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Resumen

La produccion de etanol por fermentacion es influenciada por la presencia de iones metalicos como hierro
y zinc dado que son cofactores de la enzima alcohol deshidrogenasa. El estudio de este efecto permitirfa
identificar el comportamiento de los microorganismos fermentadores en sustratos industriales que contie-
nen altas concentraciones de este tipo de iones. Este trabajo evalué la produccion de biomasa, los aztcares
residuales y la produccién de etanol por fermentacion de tres cepas de S. cerevisiae, CBS8066, recombinantes
GG570-CIBI y GG570-CIBII, bajo el efecto de la adicion de hierro a 0, 50 y 150 uM, y zinc a 0 y 50 pM.
Las cepas presentaron inhibicién en la produccion de biomasa y etanol bajo efecto de iones de hierro y zinc,
siendo dicha inhibicién mayor al estar en presencia de zinc o alta concentracion de hierro. GG570-CIBI
mostr6 disminucién en produccion de biomasa de 4 g/L y una caida en produccién de etanol de 40% en el
tratamiento 150 uM hierro-50 pM zinc (con respecto al tratamiento basal). GG570-CIBII fue la menos afec-
tada con inhibicién en la produccion de etanol inferior a 11% a las 20 h de fermentacién. Adicionalmente,
present6 la mayor produccion de etanol cuando hubo adicién de 150 uM Fe con o sin adicion de zinc, siendo
dicha produccion entre un 9 y 14% superior a la de las cepas CBS8066 y GG570-CIBI respectivamente, bajo
las mismas condiciones. Posteriormente, GG570-CIBII sera evaluada en sustratos industriales debido a su
menor inhibicién en la produccion de etanol, permitiendo asi obtener mejores rendimientos.

Palabras clave: gen pdr, gen adhll, Zymononas mobilis, i6n ferroso, id6n zinc.

Abstract

Ethanol production by fermentation is influenced by the presence of metallic ions such as iron and zinc
because these are alcohol dehydrogenase enzyme cofactors. Studying this effect leads to identifying the beha-
viour of microorganisms in industrial substrates containing high concentrations of these kinds of ions. This
work therefore evaluated biomass production, residual sugars and ethanol production by fermenting three
S. cerevisiae strains (CBS8066, recombinants GG570-CIBI and GG570-CIBII) under the effect of adding
ferrous ion at 0, 50 and 150 pM and zinc ion at 0 and 50 uM. The strains had inhibited biomass and etha-
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nol production when zinc and ferrous ions were added; such inhibition was greater in the presence of zinc
ot iron having higher concentrations. GG570-CIBI had 4 g/L reduction in biomass production and etha-
nol production dropped by 40% in the 150 uM iron—-50 pM zinc treatment (compared to base treatment).
GG570-CIBII was the less affected, having less than 11% inhibition of ethanol production at 20 h fermen-
tation. GG570-CIBII presented the greatest ethanol production when 150 pM iron was added to the culture
medium with or without adding zinc; in this case, production was 9% and 14% greater than CBS8066 and
GG570-CIBI ethanol production, respectively, in the same conditions. GG570-CIBII will be evaluated later
on using industrial substrates due to its lower ethanol production inhibition, thereby leading to better yields

being obtained.

Key words: pdr gene, adhll gene, Zymomonas mobilis, ferrous ion, zinc ion.
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Introduccién

El bioetanol es un producto derivado
de la fermentaciéon alcohélica de los azicares
presentes en materiales renovables como cafia
de azucar, remolacha azucarera, madera, maiz,
entre otros (Federacion Nacional de Biocom-
bustibles, 2007; Soliclima, 2000), dicha fermen-
tacion es realizada por microorganismos como
Saccharomyces cerevisiae o Zymomonas mobilis.

Industrialmente, el bioetanol se produce
utilizando §. cerevisiae como microorganismo
fermentador debido a la capacidad para meta-
bolizar un espectro amplio de azucares (Ertola
et al., 2007) y tolerar minerales presentes en sus-
tratos de uso industrial (Gunasekaran y Chan-
dra, 1999). Sin embargo, Z. mobilis ha mostrado
tener un mayor rendimiento en la produccién
de etanol (Gunasekaran y Chandra, 1999; Glick
y Pasternak, 2003; Davis ez al., 2000), posible-
mente como consecuencia de la mayor afinidad
de las enzimas piruvato descarboxilasa (PDC)
EC 4.1.1.1 y alcohol deshidrogenasa (ADH) EC
1.1.1.1 sobre sus respectivos sustratos (Brenda
database; Hoppner y Doelle, 1983).

Segtn lo reportado en Brenda database
y Gunasekaran y Chandra (1999), las enzimas
ADH de S. cerevisiae requieren i6n zinc como
cofactor enzimatico, mientras la enzima AD-
HII de Z. mobilis requiere i6n ferroso (Macken-
zie et al., 1989; Gunasekaran y Chandra, 1999).

Aprobado: junio 23 de 2010

De acuerdo con lo reportado por Mackenzie
et al. (1989), la adicion de iones ferroso en
concentraciones entre 2-50 UM y zinc en con-
centraciones menores a 504 M incrementan la
actividad catalitica de las enzimas ADHI y AD-
HII de Z. mobilis, potenciando principalmente
la actividad catalitica de la ADHIL

Sustratos industriales usados para la pro-
duccion de bioetanol como la melaza de cana
de azucar contienen altas concentraciones de
hierro lo cual podria afectar de forma directa la
produccién de etanol, y cuyo efecto no ha sido
evaluado hasta el momento.

Por esta razon, en este trabajo se evalud
la adicién de iones zinc y ferroso sobre la pro-
duccién de etanol de tres cepas de S. cerevisiae:
CBS8066 (parental, utilizada como control) y
dos recombinantes, GG570-CIBI y GG570-CI-
BII desarrolladas en la Unidad de Biotecnologia
Vegetal de la Corporacion para Investigaciones
Bioloégicas (CIB).

Materiales y métodos

Microorganismo de estudio

Se utilizaron tres cepas de Saccharomyces
cerevisiae: cepa CBS8066 (parental) usada como
control obtenida de Centraalbureau voor
Schimmelcultures (Utrecht, Holanda), la cepa
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GG570-CIBI que contiene el gen pde de Z. mo-
bilis bajo el control del promotor y terminador
de la fosfoglicerato kinasa (PGK) de 5. cerevisiae,
y la cepa GG570-CIBII que contiene el gen pde
con el promotor y terminador de PGK y el gen
adbll de Z. mobilis, bajo el control del promotor
y terminador de la alcohol deshidrogenasa I de
S. cerevisiae (Nasquez et al., 2007).

Las cepas de S. cerevisiae fueron mante-
nidas en agar YPD (1% extracto de levadura,
2% peptona y 2% glucosa) a 4° C (Suresh,
et al., 1999; Blanco et al., 2000).

Medio de cultivo

Se utilizé el medio de cultivo YPD mo-
dificado con la siguiente composicién: gluco-
sa 100 g/L, KH.PO4 1 g/L, MgSO4+7HO 0.5
g/L, peptona 10 g/L y extracto de levadura
5 g/L. De acuerdo con los tratamientos pot
evaluar, se adicion6 hierro y zinc a través de
FeSO4+7H20 y ZnSOxTH>O, respectivamente.

Adicionalmente, al medio YPD modifica-
do se le realiz6 un analisis quimico por absot-
cién atomica para determinar la concentracion
inicial de hierro y zinc.

Experimentos fermentativos

Se prepar6é un preinéculo con una co-
lonia de S. cerevisiae aislada del agar YPD, se
cultivé en 50 mL de medio de cultivo liquido
YPD modificado 10% glucosa por 24 h, lue-
go se midié DO (Davis ez al., 2006; Go-
vindaswamy y Vane, 2007) hasta alcanzar 1,6
y posteriormente se inocularon los frascos
de fermentacién con 2% v/v del preinéculo
(Mojovic et al., 2006; Govindaswamy y Vane,
2007).

Se realizaron fermentaciones anaerobi-
cas por duplicado durante un periodo de 20
h, en frasco de 250 ml. con 100 ml. de me-
dio de cultivo, en agitador orbital bajo con-
diciones controladas de temperatura 30 °C
(Converti et al., 1985; Govindaswamy y Vane,
2007), velocidad de agitacion 150 rpm (Su-

resh ez al., 1999; Karimi ez al., 2006) y pH ini-
cial 5,0x 0,1 (Converti et al., 1985; Mojovic
et al., 2000), evaluando las cepas CBS80066,
GG570-CIBI y GG570-CIBII bajo el efec-
to de las concentraciones del i6n ferroso
(FeSO+T7H20) 0, 50 (Mackenzie ¢z al., 1989)
y 150 uM, y las concentraciones del i6n zinc
(ZnSO+7H20) 0 y 50 pM (Mackenzie et al.,
1989). La toma de muestras se realizo a las 0,
16 y 20 h por duplicado. Estos tiempos fue-
ron establecidos a partir de un trabajo previo
realizado por Vasquez ¢z al. (2007) en el cual
se determiné que los picos maximos de pro-
duccién de etanol de la cepa GG570-CIBII se
presentaron a las 16 y 20 h de fermentacién.

Evaluacién de la biomasa celular

Se hizo seguimiento a la biomasa por el
método de peso seco.

De cada fermentacion se tomé 1 mL de
suspension celular en un tubo eppendorff de
1,5 mL, se someti6 a centrifugaciéon a 12000
rpm y 4° C durante 6 min, luego se descart6
el sobrenadante y se procedio a resuspender el
pellet en agua destilada para lavarlo y eliminar
azucares residuales. Posteriormente se volvid a
centrifugar, se descarté el sobrenadante y se so-
meti6 el pellet humedo a secado en horno a 80°
C por 24 h o hasta que el peso fuera constante.
Dicho procedimiento se realizé para cada una
de las muestras tomadas.

Fvaluacion de los aziicares
residuales

El contenido de azucares residuales de la
fermentacion se determiné por el método del
DNS (Miller, 1959; Mojovic ez al., 2006, Zhu et
al., 2000).

Fvaluacién de la concentraciéon
de etanol

Se cuantificé por cromatografia de gases
(Zhu et al., 2006; Govindaswamy y Vane, 2007;
Plessas ¢ al., 2007) en un equipo marca Agilent
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modelo 6890 con detector de masas y auto-
muestreador.

Analisis estadistico

El experimento fue realizado con un
disefio de clasificaciéon en bloques aleatori-
zados, con arreglo factorial asimétrico 2x3
balanceado, de efecto fijo en el tiempo e in-
tratiempo, con submuestreo, dos repeticiones
y medidas repetidas a las 0, 16 y 20 h; donde
las variables de respuesta fueron produccion
de biomasa, aztcares residuales y produccién
de etanol.

Dicho analisis se articulé a la estruc-
tura Manova con contraste canénico orto-
gonal, completindose con analisis Anova
individuales en cada variable de respuesta, y
contrastandose con la prueba de Tukey a un
nivel de significancia de 5%. Adicionalmente,
se complement6 con estadistica descriptiva
unidimensional para cada tiempo, tratamien-
to y niveles de cofactores. Para realizar los
analisis mencionados se utiliz6 el paquete es-
tadistico SAS version 9.1.

Tabla 1. Identificacion tratamientos evaluados.

ramiens | St | e o)
1 0 0
2 0 50
3 50 50
4 50 0
5 150 0
6 150 50
Resultados

La concentracién basal o inicial de los io-
nes metalicos del medio YPD modificado (tra-

tamiento 1) arrojé un valor <1 ppm para hierro
y 0,004% para zinc.

Fvaluacién de la biomasa celular

En la figura 1 se puede observar que las
cepas de S. cerevisiae, cepa CBS80060, la cepa
GG570-CIBI y la cepa GG570-CIBII produje-
ron menor cantidad de biomasa cuando hubo
adicién de iones de hierro y zinc.

Deacuerdo con el analisis estadistico Ano-
va, se determiné que el factor cepa tiene efecto
estadisticamente significativo (p<0,05) sobre la
produccién de biomasa y, ademas, hubo dife-
rencias altamente significativas (p<0,001) entre
el tratamiento 1 con respecto a los tratamientos
2,3, 5y 6. De igual forma, el tratamiento 4 fue
estadisticamente diferente a los tratamientos 2
y .

También, el tratamiento 3 presentd dife-
rencia con respecto al tratamiento 2; siendo el
tratamiento 6 (150 pM hierro-50 uM zinc) el
menos productor de biomasa y el tratamiento 1
(0 uM hierro-0 uM zinc) el mas productor, tal
como se habia mostrado anteriormente.

Evaluacién de los azdcares
residuales

En la figura 2 se puede observar que los
azucares residuales presentes en el medio de
fermentacion utilizado para las cepas de S.
cerevisiae fueron similares bajo todos los tra-
tamientos evaluados, sin embargo, la cepa re-
combinante GG570-CIBI present6 diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) con
respecto a la cepa control y la recombinante
GG570-CIBIL.

Evaluacién de la produccién
de etanol

Como se puede observar en la figura 3,
hubo disminucién en la produccién de eta-
nol cuando se adicionaron iones metalicos al
medio de cultivo (con respecto al tratamiento
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Figura 1. Produccion de biomasa de las cepas CBS8066 (m), recombinante GG570-CIBI (O) y recombinante
GG570-CIBII (M) bajo el efecto de concentracion de iones metélicos: 0 pM hierro-0 uM zinc (a),
0 uM hierro-50 uM zinc (b), 50 pM hierro-0 pM zinc (c), 50 pM hierro-50 pM zinc (d),
150 pM hierro-0 uM zine (e) y 150 uM hierro-50 uM zinc (f).
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Figura 2. Azicares residuales presentes en el medio de cultivo durante la fermentacion con las cepas CBS8066
(m), recombinante GG570-CIBI (O) y recombinante GG570-CIBII (M) bajo el efecto de concentracion de iones
metalicos: 0 pM hierro-0 uM zinc (a), 0 uM hierro-50 pM zinc (b), 50 uM hierro-0 uM zinc (c),

50 uM hierro-50 uM zinc (d), 150 pM hierro-0 uM zinc (€) y 150 uM hierro-50 pM zinc (f)
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Figura 3. Produccién de etanol de las cepas CBS8066 (m), recombinante GG570-CIBI (O) y recombinante
GG570-CIBII (M) bajo el efecto de concentracion de iones metalicos: 0 pM hierro-0 pM zinc (a), 0 pM hierro-
50 uM zinc (b), 50 pM hierro-0 pM zinc (), 50 pM hierro-50 pM zinc (d), 150 pM hierro-0 pM zinc (€) y 150
UM hierro-50 pM zinc (f).
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basal) para las cepas CBS8066 (parental) y re-
combinantes GG570-CIBI y GG570-CIBII,
de igual forma a lo sucedido con la produccién
de biomasa.

Se encontraron diferencias estadisticas
altamente significativas (p<0,001) entre el
tratamiento 1 y los tratamientos 2, 3, 5 y 0.
De igual forma, los tratamientos 3 y 4 fueron
estadisticamente diferentes a los tratamientos
5 2y6.

Adicionalmente, las  cepas  control
(CBS8060) y recombinante GG570-CIBII mos-
traron diferencia estadistica altamente significativa
(p < 0,001) con respecto a la cepa recombinante
GG570-CIBL.

Finalmente, de acuerdo con el Anova, la
cepa tuvo efecto estadisticamente significativo
(p<0,05) sobre la produccién de etanol.

Discusion

En este trabajo se evalu6 el efecto de la
adicion de iones zinc y ferroso sobre la pro-
duccién de biomasa, los azucares residuales y
la produccién de etanol de tres cepas de Sac-
charomyces cerevisiae, CBS8066 (control), G570-
CIBI (recombinante con gen pde de Z. mobilis)
y GG570-CIBII (recombinante con genes pde y
adbll de Z. mobilis).

Evaluacién de la produccién de
biomasa

Durante el proceso fermentativo las cepas
de §. cerevisize mostraron un comportamiento
normal para microorganismos en el cual, a ma-
yor tiempo de cultivo, mayor crecimiento ce-
lular (Converti et al., 1985; Thatipamala ez al.,
1992; Blanco ez al., 2006), sin embargo, se pudo
observar una disminucion de la biomasa con la
adicion de iones metilicos.

De acuerdo con los resultados mostrados
en la figura 1, la cepa control fue la menos afec-
tada por la adicién de iones, con una reduccion
de la biomasa inferior a 1 g/L, exceptuando el

tratamiento con 150 pM hierro-50 uM zinc (fi-
gura 1f), donde se observé disminucién de 1,3
y 2,0 g/Lalas 16 y 20 h respectivamente.

La cepa GG570-CIBI presenté la mayor
reduccion en biomasa celular cuando se en-
contrd bajo el efecto de la adicién de los iones
metalicos, disminuyendo el crecimiento en 3 y
4 ¢/L alas 20 h de fermentacién en los trata-
mientos 150 pM hierro-0 pM zinc (figura le)
y 0 uM hierro-50 uM zinc (figura 1b) respec-
tivamente.

De igual forma, la cepa recombinante
GG570-CIBII presenté disminuciéon en la
biomasa alcanzando una reduccién maxima
de 2,6 g¢/L alas 20 h en el tratamiento 150
UM hierro-50 pM zinc (figura 1f) con respec-
to al tratamiento sin adicién de iones (figura
1a).

En el estudio realizado por Mackenzie
et al. (1989) se reportd la disminucién en el
crecimiento celular de Z. mobilis bajo el efec-
to de la adicién de zinc, la cual fue mayor
que cuando hubo adicién del i6n ferroso, de
igual forma a como se observé en el presen-
te estudio con la cepa GG570-CIBII de §.
cerevisiae que también codifica para la enzima
ADHIL

Asimismo, se puede observar que cuando
se incrementa la concentracion del i6n ferroso,
ya sea en presencia o ausencia de zinc, las cepas
reducen la biomasa celular, aun cuando dicha
reduccién es mayor en presencia de zinc.

De acuerdo con los resultados anterio-
res, se podria pensar en una disminucion en
el crecimiento celular por parte de . cere-
visiae cultivada en medios complejos como
melaza de cafia de azicar o banano de recha-
zo (Hahn ef a/., 2005) debido a la presencia
de iones metalicos como hierro y zinc, que
en el caso de melaza se encuentran alrede-
dor de 54,3-138 ppm y 0-7 ppm respectiva-
mente, dependiendo de la procedencia de la
melaza.
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Evaluacién de la produccién de
etanol

Segun los resultados, la adiciéon de zinc
(figura 3b) podria tener un efecto inhibito-
rio sobre la produccién de etanol, afectando
en mayor proporciéon la cepa recombinante
GG570-CIBI seguida de la cepa CBS8060.
Por ello, se considera que la adiciéon del i6n
zinc no es recomendable para incrementar la
produccién de etanol como se esperaba, al ser
este 16n un cofactor enzimdtico de las isoen-
zimas alcohol deshidrogenasa, propias de .
cerevisiae.

Mackenzie ef al. (1989) reportaron dismi-
nucién en la actividad catalitica alcohol deshi-
drogenasa de Z. mwbilis al estar bajo el efecto
del i6n zinc, y aunque no reportaron produc-
cién de etanol, ésta tuvo que haber disminuido
dado que la enzima ADH tiene un efecto direc-
to sobre la produccion de etanol.

Por otro lado, cuando hubo adicién de
zinc y ademas del i6n hierro a baja concen-
tracion (figura 3d), se pudo observar que hay
una recuperacion de las cepas en cuanto a la
produccién de etanol. De igual forma, Mac-
kenzie ez al. (1989) reportaron incremento en
la actividad catalitica de la enzima ADH de Z.
mobilis cuaando se adicionan ambos cofactores
ala vez.

Se encontré que la adicion del i6n ferroso
a una alta concentracion, ya sea con o sin adi-
cion de zinc (figura 3e, 3f) genera una dismi-
nucion en la produccién de etanol de las cepas
de S. cerevisiae. Sin embargo, se puede ver cla-
ramente que cuando hay una concentracién de
150 pM de i6n ferroso, la cepa recombinante
GG570-CIBII es la que presenta la mayor pro-
duccién de etanol, siendo por tanto la menos
inhibida y superando la produccién de etanol
de la cepa control y la recombinante GG570-
CIBI en 9 y 14% respectivamente.

De acuerdo con lo reportado por Mac-
kenzie et al. (1989) y Gunasekaran y Chandra
(1999), el i6n hierro es un cofactor de la enzima
alcohol deshidrogenasa II (ADHII) presente

en la bacteria Z. mobilis, que le permite incre-
mentar la actividad enzimatica mejorando asi
la produccion de etanol. Dado que la cepa re-
combinante GG570-CIBII de S. cerevisiae tiene
insertado el gen adhll que codifica para dicha
enzima, el resultado obtenido muestra una ven-
taja metabolica adquirida por esta cepa al per-
mititle, bajo condiciones de alta concentracion
de hierro, producir la mayor concentracién de
etanol.

Adicionalmente, los sustratos utilizados
para la fermentacién alcoholica a nivel indus-
trial como melaza de cafia de azucar tienen
altas concentraciones de hierro, por lo cual la
utilizacién de esta cepa permitirfa mantener
una buena produccion de etanol con respecto a
otras cepas de S. cerevisiae.

En la tabla 2, se muestran las reducciones
en la produccién de etanol de cada una de las
cepas de S. cerevisiae bajo los tratamientos de
adicion de iones metalicos con respecto al trata-
miento control que no tenfa ninguna adicion.

En general, se establecié que hubo mayor
inhibicién con los tratamientos 150 pM hie-
rro-0 puM zinc seguido por 0 M hierro-50 pM
zinc. Adicionalmente, la cepa que mas disminu-
y6 la produccion de etanol fue la recombinante
GG570-CIBI a las 16 horas de fermentacién.

La cepa que es menos afectada por la
adicion de iones metalicos durante todo el
tiempo de fermentacién es la recombinan-
te GG570-CIBII y, ademds, el tratamiento
que mas efecto negativo le gener6 fue 0 uM
hierro-50 uM zinc. De acuerdo con esto, la
adicion de zinc al medio de fermentacion
podria causar inhibicién de la enzima ADHII
dado que todos los tratamientos con adicién
de este mineral (0 pM hierro-50 uM zinc, 50
puM hierro-50 uM zinc y 150 uM hierro-50 pM
zinc) generaron una reduccién mayor en las
concentraciones de etanol que las encontradas
en los tratamientos sin adicion de éste (50 M
hierro-0 uM zinc y 150 uM hierro-0 uM zinc),
igual a como sucede con Z. mobilis (Macken-
zie et al., 1989).
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Tabla 2. Disminucién de la produccién de etanol de las cepas bajo cada tratamiento
con respecto al tratamiento basal

16 horas Cepa
CBS8066 GG570-CIBI GG570-CIBII
Tratamiento (g/L) % (g/L) % (g/L) %
Fe0 Zn50 14,25 24,93 28,17 49,10 10,83 19,38
Fe50 Zn0 0,75 1,30 1,97 3,40 3,87 6,90
Fe50 Zn50 5,95 10,41 8,17 14,20 5,47 9,80
Fe150 Zn0 15,35 26,90 28,48 49,60 7,27 13,00
Fe150 Zn50 11,75 20,60 24,87 43,40 10,07 18,02
20 horas Cepa
CBS8066 GG570-CIBI GG570-CIBII
Tratamiento (g/L) % (g/L) % (g/L) %
FeO Zn50 10,48 17,40 12,47 21,60 6,40 11,00
Fe50 Zn0 1,28 2,10 0,30 0,50 1,40 2,40
Fe50 Zn50 2,38 4,00 4,70 8,10 5,10 8,80
Fe150 Zn0 11,58 19,24 11,40 19,80 3,90 6,70
Fe150 Zn50 10,28 17,00 11,70 20,30 4,90 8,40

En general, cuando el medio fermentati-
vo contiene 50 pM hierro-50 pM zinc, las cepas
disminuyeron en mayor proporcion la produc-
cién de etanol con respecto al tratamiento sin
adicién de zine (50 pM hiero—0 pM zinc), en el
cual no se presentd una disminucién de etanol
tan grande, esto podrfa mostrar que el i6n zinc
tiene un efecto negativo sobre la produccion
de etanol.

Sin embargo, cuando la concentracion de
hierro se increment6 hasta 150 uM, el efecto
inhibitotio de la adicion de zinc se reduce aun
cuando la disminucién persiste pero principal-
mente como consecuencia de 1a alta concentra-
cion de hierro.

Conclusiones

Se logré determinar que la adicion de io-
nes metalicos como hierro y zinc que actian
como cofactores enzimaticos de las enzimas
alcohol deshidrogenasa presentes en las cepas
de S. cerevisiae produjeron una disminucién en
el crecimiento y la produccién de etanol.

La cepa recombinante GG570-CIBII su-
fri6 menor inhibicién con respecto a la cepa
CBS8066 (control) y GG570-CIBI cuando se
adicionaron los iones metalicos. Asimismo,
cuando se incrementé la concentraciéon del
i6n ferroso dicha cepa presenté un aumen-
to en la producciéon de etanol con respecto a
la cepa CBS8066. Esto muestra que la cepa
recombinante GG570-CIBII podria ser usa-
da en fermentacion de sustratos industriales
(con altos contenidos de hierro) dado que la
produccién de etanol no serfa reducida tan
fuertemente.

También se establecié que la adicién
del i6n zinc tuvo un efecto mayor en la
inhibicién de la produccién de etanol por
parte de las cepas de S. cerevisiae evalua-

das.
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