microorganismos fermentadores de pentosas (p. ej. Pichia stipitis, Pachysolen
tannophilus y Candida shehatae) se utilizan para superar esta desventaja (Quintero &
cardona, 2011). Estos microorganismos fermentadores de pentosas tienen una tasa de
produccion de etanol al menos cinco veces menor gue la produccion de etanol a partir
de glucosa por S. cerevisiae. Ademas, la tolerancia al oxigeno y al etanol de estos
microorganismos también es de 2 a 4 veces menor (Claassen et al., 1999). Ultimamente
se han realizado muchos esfuerzos para obtener un microorganismo ideal que sea
capaz de producir etanol a partir de cualquier carbohidrato (Kang et al., 2014; Baeyens
et al., 2015).

El proceso de fermentacion para la produccién de bioetanol puede desarrollarse
mediante tres estrategias principales:

i) Hidrdlisis y fermentacion separadas (HFS), en la cual la hidrélisis del material
lignocelulésico y la fermentacion de los azlcares resultantes se realizan en etapas y
reactores distintos

ii) Sacarificacion y fermentacion simultdnea (SFS), donde la hidrélisis enzimatica y la
fermentacioén ocurren de manera simultanea en un mismo biorreactor, optimizando el
tiempo y reduciendo la inhibicién por azlcares

iii) Bioprocesos consolidados (BPC), que emplean microorganismos capaces de realizar

tanto la degradacién enzimética de los polisacaridos como la fermentacion de los
azucares liberados, integrando todas las etapas en un anico reactor (Abo et al., 2019).
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La sacarificacion y fermentacion simultdnea (SFS) es un proceso 6ptimo para la
produccion de etanol a partir de fuentes lignocelul6sicas dado que como los procesos
de hidrolisis enzimatica y fermentacion ocurren dentro del mismo biorreactor, esto
reduce el costo de produccién y los riesgos de contaminacion e inhibicién enzimatica,
mejorando el rendimiento de bioetanol (Luo et al., 2008; Abo et al., 2019). Los azlcares
liberados por hidrélisis enzimatica son inmediatamente utilizados por el microorganismo.
La temperatura 6ptima para SFS de alrededor de 38 °C es un compromiso entre las
temperaturas 6ptimas de hidrélisis (45-50 °C) y fermentacion (30 °C). Se puede lograr
una mejora de la SFS mediante la seleccién de enzimas mejoradas y cepas de levadura
tolerantes a altas temperaturas (Brethauer& Wyman., 2010). Para utilizar la temperatura
de fermentacion mas cercana a la temperatura 6ptima de hidrélisis, se han estudiado
levaduras y bacterias termotolerantes (Binod y col., 2010).

Las principales ventajas del SFS son: (i) aumento de la tasa de hidrolisis a través de la
reduccion de la inhibicién de la celulasa por los azucares liberados, (i) menor demanda
de enzimas, (iii) mayor rendimiento de bioetanol, (iv) menor requisito de condiciones
estériles, (v) bioproceso mas corto, y (vi) menos costoso (Binod et al., 2010; Kang et al.,
2014; Haq et al., 2016). Las principales desventajas del SFS son las temperaturas
incompatibles de hidrélisis y fermentacion, tolerancia microbiana al etanol e inhibicion
de enzimas por etanol (Quintero & Cardona, 2011)

Los principales factores que obstaculizan las configuraciones actuales de fermentacién
simultanea son: (i) la presencia de compuestos toxicos formados durante el
pretratamiento que limitan el crecimiento de la levadura, (ii) la utilizacion incompleta de
los azUcares disponibles en la biomasa y (iii) los altos costos asociados con las celulasas
comerciales necesarias para la hidrélisis enzimatica. Los enfoques tradicionales a
menudo incluyen el lavado de los sélidos insolubles en agua para eliminar inhibidores,
sin embargo, esto conlleva la pérdida de azlcares solubles, principalmente xilosa
(Jobling, 2004).

Auln existe un amplio margen para desarrollar cepas de levadura mas tolerantes a los
inhibidores, capaces de cofermentar eficientemente tanto la xilosa como la glucosa.

La alta temperatura es una de las condiciones necesarias para la sacarificacion y
fermentacion simultaneas de la biomasa lignocelulésica y puede afectar
significativamente a la levadura. El estrés por calor se sabe que altera la estabilidad de
las proteinas, la membrana celular y las estructuras del citoesqueleto, lo que conduce a
disfuncién de las proteinas, desequilibrios metabdlicos (Verghese et al.., 2012), pérdida
de actividad metabdlica ( Woo et al , 2014) y defectos en la transferencia de ARN de
transferencia (ARNt) por acumulacién de ARNt aberrante debido a cambios en el
procesamiento de intermediarios al cambiar las células a condiciones de alta
temperatura (Foretek et al., 2016). La respuesta al choque térmico es una via
citoprotectora fundamental que permite a la levadura hacer frente al estrés por altas
temperaturas, mediante la activacién de la sintesis de proteinas de choque térmico
(HSP) (Verghese et al., 2012).

Una estrategia para mejorar la eficiencia de las enzimas seria encontrar cepas de
levadura termotolerantes, capaces de tolerar y fermentar a temperaturas mas altas,
como 40 °C o mas. Se han encontrado cepas de levadura naturales capaces de
fermentar glucosa a etanol a 42 °C (Chu & Lee, 2007). De acuerdo con la literatura,
Kluyveromyces marxianus y K. fragilis tienen la mayor productividad de etanol a 42 °C
(Ballesteros et al., 1991).
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2. Compuestos toxicos generados en los pretratamientos y sus efectos sobre los
microorganismos

Durante el pretratamiento, el material lignocelulésico es a menudo degradado a
compuestos inhibidores, que son téxicos para el metabolismo microbiano (Amiri &
Karimi, 2018). Los compuestos inhibidores incluyen &cidos carboxilicos, furanos de la
degradacion de los azucares como el furfural o HMF y compuestos fenélicos como el
acido cumarico y el &cido ferulico (Paniagua-Garcia et al., 2018). Ademas de los
inhibidores habituales contenidos en hidrolizados de biomasa podemos considerar
también al &cido acético y otros acidos como férmico y levulinico como derivados de los
pretratamientos (Yanget al., 2015). Se ha demostrado que estos inhibidores pueden
afectar la viabilidad del proceso e incluso detener completamente la fermentacion
(Favaroet al., 2013; Paniagua-Garcia et al., 2018).

2.1. Mecanismos de inhibicibn de compuestos generados durante los
pretratamientos de la biomasa lignocelulésica

Durante el pretratamiento de biomasa lignocelulésica, la fraccién de hemicelulosa se
descompone en una mezcla de oligosacaridos y monosacaridos, cuya composicion
depende de la intensidad del proceso de hidrdlisis. Esta degradacién genera acido
acético (Chenet al., 2012), mientras que la descomposiciéon de la lignina produce
compuestos fendlicos y aromaticos como 4-hidroxibenzaldehido, acido 4-
hidroxibenzoico, vainillina, alcohol dihidroconiferilico, coniferil aldehido, siringaldehido y
acido siringico y libera contaminantes de metales pesados (Christopher et al., 2014;
Jonsson & Martin, 2016).

El pretratamiento de la fraccién celulésica también conlleva la produccién de aldehidos
furanicos furfural y HMF, derivados de la deshidratacion de pentosas y azucares
hexosas, respectivamente, acidos débiles y compuestos fendlicos. La mayor
descomposicién de los aldehidos furanicos resulta en la generacion de acidos débiles
como &cido férmico y levulinico (Palmaqyist y col., 2000; Almeida y col. 2007). Todos
estos compuestos inhibidores son citotoxicos y afectan el crecimiento microbiano, el
metabolismo y la eficiencia en la produccién de etanol (Klinke et al., 2004; Pienkos &
Zhang., 2009).

La produccion de etanol a partir de biomasa lignocelulésica presenta desafios
adicionales para las cepas de levadura, incluyendo altas concentraciones de
inhibidores, disponibilidad de xilosa y otros C5, desequilibrio redox, y carga metabélica
derivada de la posible ingenieria genética requerida.

Los compuestos fendlicos también tienen la capacidad de penetrar en las membranas
celulares y pueden ser incorporados en ellas (Heipieper et al., 1994). Estos compuestos
interfieren con la funcion de las proteinas, alteran la relacion proteina-lipido y afectan el
funcionamiento de los transportadores de azlcar y iones en la membrana celular (Xie et
al., 1016). Esto tiene repercusiones en la funcién celular, incluyendo la clasificacién y
sefializacion, y puede provocar inflamacién en la membrana (Caspeta et al., 2015)

El efecto de los acidos débiles, especialmente del acido acético, sobre la fisiologia y el
rendimiento de S. cerevisiae han sido objeto de estudio y revision recientemente (Palma
et al., 2018). Los acidos inhibidores afectan la permeabilidad y fluidez de la membrana
celular, asi como los procesos celulares como el transporte de nutrientes y la
transduccién de energia. En condiciones de pH acido necesarias para la produccion de
etanol a partir de biomasa lignocelulésica, los acidos débiles ingresan a la célula de
levadura en su forma protonada (-COOH) y se disocian en el citoplasma de pH casi
neutro, liberando iones de hidrégeno (H*) que conducen a la acidificacion intracelular
(Ullah et al., 2012). Para mantener la homeostasis del pH intracelular, esta acidificacion
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es contrarrestada por la actividad de la H*-ATPasa, que exporta H" a expensas del
consumo de ATP. Ademas, la acumulacion de aniones dentro de las células puede ser
toxica y afectar funciones metabdlicas esenciales, como la glucélisis. La forma aniénica
del &cido probablemente es exportada por varios transportadores de resistencia a
multiples farmacos (MDR), contribuyendo también al agotamiento de ATP en la célula
de levadura (Palma et al., 2018). Como consecuencia, el agotamiento del ATP limitara
aun mas la actividad de las ATPasas, lo que resulta en la disipacion del gradiente
electroquimico transmembrana de protones y compromete el funcionamiento de los
sistemas de transporte secundario de solutos y el mantenimiento de la homeostasis
i6nica en la célula de levadura (Palma et al., 2018).

También se sabe que los acidos débiles inhiben las enzimas glicoliticas, lo que impide
la regeneracion de ATP (Pampulha & Loureiro-Dias, 1990) y conduce a un agotamiento
de la energia, y por otro lado, estos 4cidos causan estrés oxidativo, lo cual se manifiesta
en la acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), tanto por el aumento de H+
en el citosol como por la disminucién del glutatiéon reducido (GSH), un eliminador de
estas especies reactivas de oxigeno (Guo & Olsson, 2014). La tasa de produccion de
ROS también aumenta significativamente a altas temperaturas como resultado del
estrés por calor (Morano et al.,2012). En la levadura, las ROS se neutralizan a través de
procesos enzimaticos y no enzimaticos, siendo estos ultimos dependientes de NADPH
como fuente de equivalentes de reduccion (Herrero y col., 2008). Para compensar la
oxidacion de NADPH, la levadura incrementa gradualmente el flujo a través de las vias
de pentosas y del acido acético (Celton et al., 2012). Esto resulta en un aumento en la
produccion de acido acético a altas temperaturas, lo que representa un efecto sinérgico
gue disminuye tanto el crecimiento como la tasa de produccién de etanol.

De manera similar, los aldehidos furanicos como el furfural y el HMF también aumentan
la generacion de ROS al actuar como electrofilos reactivos con tiol y agotar los niveles
de GSH (Allen et al., 2010; Kim & Hahn, 2013). Algunos compuestos fendlicos también
se ha informado que causan estrés oxidativo (Nguyenet al., 2014b); sin embargo, ain
no se comprende completamente el mecanismo detras de su participacion en la
acumulacion de ROS. La acumulacion de ROS en la levadura eventualmente resulta en
dafio en las membranas mitocondriales y vacuolares, la cromatina nuclear y el
citoesqueleto de actina (Allen et al., 2010).

En la célula de levadura, los furanos se convierten en sus correspondientes alcoholes
menos téxicos a través de reacciones mediadas por oxidorreductasas dependientes de
NAD(P)H, lo que eventualmente conduce a un desequilibrio redox (Ask et al., 2013).
Esta disminucién en el potencial de reduccién del compartimento intracelular de la
levadura también contribuye al estrés oxidativo, ya que el NADPH es necesario para la
reduccién del glutation oxidado, lo que lleva a una disminucién de los niveles de GSH.

Ademas, la levadura S. cerevisiae tiene la capacidad de detoxificar compuestos
fendlicos convirtiéndolos en derivados menos toxicos, ya sea a través de una serie de
descarboxilaciones y oxidaciones (Adeboye et al., 2015; Adeboye et al., 2017) o
mediante reducciones dependientes de NADPH (Nguyenet al., 2014a; Wang et al.,
2016). Estas reacciones también pueden contribuir a un desequilibrio redox
dependiendo de la prevalencia de compuestos fenélicos derivados del pretratamiento
de lignocelulosa.

Ademas de los efectos metabodlicos mencionados, los inhibidores derivados de la
lignocelulosa también provocan cambios estructurales en la célula de levadura,
principalmente en su envoltura celular. Se sabe que estos compuestos conducen a la
reduccion de la estabilidad de la membrana plasmética y su permeabilidad selectiva al
disminuir su contenido de ergosterol (Godinho et al., 2018) o al alterar su relacion
proteina-lipidos (Campos y col., 2009). Esta disminucioén en la integridad de la envoltura
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celular de la levadura facilita significativamente y aumenta la entrada de compuestos
inhibidores en la célula de levadura, contribuyendo sinérgicamente a su efecto téxico.

De hecho, Ding y colaboradores (2011) observaron que los graves efectos del acido
aceético en las células de levadura fueron potenciados por la presencia de fenol y furfural,
debido a la pérdida de integridad de la membrana y la inhibiciéon del metabolismo. Esta
sinergia entre acidos débiles, furanos y compuestos fendlicos ha sido reconocida
durante mucho tiempo como la principal causa de la alta toxicidad de los hidrolizados
lignoceluldsicos, ya que el efecto acumulativo de los inhibidores presentes en un
hidrolizado es mucho mayor que la suma de sus efectos toxicos individuales (Palmqvist
et all., 1999; Klinke et al., 2003; Keating et al., 2006; Ding et al., 2011).

3. Levaduras termotolerantes, resistentes a inhibidores y etanologénicas

Durante miles de afios, la levadura S. cerevisiae ha sido empleada en la produccién de
alimentos fermentados y bebidas como pan, vino, cerveza y sake. Su historia de uso se
remonta a épocas antiguas, donde la seleccion de esta levadura para aplicaciones
industriales se basaba mas en la experiencia practica acumulada que en fundamentos
cientificos especificos. La evolucion de cepas industriales para la produccion de etanol
de primera generacioén, obtenido a partir de azlcares de cafia y cereales, ha estado
histéricamente arraigada en el conocimiento adquirido en destilerias y elaboracién de
cervezas de alta gravedad (HG). Sin embargo, los desafios planteados por las nuevas
aplicaciones biotecnoldgicas de las levaduras, como la produccién de biocombustibles
de segunda generacién y productos quimicos verdes derivados de lignocelulosa,
requieren una reconsideracion en la seleccién y el desarrollo industrial de estos
organismos (Cunha et al., 2019).

A pesar de los avances en la adaptacion de cepas industriales de levadura para
fermentaciones biotecnoldgicas, todavia existe un amplio margen para mejoras
significativas. Los procesos industriales actuales a menudo se limitan al uso de cepas
ya existentes o modificadas, con escasa exploracion de nuevas cepas naturales. La
demanda creciente de utilizar un rango mas amplio de sustratos, aumentar la
productividad y la producciéon de nuevos compuestos en la industria ha generado un
interés considerable en mejorar el uso de cepas industriales actuales y en la seleccién
o desarrollo de levaduras con propiedades no convencionales (Pereira et al., 2010c).
Ademds, gran parte de los avances en biologia molecular para la hidrolisis y
fermentacién eficientes se han centrado mayormente en cepas de laboratorio 0 en un
namero limitado de cepas industriales de levadura, lo que sugiere que existen
oportunidades emocionantes para aislar o disefiar variantes de levadura con
rendimientos superiores a los de las cepas actualmente explotadas en muchos procesos
(Favaro et al., 2019).

En este contexto, de acuerdo con West y Kennedy (2014), se ha planteado la necesidad
de investigar y aislar cepas de levaduras termotolerantes capaces de operar a
temperaturas superiores a 40°C, especialmente para el proceso de SFS. La hidrolisis
enzimatica por celulasas tiene una temperatura 6ptima alrededor de 45 a 50°C, pero la
mayoria de las levaduras etanologénicas tienen una temperatura 6ptima entre 30y 37°C
(Taylor et al., 2009). Esta discrepancia plantea desafios técnicos significativos en la
produccion de etanol a partir de lignocelulosa. Por lo tanto, se ha enfocado la atencién
en las cepas etanologénicas termotolerantes capaces de llevar a cabo la SFS de
lignocelulosas, lo que podria representar una solucion a estos desafios (Araqueet al.,
2008).

Un é&rea de interés creciente es el estudio de las levaduras capaces de crecer a
temperaturas elevadas, ya que presentan ventajas en distintos procesos industriales en
comparacion con las levaduras tradicionales (Koedrit et al., 2008). Estas levaduras
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termotolerantes no solo pueden operar eficientemente a temperaturas elevadas, sino
gue también muestran una mayor resistencia a compuestos inhibitorios del crecimiento
y al efecto inhibitorio del etanol (Abdel-Banat et al., 2010). Por lo tanto, se considera que
las levaduras termotolerantes podrian desempefiar un papel crucial en la mejora de la
eficiencia y la resistencia de los procesos de fermentacion industrial.

S. cerevisiae ocupa un lugar destacado debido a su capacidad inherente para producir
etanol a partir del &cido pirdvico generado durante el catabolismo del azlcar. Este
proceso implica la conversion del &cido pirtvico en etanol a través de acetaldehido, con
la participacion crucial de la enzima alcohol deshidrogenasa que regenera NAD+ para
mantener la glucdlisis y la produccién de ATP en curso. Como organismo evolucionado
para la produccion de etanol, S. cerevisiae posee caracteristicas altamente deseables
tanto para la industria de bebidas como para aplicaciones de bioetanol recientemente
revisadas (Walker et al., 2012; Jansen et al., 2017). Entre estas caracteristicas se
encuentra su capacidad para tolerar altas concentraciones de etanol, una cualidad
comun en las cepas de levadura utilizadas en dichas industrias. En entornos de
fermentacion de azlcar de alta gravedad (HG), la industria actualmente puede alcanzar
facilmente concentraciones de bioetanol superiores al 20% vl/v, llegando incluso a un
23% v/v en fermentaciones muy HG (Ingledew, 2017).

Ademas de su resistencia al etanol, S. cerevisiae exhibe una fisiologia Unica en entornos
de alta concentracion de azlcar, lo que le permite un transporte pasivo eficiente de
azucary un flujo rapido de glucosa hacia la produccion de etanol a través de la glucdlisis,
incluso en presencia de oxigeno (lo que se conoce como efecto Crabtree positivo). Esta
capacidad es especialmente ventajosa en entornos industriales a gran escala, donde la
ausencia de oxigeno afiade una capa adicional de complejidad (Favaro et al., 2019).

En el contexto de las biorrefinerias basadas en lignocelulosa, se ha observado un
creciente interés en comprender y mejorar la respuesta y adaptacion de S. cerevisiae a
multiples tensiones, como la presencia de inhibidores microbianos derivados del
proceso de pretratamiento de la biomasa (Della-Bianca et al., 2013; Cunha et al., 2019).
La liberacién de estos inhibidores, principalmente acidos débiles, furanos y compuestos
fendlicos, puede afectar significativamente la eficiencia de la fermentacion. Aunque
Saccharomyces cerevisiae es el organismo mas utilizado para la produccién de etanol,
estos inhibidores derivados de la lignocelulosa pueden afectarlo significativamente,
junto con otros desafios como la utilizacion de pentosas y las altas temperaturas
necesarias para una eficiente sacarificacion y fermentacion simultaneas.

Por tanto, comprender mejor la respuesta y adaptacién de la levadura a estas multiples
tensiones es crucial para disefar estrategias que mejoren su robustez y capacidad de
bioconversién a partir de biomasa lignocelulésica. Esta revisién proporciona una visiéon
general de los principales inhibidores derivados de diferentes materias primas
resultantes de diversos pretratamientos de biomasa, y describe los principales
mecanismos de respuesta de la levadura a su presencia, asi como a las tensiones
inducidas por la utilizacién de xilosa y las altas temperaturas, con un énfasis especial en
el efecto sinérgico de mudltiples inhibidores/estresores. Ademas, se destacan casos
exitosos de mejora de la tolerancia de S. cerevisiae, especialmente aquellos asociados
con otras condiciones fisiol6gicas relevantes.

Finalmente, el estudio de las levaduras termotolerantes, resistentes a inhibidores y
etanologénicas, especialmente S. cerevisiae, desempefia un papel fundamental en la
mejora de los procesos de fermentacion industrial y en la produccién de bioetanol a
partir de fuentes renovables como la lignocelulosa. El uso combinado de cepas de
levaduras Saccharomyces y no-Saccharomyces con estas capacidades puede
representar un enfoque prometedor para superar los desafios actuales en la industria
de biocombustibles y productos quimicos verdes.
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La innovacion biotecnoldgica requiere de investigacion que explore una gran variedad
de microorganismos tolerantes a inhibidores y a altas temperaturas para optimizar el
rendimiento etandlico de este tipo de proceso de transformacion lignocelulésica.

Es importante destacar que la adecuada seleccion de levaduras resistentes a ciertos
inhibidores, y que fermenten el hidrolizado del orujo de uva a elevadas temperaturas,
resulta estratégico para el aprovechamiento de residuos de la industria vitivinicola. Al
respecto, el grupo de investigacion del laboratorio de microbiologia enoloégica de EEA
INTA Mendoza esté llevando a cabo un proyecto para el aprovechamiento del orujo de
uva para la produccion de bioetanol. Avances en el mismo han permitido caracterizar la
composicion quimica de diferentes orujos y se estdn evaluando diferentes
pretratamientos, se han caracterizado las actividades enziméticas en especies de
levaduras aisladas a partir de orujos de la region y pertenecientes a la Coleccion de
Microorganismos INTA Mendoza (CoMIM).

La presente propuesta se enmarca en este proyecto y pretende contribuir a la
caracterizacion de estas levaduras mediante la evaluacion de su tolerancia a inhibidores
del crecimiento y elevadas temperaturas producidos durante el proceso de obtencion de
bioetanol.

2. OBJETIVOS
Objetivo general

Contribuir a la seleccién de levaduras nativas aisladas de orujos de uva con capacidad
para tolerar diferentes inhibidores y elevadas temperaturas, para ser utilizadas en la
produccion de bioetanol a partir de biomasa lignocelulésica.

Objetivos especificos

a) Evaluar la capacidad de diferentes levaduras autéctonas para tolerar
concentraciones individuales y combinadas de inhibidores generados durante
los pretratamientos de biomasa lignocelulésica.

b) Evaluar la capacidad de diferentes levaduras autdctonas para crecer a elevadas
temperaturas, las cuales son comUnmente utilizadas en los procesos de
produccion de bioetanol.

c) Seleccionar aquellas levaduras autdctonas mas resistentes a inhibidores y con
mayor tolerancia a altas temperaturas para su potencial utilizacién en la
produccion de bioetanol a partir de orujo de uva.

3. HIPOTESIS

Se plantea la hipétesis de que existen levaduras localmente aisladas capaces de tolerar
concentraciones de inhibidores del crecimiento y desarrollar en rangos de temperaturas
gue se utilizan generalmente durante el proceso de pretratamiento y sacarificacion de la
biomasa lignocelulésica.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Microorganismos

Se evaluaron 31 levaduras, 16 de ellas aisladas de fermentaciones de orujos de uva
blanco provenientes de vifiedos de la provincia de Mendoza, 14 pertenecientes a la
Coleccién de Microorganismos de INTA Mendoza (CoMIM) que presentan diferentes
origenes de aislamiento y una levadura que fue aislada de termitas proveniente de
la provincia de Corrientes (tabla 2). Algunas levaduras han sido previamente
identificadas mientras que otras no. Esta identificacion se realizara en un futuro y de
acuerdo con los resultados que se obtengan.
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Tabla 2. Descripcion de las cepas de levaduras autéctonas evaluadas en los ensayos
de tolerancia a inhibidores.

1€ Nomenclatura  Especie Sustrato de Lugar de
aislamiento aislamiento
1 |1 |INS15 S. cerevisiae  Suelo de vifiedo Lujan de Cuyo
2 |2 |INS 18 S. cerevisiae  Suelo de vifiedo Lujan de Cuyo
3 |3 [INBK 28 S. cerevisiae  Corteza de vifiedo Lujan de Cuyo
4 |4 | Mb4ONAl S. cerevisiae  Uva Malbec Lujan de Cuyo
5 |5 | Mb40ONC2 S. cerevisiae  Uva Malbec Lujan de Cuyo
S 22|23|MC9 Z. rouxii Mosto Concentrado Rivadavia
LEO) 25|24 |SJ1 C. vinaria ND San Juan
26|25|SJ2 C. sake ND San Juan
27|26|SJ3 D. vanrijiae ND San Juan
28|27 | E3 D. bruxellensis Vino Malbec La Consulta
29|- |CH30 D. bruxellensis Vino Merlot Lujan de Cuyo
30|28 | BMB1 W. anomalus ND San Juan
22121 |INenB2.2 NI ND Lujan de Cuyo
23|22 |INenB2.5 NI ND Lujan de Cuyo
6 |6 [TT1 NI Orujo torrontés Lujan de Cuyo
7 |7 |[CRI2 NI Oruijo criolla Lujan de Cuyo
8 |8 |[CRI4 NI Oruijo criolla Lujan de Cuyo
9 |9 [MALR1 NI Orujo malbec Lujan de Cuyo
-‘g 10|10|CsSl1 NI Orujo c. sauvignon Lujan de Cuyo
% 11|11|CsSl 4 NI Orujo c. sauvignon Lujan de Cuyo
% 12|12 | GRE 12 NI Orujo grenache Lujan de Cuyo
% 13|13 | GRE 23 NI Orujo grenache Lujan de Cuyo
.é 14|14 | GRE 27 NI Orujo grenache Lujan de Cuyo
E 15|15 | MAI 4 NI Orujo moscatel amarillo Lujan de Cuyo
2 16|16 | CPPN 32 NI Orujo pinot noir Agrelo
§) 17|- |CPPN 33 NI Orujo pinot noir Agrelo
< 18|17 |CPCH 31 NI Orujo chardonay Agrelo
19|18 | CPCH 32 NI Orujo chardonnay Agrelo
20|19 | CPCH 41 NI Orujo chardonnay Agrelo
21|20 | CPCH 42 NI Orujo chardonnay Agrelo
31|- |TsC22 NI Termitas Corrientes
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NI: no identificado; ND: no determinado

Nota: De las 31 cepas inicialmente evaluadas (ll), tres no mostraron crecimiento en la condicién
control (17, 29 y 31) y fueron descartadas para las pruebas con inhibidores combinados. Las
cepas restantes (n = 28) fueron reenumeradas para su evaluacion posterior (IC).

4.2 Medios y activacion de las levaduras

Las levaduras fueron activadas en medio YPD (10 g/L extracto de levadura, 20 g/L
peptona, 20 g/L glucosa) a 28° C durante 24-48 hs. Las suspensiones de levaduras que
se usaron como inéculos se ajustaron a una DO= 0,3 en espectrofotometro a 600 nm
equivalente a una concentracion de 10° células/mL

4.3 Caracterizacion de las levaduras en relacién con la tolerancia a diferentes
inhibidores del crecimiento y desarrollo a elevadas temperaturas

Para la evaluacion se empleé una metodologia de screening que permite analizar un
elevado numero de levaduras bajo diferentes condiciones experimentales. Se utilizé un
abordaje de replica plate, mediante el cual suspensiones de cada levadura ajustadas a
una DO de 0,3, fueron dispuestas en una placa madre de micropocillos y posteriormente
transferidas de forma simultdnea a los distintos medios de cultivo (Figura 2 a,b).
El disefio de siembra se muestra en la figura 2c: la placa 1 incluye las levaduras
numeradas del 1 al 21, dispuestas en tres columnas y siete filas, mientras que la placa
2 contiene las levaduras del 22 al 31 junto con un control negativo.

a b
%@ oo N
2 @G O
F3 @ ®
F4 @ @
F5 ® ® ZNED)
F6 @
Placa 2
N7 @ _ Control (-): medio sin inocular
Placa 1 c

Figura 2. a) Peine para replica plate b) Placa multipocillo ¢) Esquema representativo del
disefio de siembra utilizado en la metodologia de screening. Cada namero corresponde
a un tipo de levadura diferente.
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4.3.1. Evaluacién de la tolerancia de las levaduras a inhibidores individuales

Cada suspension de levaduras cultivada en medio liquido YPD y ajustada previamente
a una densidad 6ptica (DO) de 0,3 se inoculd, mediante la técnica de replica plate, en
placas que contenian medio Yeast Nitrogen Base (YNB; Sigma-Aldrich Co.)
suplementado con 20 g/L de glucosa y con concentraciones crecientes de los distintos
inhibidores detallados en la tabla 3.
El medio YNB, ampliamente utilizado para el cultivo de levaduras, proporciona una
fuente equilibrada de nitr6geno, vitaminas, oligoelementos y sales minerales necesarias
para su crecimiento. El pH se ajusté a 4,5 cuando fue necesario, valor cominmente
empleado en procesos de produccion de bioetanol (Lin & Tanaka, 2006).
Como control, se utilizaron placas inoculadas en medio YNB sin inhibidores. Todas las
placas se incubaron a 28 °C durante 7 dias, y el ensayo se realiz6 por triplicado para
asegurar la reproducibilidad de los resultados.

Tabla 3. Inhibidores del crecimiento microbiano y sus concentraciones.

COMPUESTO INHIBIDOR CONCENTRACION g/L
Acido acético 0,37 - 0,65- 3,30
5-HMF 0,06- 0,34 - 0,68
Furfural 0,04 - 0,054 - 0,09
Compuestos fendlicos totales 0,25-0,625-1,25

Para el tratamiento mencionado como compuestos fendlicos totales, se utilizaron los
acidos p-cumarico y ferulico ya que estan naturalmente presentes en las uvas y son los
principales compuestos fendlicos vinculados a la lignina en la uva (Yan et al., 2010). Se
utilizaron en una proporciéon de 8:1 (acido p-cumarico-acido ferulico) donde la suma de
ambos compuestos se correspondié con la concentracion total de compuestos fendlicos
evaluada. Este ensayo permitié conocer aquellas levaduras que tienen la capacidad de
crecer con los diferentes inhibidores de manera individual.

4.3.2. Evaluacion de la capacidad de las levaduras para crecer a elevadas
temperaturas

El ensayo de crecimiento de las levaduras a elevadas temperaturas se evalué utilizando
el método de replica plate. Cada levadura fue crecida en medio liquido YPD. Se realiz6
una suspension de a una DO de 0,3 y estas suspensiones fueron utilizadas para la
siembra replica plate de placas con medio YNB suplementado con 20 g/L glucosa. El
pH del medio se ajust6 a 4,5. Como control negativo se utilizaron placas de medio YNB
con el agregado de glucosa sin inocular y como control positivo las placas inoculadas
incubadas a 28 °C. Todas las placas se incubaron a diferentes temperaturas (°C): 28+1,
35+2, 40+2 durante 3 a 7 dias. El ensayo se realizd por triplicado. Con los datos
obtenidos se realizé el analisis estadistico para datos no paramétricos correspondiente
utilizando el software Infostat.
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4.3.3. Evaluacién de la tolerancia de las levaduras a la combinacion de diferentes
inhibidores y a diferentes temperaturas.

Para evaluar la tolerancia de las levaduras a la combinacion de inhibidores presentes
en muestras de orujo pretratadas, se seleccionaron las siguientes concentraciones:

1. Acido acético: Se utilizd la concentraciéon méaxima a la cual se observo
crecimiento en el punto 4.3.1 (0,65 g/L) y una concentracion intermedia, entre
0,65y 3,39g/L, de 1,9 g/L, ya que la maxima concentracion evaluada previamente
resulté ser muy restrictiva (3,3 g/L).

2. Compuestos fendlicos: Se seleccion6 una concentracion de 0.94 g/L, situada
entre la concentracion intermedia evaluada en el punto 4.3.1 y la concentracion
mas restrictiva (1,25 g/L). Esta Gltima también fue seleccionada para el ensayo
combinado.

3. Furfural e HMF: Se seleccionaron las dos concentraciones mas altas en las que
se observo crecimiento de las levaduras en el punto 4.3.1.

Esto dio como resultado cuatro combinaciones de los cuatro compuestos inhibidores en
dos concentraciones cada uno, por triplicado (ver tabla 4). El ensayo se realiz6 a 28 °C
y 35 °C durante 10 dias.

Tabla 4. Concentraciones de los inhibidores del crecimiento microbiano y las
combinaciones evaluadas

INHIBIDORES (g/L) TRATAMIENTOS COMBINADOS
C1 C2 C3 C4
Acido acético 1,9 1,9 0,65 0,65
HMF 0,68 0,34 0,68 0,34
Furfural 0,09 0,054 0,09 0,054
Compuestos fendlicos 0,94 1,25 0,94 1,25

Para este ensayo se utiliz6 una metodologia alternativa debido a la dimensién del
estudio y con el objetivo de realizar, en el futuro, un modelado probabilistico que permita
identificar las condiciones menos restrictivas para las levaduras. El ensayo se llevé a
cabo en medio liquido YNB (Sigma-Aldrich Co.). Se emple6 un espectrofotémetro a 600
nm para realizar una medicién inicial del crecimiento y otra medicion al finalizar el
ensayo, 10+3 dias posteriores a la incubacion a 28 °C y 35 °C. La densidad 6ptica (D.O.)
inicial fue establecida en 0,3, equivalente a una concentracién de 10° células/mL por
encima del limite de deteccién del equipo.

Para cada medicién, se asumié crecimiento (codificado como 1) cuando se observéd un
aumento de la D.O. de 2 0,2 respecto a la D.O. inicial. En cambio, se registr6 como no
crecimiento (codificado como 0) cuando la D.O. inicial no aumento en los 10 dias de
duracion del ensayo. Las respuestas para cada réplica se registraron de forma
independiente, y la matriz binaria completa se someti6é a un analisis estadistico.
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4.4. Evaluacion de resultados y seleccion de levaduras

Los resultados de la caracterizacion de los aislados permitieron conocer si las levaduras
presentan capacidades de tolerancia a diferentes inhibidores y sus combinaciones, asi
como su capacidad para crecer a temperaturas elevadas. Estos resultados posibilitaron
la seleccion de las levaduras mas promisorias para ser utilizadas en futuros ensayos de
produccion de bioetanol a partir de orujo de uva. Con los datos obtenidos se realizo el
andlisis estadistico para datos no paramétricos utilizando el software Infostat (Di Rienzo
et al.,, 2020). Se aplicé el test de Kruskal-Wallis, dado que las variables analizadas
(crecimiento/no crecimiento) no siguen una distribucién normal y corresponden a datos
de tipo ordinal o categ6rico transformado a valores numéricos (0 y 1). Este test no
paramétrico permite comparar medianas entre mas de dos grupos independientes sin
requerir homogeneidad de varianzas ni normalidad en los datos, lo que lo convierte en
una herramienta adecuada para evaluar diferencias significativas en la tolerancia de las
levaduras frente a los distintos tratamientos con inhibidores.

5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. Evaluacién de la tolerancia de las levaduras a inhibidores individuales

Los resultados de la evaluacion de los inhibidores de manera individual mediante replica
plate mostraron que la mayoria de las levaduras crecieron en las concentraciones bajas
e intermedias de todos los inhibidores evaluados (acido acético, HMF, furfural y fenoles)
(figura 4). Asimismo, cabe destacar, que los aislados 17 (CPPN33), 29 (CH30 B.
bruxellensis) y 31 (TSC22) no desarrollaron a 28 °C (la condicion considerada como
control) por lo que fueron descartadas para el siguiente analisis (ver punto 5.2).

Figura 3. Disefio de siembra utilizado en la metodologia de screening. Cada ndamero
corresponde a un tipo de levadura diferente.
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Figura 4. Crecimiento en replica plate de las levaduras en presencia de diferentes

concentraciones de inhibidores.



La figura 5 muestra el porcentaje de crecimiento de las levaduras frente a diferentes
inhibidores quimicos, acido acético, HMF, furfural y compuestos fendlicos; evaluados a
distintas concentraciones. En todos los casos se observa que la respuesta de las cepas
varia segun el tipo de inhibidor y la dosis aplicada. El acido acético fue el compuesto
gue mas afectd el crecimiento de las levaduras. A concentraciones bajas (0,37 y 0,65
g/L) la mayoria de las cepas mantuvo su crecimiento, mientras que al aumentar la
concentracion a 3,3 g/L se registré una marcada disminucién en la proporcion de
levaduras viables, alcanzando niveles de inhibiciébn cercanos al 70 %. Este
comportamiento refleja el fuerte efecto inhibidor de este acido organico, conocido por
afectar la integridad de la membrana celular y alterar el metabolismo fermentativo de las
levaduras. En contraste, frente a los compuestos HMF y furfural, se observa una
tendencia opuesta: las levaduras conservaron altos porcentajes de crecimiento en todas
las concentraciones analizadas. En particular, tanto con 0,06 g/L y 0,68 g/L de HMF
como con 0,04 g/L, 0,054 g/L y 0,09 g/L de furfural, mas del 90 % de las cepas logré
desarrollarse, indicando una buena tolerancia a estos aldehidos. Por su parte, los
fenoles presentaron un efecto intermedio. En las concentraciones mas bajas (0,25 g/L y
0,625 g/L) la mayoria de las cepas crecid sin inconvenientes, mientras que al aumentar
la dosis a 1,25 g/L se evidencio una reduccién del crecimiento, con alrededor del 60 %
de las cepas aun viables. Esto sugiere un efecto dosis-dependiente, donde
concentraciones elevadas de compuestos fenolicos comienzan a limitar la proliferacion
celular. Estos resultados sugieren que algunos inhibidores, como el acido acético y los
fenoles totales, inducen una respuesta de tolerancia dependiente de la concentracion,
evidenciada por la disminucion del nimero de cepas capaces de crecer a medida que
aumenta la dosis. En cambio, para otros compuestos, como el HMF y el furfural, las
concentraciones evaluadas no generaron variaciones en la respuesta de tolerancia
entre las cepas, mostrando un patron de crecimiento/no crecimiento independiente de
la concentracion. Estos hallazgos coinciden con lo reportado por Paniagua et al. (2018),
guienes identificaron al acido acético como uno de los principales inhibidores en la
fermentacién de hidrolizados derivados de residuos agroindustriales de switchgrass.
Asimismo, los compuestos fendlicos constituyeron el segundo grupo mas restrictivo, en
concordancia con lo sefialado por Wang et al. (2016), quienes demostraron que los
acidos fendlicos derivados de la paja de arroz afectan la fermentacion etandlica por
Pichia stipitis, destacando a los acidos fendlicos libres como los mas téxicos. De forma
similar, Hou et al. (2018) observaron en S. cerevisiae que el efecto inhibidor de los
compuestos fendlicos aumenta con la concentracién. En contraste, el furfural y el HMF
presentaron un bajo poder inhibitorio en las condiciones evaluadas, ya que el 96 % de
las levaduras creci6 en todos los tratamientos. Esto sugiere que, aunque son
compuestos comunes en hidrolizados lignoceluldsicos, se requieren concentraciones
mas elevadas para generar un efecto inhibitorio significativo. Estos resultados coinciden
con los de Saucedo Gutiérrez (2024), quien reportd que concentraciones de furfural de
0,1-0,3 % (v/v) no afectaron el crecimiento de Scheffersomyces stipitis, y con Paniagua
et al. (2018), quienes concluyeron que el HMF no interfiere de manera significativa en la
fermentacién de hidrolizados acidos de switchgrass.
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Figura 5. Tolerancia de levaduras a diferentes concentraciones de inhibidores
microbianos.

Los resultados del test de Kruskal-Wallis (p = 0,0017) evidencian diferencias
significativas en la capacidad de crecimiento entre los distintos aislados de levaduras
evaluados frente a los compuestos inhibidores. Este valor de p menor a 0,05 confirma
gue la respuesta de crecimiento no fue homogénea entre los grupos, reflejando
variabilidad intraespecifica en la tolerancia de las cepas autdctonas analizadas (ver
ANEXO 1).

En la tabla 5 se observa que los aislados que integran el grupo B (medias proximas a
1,00 y desviacion estandar nula o minima) corresponden a las levaduras que
mantuvieron crecimiento en la mayoria de las condiciones ensayadas. Dentro de este
grupo se destacan nueve cepas: Mb40ONC2 (aislado 5), MALR1 (aislado 9), GRE23
(aislado 13), MAI4 (aislado 15), CPCH32 (aislado 19), CPCH42 (aislado 21), SJ3
(aislado 27), E3 (aislado 28) y BMBL1 (aislado 30) que presentaron una mayor tolerancia
frente a todos los inhibidores, incluso en concentraciones elevadas. Estas levaduras
lograron crecer de manera consistente, o que sugiere la presencia de mecanismos
fisiologicos de resistencia, posiblemente asociados a la capacidad de detoxificacion de
compuestos furanicos y fendlicos o a la estabilidad de membrana frente a estrés 4cido.
En contraste, los aislados con medias inferiores (0,42—-0,83) mostraron una respuesta
menos favorable. Entre ellos, el aislado 4 (Mb40NAL1, identificado como S. cerevisiae)
presento la media de crecimiento mas baja (0,42 + 0,51), ubicandose dentro del grupo
Ay diferenciandose significativamente del resto. Esta cepa mostré inhibicibn marcada
incluso a concentraciones bajas e intermedias de los inhibidores, lo que indica una
menor robustez fisiologica y una incapacidad para adaptarse a condiciones adversas.
Por esta razon, fue descartada de los ensayos posteriores. Asimismo, los aislados 1, 2
y 3, también pertenecientes a S. cerevisiae, se ubicaron en un grupo intermedio (A-B),
con medias de 0,75-0,83 y desviaciones estandar moderadas, lo que sugiere una
tolerancia variable dentro de la misma especie.
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Tabla 5. Diferencias en el crecimiento entre aislados microbianos mediante Test de
Kruskal Wallis

Kruskal

Wallis Test

(p>0,05)

Aislado Medias D.E

A

5
9
13
15
19
21
25
26
27
6
7
8
10
11
12
14
16
18
20
22
23
24
28
30

1
2
3
4

L e

0,92
0,92
0,92
0,92
0,92
0,92
0,92
0,92
0,92
0,92
0,92
0,92
0,92
0,92
0,92
0,83
0,83
0,75
0,42

o O O O o o o o

0,29
0,29
0,29
0,29
0,29
0,29
0,29
0,29
0,29
0,29
0,29
0,29
0,29
0,29
0,29
0,39
0,39
0,45
0,51

B

Este comportamiento heterogéneo dentro del
género Saccharomyces coincide con lo
reportado en la literatura, donde se ha
demostrado que la resistencia a compuestos
derivados del pretratamiento lignoceluldsico
puede variar significativamente entre cepas de
la misma especie, dependiendo de su origen
ecoldgico y de sus adaptaciones metabdlicas
(Almeida et al., 2007; Hasunuma & Kondo,
2012). En sintesis, los resultados de la tabla 5
demuestran que, aunque existe variabilidad
entre los aislados, la mayoria de las levaduras
autéctonas presentan una alta tolerancia global
frente a los inhibidores evaluados.

30



5.2. Evaluacién del crecimiento de las levaduras en elevadas temperaturas

Se evalud el crecimiento de las levaduras a temperaturas mas altas (35°C y 40°C) y a
la temperatura 6ptima (28°C), que generalmente se utiliza para su desarrollo. Todas las
levaduras evaluadas crecieron a la temperatura optima (28°C), salvo las excepciones
de CPPNS33 (aislado 17), B. bruxellensis CH30 (aislado 29) y TSC22 (aislado 31), que
no crecieron a ninguna temperatura, ni siquiera en la condicion control (figura 6).

Al aumentar la temperatura a 35°C, se identificé que otras tres levaduras no toleraron
este incremento: INBK28 (aislado 3), Mb40NAL1 (aislado 4) ambas identificadas como S.
cerevisiae y el aisladol11, CSl4 (no identificado aun). La mayoria de las levaduras fueron
capaces de crecer a 35°C, aunque dos de ellas lo hicieron méas lentamente: Mb40NC2
(aislado 5-S. cerevisiae) y CSI1 (aislado 10), aun no identificada. No se observo
crecimiento en ninguna de las levaduras evaluadas a 40°C, la temperatura mas alta.

35
30
25
20
15
10

: [
c e
28 35 40

Temperatura (2C)

Numero de levaduras

M crecimiento B no crecimiento

Figura 6. Evaluacion del crecimiento de levaduras a diferentes temperaturas

Es importante destacar que las cepas TT1 (aislado 6) y CPCH32 (aislado 19), ambas
aisladas de orujos de uva, demostraron una alta tolerancia tanto a los inhibidores
evaluados como a la temperatura elevada. Esta doble tolerancia sugiere un potencial
biotecnoldgico relevante, especialmente para su aplicacion futura en procesos
industriales donde las condiciones suelen implicar estrés combinado por compuestos
téxicos y temperaturas elevadas.

Diversos estudios han sefialado que la seleccion de levaduras con resistencia
simultanea a multiples factores de estrés, como acidez, altas concentraciones de etanol
0 temperaturas superiores a 35 °C, puede contribuir a mejorar la robustez y estabilidad
de los cultivos durante la fermentacion (Almeida et al., 2007; Liu, 2011; Hasunuma &
Kondo, 2012). Si bien en este trabajo no se evaluaron condiciones fermentativas, la
identificacion de cepas nativas con perfiles de tolerancia amplios representa un paso
inicial valioso para su posterior analisis en ensayos de produccion de bioetanol a partir
de sustratos lignocelulésicos

Por otro lado, los resultados obtenidos en este estudio se alinean con investigaciones
previas que han resaltado el valor de ambientes naturales y extremos, como el orujo de
uva, para el aislamiento de cepas de S. cerevisiae con elevada tolerancia a multiples
factores de estrés propios de la fermentacion de biomasa lignoceluldsica. En particular,
se ha reportado que este tipo de sustratos, caracterizados por condiciones
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desfavorables como bajo contenido de nutrientes, presencia de etanol residual,
exposicidn a radiacion solar y acidos organicos débiles, pueden ejercer una presion
selectiva natural sobre la microbiota, favoreciendo la aparicibn de levaduras
innatamente resistentes .Tal es el caso de la cepa Fm17, aislada a partir de orujo de
uva, que mostro una elevada tolerancia a temperaturas de hasta 40 °C, altos niveles de
azucares (200 g/L de glucosa) y diversos inhibidores presentes en hidrolizados acidos
(Favaro y col., 2013).

5.3. Evaluacién de la tolerancia de las levaduras a la combinacion de diferentes
inhibidores a diferentes temperaturas.

Los resultados mostraron que en general, los inhibidores combinados, generaron
condiciones mas restrictivas para el crecimiento de las levaduras que los mismos de
manera individual, y més restrictivas aun cuando a esas condiciones fueron evaluadas
a elevada temperatura (35+2 °C) (tabla 6). No obstante, tanto 28 °C como a 35 °C, la
condicion mas restrictiva para la mayoria de las levaduras fue la condicién 2 como puede
observarse en la tabla 6. Este tratamiento combina las concentraciones mas elevadas
de los dos inhibidores mas restrictivos del crecimiento de las levaduras acido acético y
compuestos fendlicos con la menor concentracion HMF y furfural.

Ademas, se puede observar en la tabla 6 que en orden decreciente de restriccion del
crecimiento, se ordenan el tratamiento C4, luego el C3 y finalmente el C1 el cual
resulta ser la combinacion menos restrictiva para el crecimiento microbiano a 28°C.
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Tabla 6. Crecimiento de las cepas en diferentes combinaciones de los inhibidores en

las dos temperaturas evaluadas.

Aislado

28°C

35°C

Cl C2 C3

24
25
26
27
28

INS15 S. cerevisiae
INS18 S. cerevisiae
INBK28 S. cerevisiae
Mb40ONAL1 S. cerevisiae
Mb40ONC2 S. cerevisiae
TT1
CRI2
CRI4
MALR1
CSi1
CSl4
GRE12
GRE23
GRE27
MAI4
CPPN32
CPCH31
CPCH32
CPCH41
CPCH42
InenB22
InenB25
MR9 Z.rouxii
SJ1 C.vinaria
SJ2 C.sake
SJ3 D.varinjiae
E3 B. bruxellensis

BMB1 W.anomalus

+

C4

+ (crecimiento), - (no crecimiento)

Cl C2 C3 C4
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Finalmente, como se observa en la tabla 6, los resultados mostraron que un 64% de las
levaduras (18/28) fueron capaces de resistir a 3 de los tratamientos combinados (C1,
C3y C4) a28°C.

A 35 °C, todas las condiciones evaluadas presentaron un efecto fuertemente inhibitorio
sobre el crecimiento de las levaduras. El tratamiento C2 volvié a destacarse como el
mas restrictivo, ya que ninguna cepa logré desarrollarse en esta combinacién de
compuestos a 35°C. Los deméas tratamientos ensayados a esta temperatura elevada
también mostraron una marcada inhibicion, en general, el 82 % de los aislados (23 de
28) no presento crecimiento. Solo tres cepas lograron desarrollarse en los tratamientos
C1y C3, mientras que Unicamente dos lo hicieron en la condicion C4 a 35 °C (tabla 6)

La tabla 7 presenta las combinaciones de inhibidores (C1, C2, C3 y C4) utilizadas para
evaluar su efecto sobre el crecimiento de levaduras, junto con las letras asignadas por
el test de Kruskal-Wallis, que indican diferencias significativas entre tratamientos. El
andlisis estadistico mediante el test de Kruskal-Wallis revelé diferencias altamente
significativas entre las combinaciones evaluadas (p < 0,0001). El tratamiento C2, que
combina las mayores concentraciones de acido acético (1,9 g/L) y compuestos fendlicos
(1,25 g/L), mostré el efecto inhibidor méas fuerte, ubicAndose en el grupo A,
significativamente diferente del resto de las combinaciones. Esto evidencia un efecto
aditivo o sinérgico entre ambos inhibidores principales, responsables de una marcada
reduccion del crecimiento. En contraste, el tratamiento C1, que también presenta alto
acido acético (1,9 g/L) pero una menor proporcion de fenoles (0,94 g/L), se ubicé en el
grupo C, reflejando el menor efecto restrictivo del conjunto. Esta diferencia significativa
con respecto a C2 indica que los compuestos fendlicos juegan un rol determinante en la
inhibicion, incluso mas relevante que el acido acético en las condiciones evaluadas. El
tratamiento C4, caracterizado por baja concentracion de &cido acético (0,65 g/L) y
elevado contenido de fenoles (1,25 g/L), se agrupo en el grupo B, mostrando un efecto
intermedio. Su diferencia significativa con C1 (C) y C2 (A) sugiere que, aun en presencia
reducida de acido acético, los fenoles mantienen un poder inhibidor considerable. Por
su parte, el tratamiento C3 presentd las concentraciones mas altas de HMF (0,68 g/L) y
furfural (0,09 g/L), pero bajos niveles de &cido acético y fenoles (0,65 g/L y 0,94 g/L,
respectivamente). Este tratamiento fue clasificado dentro del grupo BC, sin diferencias
significativas con C4 (B) ni con C1 (C), lo que indica un efecto moderado, atribuible a la
leve potenciacion del poder inhibidor de los HMF y furfurales en presencia de otros
compuestos.

En conjunto, las diferencias significativas observadas entre los tratamientos confirman
gue el factor mas influyente en la restriccion del crecimiento de levaduras es la
concentracion de compuestos fenélicos, seguida del acido acético, mientras que HMF y
furfural presentan un efecto menor, aunque pueden contribuir de forma sinérgica cuando
coexisten con otros inhibidores.
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Tabla 7. Diferencias estadisticas segun el test de Kruskal Wallis (p>0,05) para las
diferentes combinaciones evaluadas a 28 °C

Combinaciones

Inhibidores 1 2 3 4 T(°C)
Acido acético

(g/L) 19 19 0,65 0,65

HMF (g/L) 0,68 0,34 0,68 0,34 28
Furfural (g/L) 0,09 0,054 0,09 0,054
Fenoles (g/L) 0,94 1,25 0,94 1,25
Kruskal Wallis C A BC B

Test

(p> 0,05)

El andlisis estadistico global mediante el test de Kruskal-Wallis mostré diferencias
altamente significativas entre las combinaciones de inhibidores (p < 0,0001), tanto a 28
°C como a 35 °C, evidenciando un efecto diferencial en la tolerancia de las levaduras
frente a las distintas condiciones (ANEXO 2). En la tabla 8 se detallan estos resultados
a nivel combinado, mostrando el comportamiento de cada aislado en ambas
temperaturas. En general, los efectos inhibidores sinérgicos de los tratamientos
combinados se evidenciaron en la pérdida progresiva de la capacidad de crecimiento de
las levaduras, independientemente de su especie u origen de aislamiento, siguiendo el
orden de restriccion creciente C1 < C3 < C4 << C2.
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Tabla 8. Clasificacibn de cepas de levaduras segun su comportamiento frente a
combinaciones de inhibidores a 28 °Cy 35 °C.

T(°C)

La exposicién simultanea a los principales inhibidores ~ Aislado 28 35
derivados del pretratamiento de biomasa
lignocelulésica (acido acético, furfural, HMF vy
compuestos fendlicos) evidenci6 una respuesta
diferencial entre los 28 aislados de levaduras evaluados
(tabla 8). En términos generales, el efecto combinado
de estos compuestos resultd mas restrictivo que el
observado en los ensayos individuales, lo que sugiere
una accién sinérgica en la inhibicion del crecimiento
celular. Este fendmeno es coherente con reportes
previos que indican que la interaccidon entre acidos
organicos y aldehidos incrementa el dafio oxidativo y
compromete la integridad de la membrana plasmética,
afectando la homeostasis i6nica y la actividad
enzimatica intracelular (Liu et al., 2019; Almeida et al.,
2007).

-Comportamiento a 28 °C. A 28 °C se identificaron tres
grupos  fenotipicos  claramente  diferenciados.
El grupo A, integrado por 8 aislados (1, 2, 5, 9, 10, 11,
14, 15), mostr6 una marcada sensibilidad a las
combinaciones evaluadas, sin evidencias de
crecimiento detectable en Ila mayoria de las
condiciones, representando el 29 % del total.
El grupo B, compuesto por 17 cepas (7, 8, 12, 13,
16,17,18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27 y 28), exhibio
un crecimiento parcial o moderado frente a
determinadas combinaciones, representando el 61 %
del total. Este grupo sugiere la existencia de
mecanismos de defensa fisioldgicos, como la activacion
de bombas de eflujo, sistemas antioxidantes o
modificaciones en la composicién lipidica de la
membrana, que confieren una tolerancia intermedia a
los estresores guimicos.
Por altimo, el grupo C, representado exclusivamente
por el aislado 6 (TT1), mostré la mayor capacidad de
crecimiento bajo todas las condiciones combinadas.
Este comportamiento sugiere una tolerancia
constitutiva o adaptativa superior, posiblemente
vinculada a una mayor eficiencia en la detoxificacién de
aldehidos o en la reparacion de dafos oxidativos.

-Comportamiento a 35 °C. El incremento de la
temperatura a 35 °C intensifico el efecto inhibidor de las
combinaciones, reduciendo significativamente la
cantidad de cepas capaces de crecer. En estas condiciones, las diferencias entre cepas
se tornaron mas homogéneas debido a la accibn combinada del estrés térmico y
quimico.

El grupo A incluy6 17 aislados (1, 2, 5, 7, 8, 9, 10, 11,12, 14, 15, 16, 17, 21, 24, 26y
28) que no mostraron crecimiento, representando el 61 % del total
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El grupo AB, constituido por 7 cepas (13,18,19,20,23, 25y 27), presentd un crecimiento
débil o lento, equivalente al 25 %, indicando una capacidad parcial de adaptacion a las
condiciones restrictivas.

El grupo B, reducido a solo dos aislados (6 y 22), mantuvo crecimiento en la mayoria
de las combinaciones, representando apenas el 7 % del total.

Estos resultados demuestran que el aumento de temperatura produjo una disminucién
significativa en la resistencia global. La sensibilidad térmica acentué los efectos de los
inhibidores, posiblemente debido a la desestabilizacién de proteinas de membrana y la
pérdida de fluidez lipidica, que limitan la capacidad de las células para mantener la
homeostasis y detoxificar compuestos reactivos.

Entre las cepas mas destacadas se encuentran los aislados 6 (TT1) y 22 (InenB25),
ambos provenientes de orujos en fermentacion. Estas cepas conservaron su viabilidad
y capacidad de crecimiento tanto a 28 °C como a 35 °C, lo que sugiere una resistencia
intrinseca a condiciones de estrés multiple. Dicha caracteristica las posiciona como
candidatas prometedoras para procesos de fermentacion a altas temperaturas o con
presencia de inhibidores, tipicos de la hidrélisis y fermentacion simultdnea (SSF) de
biomasa lignoceluldsica.

En conjunto, los resultados demuestran una tendencia clara: el efecto inhibidor aumenta
en forma sinérgica con la temperatura, generando un desplazamiento del
comportamiento global hacia la sensibilidad. Sin embargo, la persistencia de ciertos
aislados con crecimiento detectable sugiere la existencia de variabilidad intraespecifica
en la tolerancia al estrés quimico-térmico, probablemente asociada a diferencias
genéticas 0 adaptaciones ecoldgicas derivadas del origen ambiental de los aislamientos.

En conjunto, estas levaduras demuestran un potencial biotecnolégico relevante, dada
su capacidad de crecer a 35 °C y resistir la mayoria de las combinaciones evaluadas,
aunque todas mostraron inhibicion total frente a la condiciéon C2, confirmada como la
mas restrictiva.

Estos hallazgos contrastan con lo reportado por Saucedo Gutiérrez (2024) en su trabajo
de tesis, quien observo que la combinacion eficaz de inhibidores fue la de furfural y &cido
aceético a concentraciones de 0,2% y 0,3 % (v/v), respectivamente, que inhibié el
crecimiento de la cepa Scheffersomyces stipitis. Estos resultados resaltan la importancia
de evaluar los efectos sinérgicos entre inhibidores y sus concentraciones, ya que dichos
efectos no siempre son evidentes cuando los compuestos se analizan de manera
individual. En este sentido, Chen et al. (2016) destacan que la formacion de inhibidores
durante el pretratamiento, especialmente acido acético y compuestos fendlicos,
representa un obstaculo critico para la eficiencia fermentativa, el cual debe ser mitigado
mediante el desarrollo de cepas tolerantes o estrategias de detoxificacion

Cabe destacar que la metodologia empleada permitié una evaluacion integral mediante
técnicas de cultivo en replica plate y ensayos en medio liqguido con monitoreo de
crecimiento por densidad 6ptica. Esta aproximacion no soélo permitié caracterizar el
efecto de cada inhibidor individual y en combinacién, sino que también sienta las bases
para futuros estudios de modelado probabilistico que puedan predecir el
comportamiento de las levaduras frente a diferentes condiciones de estrés.

En conjunto, los resultados obtenidos concuerdan con lo reportado en la literatura
cientifica y refuerzan la idea de que la seleccioén de levaduras tolerantes a mdltiples
inhibidores y a temperaturas elevadas es una estrategia clave para avanzar en la
viabilidad de procesos de produccion de bioetanol a partir de residuos lignocelulésicos
como el orujo de uva. Esta seleccion debe considerar no sélo la tolerancia individual,

37



sino también la capacidad de las cepas de sobreponerse al efecto sinérgico de los
inhibidores y al estrés térmico, condiciones inherentes a los procesos industriales

6. CONCLUSIONES

e La mayoria de las levaduras evaluadas muestran tolerancia a concentraciones
bajas e intermedias de los inhibidores ensayados de manera individual, como
acido acético, HMF, furfural y fenoles. Sin embargo, el crecimiento de las
levaduras se ve significativamente afectado en las concentraciones mas altas de
acido acético y fenoles (acido p-cumarico y acido feralico).

e En ausencia de inhibidores, todas las levaduras, con excepcion de tres, fueron
capaces de crecer a 28 °C. La mayoria mostré crecimiento a 35 °C, pero ninguna
de ellas creci6 a 40 °C.

e Las combinaciones de inhibidores evaluadas a niveles bajos e intermedios a 28
°C produjeron efectos completamente restrictivos sobre el crecimiento de todas
las levaduras (combinacion 2), asi como condiciones poco restrictivas que solo
inhibieron el crecimiento del 11% (3/28) de los aislados 3, 10 y 27 (combinaciéon
1).

e Las combinaciones mas restrictivas se asociaron con altas concentraciones de
fenoles totales y elevado acido acético, mientras que las menos restrictivas
estuvieron relacionadas con bajas concentraciones de fenoles totales.

e El aumento de la temperatura a 35 °C restringié drasticamente el grupo de
levaduras que toleraron alguno de los tratamientos combinados.

e Se seleccionaron dos levaduras: TT1(aislado 6) y InenB25 (aislado 22), que
deben ser identificadas por biologia molecular, por haber mostrado mayor
tolerancia a las condiciones combinadas evaluadas.

o Estas cepas seran objeto de evaluaciones y caracterizaciones adicionales para
determinar su potencial uso en diversos procesos biotecnolégicos.
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