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Introduccién. La pared celular de S. cereviciae, es una
estructura dindmica que varia en composicién segun la
edad, condiciones de cultivo y estrés. Esta ha sido muy
estudiada por ser un blanco perfecto para los
antifungicos (1). La pared celular estd compuesta por tres
grupos de polisacaridos: polimeros de manosa ligados
covalentemente a péptidos (manoproteinas ~40%); de
glucosa (B-glucanos ~60%) y los polimeros de N-
acetilglucosamina (quitina ~2%) (2). Una prueba sencilla
para estudiar la integridad de la estructura de la pared
celular es la formacion de esferoplastos que se miden
mediante la disminucién de la DO a través del tiempo y
con ello se determina la resistencia de las células al
rompimiento enzimatico (3). El objetivo de este trabajo
fue estudiar la resistencia a la lisis enzimatica de cuatro
cepas de levadura cultivadas en jugo de agave y
caracterizar el contenido de pB-glucanos, mannanos y
quitina en su pared celular.

Metodologia. De un cultivo con levadura (CT15, CT25,
CT35y L03), en jugo de agave a concentracion de 30g/L,
se recolectdé 50 mL de muestra en fase exponencial y
estacionaria. Las muestras fueron centrifugadas a
3500rpm/10min eliminando el sobrenadante y las células
precipitadas se lavaron dos veces con agua destilada y al
final con buffer Tris-HCL pH 7.5. La determinacion de la
resistencia de la célula a la lisis enzimatica, se llevo a
cabo mediante el método de spheroplat (3), el cual
consiste en resuspender las células de levadura en 3 mL
de buffer 50 mM Tris HCI, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA a
pH 7.5. A esta suspension se le agregdé 100 uL de B-
glucanasa a 5U e inmediatamente se tomaron lecturas de
la DO a 600nm cada 5 a 10 minutos.

Resultados y discusion. Observamos que la cepa CT15
mostré mayor resistencia a la lisis enzimatica en fase
exponencial que las otras cepas, (fig.1 y 2). Encontrando
una velocidad maxima de grado de lisis de 0.6168x107
min™ en fase estacionaria y 0.08547x10?min”" en fase
exponencial. Relacionando la resistencia con el
contenido de polisacéaridos, la CT15 presenta en fase
estacionaria un alto contenido en quitina (71.8 pg/mg) y
mas mananos que glucanos (104.8 y 99.7 ug/mg), siendo
probablemente la causa de la resistencia de la pared a la
lisis por accién a la glucanasa. Por otro lado, la CT35
mostré menor resistencia a la lisis que las otras cepas,

con un maximo grado de lisis de 0.2344x10 min"en fase
exponencial y 0.523x10?min”" en la estacionaria. Este
comportamiento depende en gran parte del contenido de
B-glucanos, mananos y quitina que estructuran la pared
celular (2).
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Fig. 1. Resistencia al rompimiento enzimatico, levaduras en
fase exponencial.

ALO3

1 mCT1S
0.9 *CT25
g-? e .. T35
o 'l'ixxxxxx:g:
2 05 !-.-I....
0.4 ...
03 ®oo0ee

0 20 40 60 80
Tiempo (min}

100 120 140

Fig. 2. Resistencia al rompimiento enzimatico, levaduras en
fase estacionaria.

Conclusiones. Se demuestra que la estructura de la
pared celular varia de acuerdo a la fase de crecimiento.
Constatamos que la CT15 muestra mayor resistencia a la
lisis enzimatica en fase exponencial que en estacionaria.
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