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La fermentacion alcohdlica impone una gran cantidad de condiciones estresantes a las levaduras, sin embargo, de
todos ellos los méas importantes por su magnitud son los causados por la presion osmatica y la presencia de etanol en
el medio (Carrasco et al., 2001). En el Laboratorio de Biotecnologia Industrial (CBG-IPN) se cuenta con una coleccién
de méas de 70 levaduras, Saccharomyces y no-Saccharomyces, que fueron originalmente aisladas de mostos de
agave en diferentes etapas de la fermentacion del mezcal tamaulipeco, y que estamos caracterizando en cuanto a sus
propiedades de tolerancia al estrés, capacidad de utilizacion de hexosas, productividad en mostos sintéticos y reales
tipo agave y uva, asi como hemos comenzado a explorar su capacidad de floculacién y su uso tanto como productores
de enzimas como en formulaciones de inoculantes mixtos para otorgar a los productos fermentados propiedades
organolépticas especificas. Dado que el primer paso en la caracterizaciobn consiste en conocer sus limites de
tolerancia al crecer, en este trabajo se explora la respuesta a diferentes tipos de estrés de toda la coleccién, como una
manera de clasificarlas y elegir aquellas con desempefios fermentativos sobresalientes y/o complementarios.

Con respecto a la utilizacién de azlUcares fermentables, la glucosa y la fructosa son las principales hexosas de
practicamente todos los mostos, y encontrandose por ejemplo en cantidades equimolares en el jugo de uva, pero
variando fuertemente en otros mostos, en los cuales la concentracion tipica inicial de azlcares varia entre 100 a 250
g/l, y siendo la menor fermentabilidad de la fructosa el primer obstaculo con el que se topan las levaduras al ser
inoculadas. Es por ello que desde el punto de vista tecnoldgico, las levaduras que han sido aisladas de
fermentaciones que naturalmente contienen una alta concentracion de fructosa, tal y como es el caso de los mostos
de agave, que contienen hasta un 90% de ésta azucar, son de gran interés ya que generalmente se encuentran ya
adaptadas a la presencia de una alta concentracion de esta hexosa (Oliva-Hernandez et al., 2013) ademas de otras
moléculas inhibitorias tales como compuestos de Maillard, furfural y saponinas téxicas (De Ledn-Rodriguez et al.,
2006) dependiendo de la especie de agave, todo lo cual hace a éste proceso una rica fuente para la bisqueda y
aislamiento de levaduras, especialmente aquellas que se pretenden usar en procesos industriales, tales como la
produccion de vino, en los cuales los paros de fermentacion se sabe estan relacionados a una alta concentracion
residual de fructosa, que no puede ser consumida generalmente por las cepas vinicolas comerciales, que son
altamente glucofilicas. El segundo estrés principal con el que se enfrentan las levaduras son las concentraciones
crecientes de etanol durante la fermentacién, ya que se conoce bien su efecto como inhibidor del crecimiento
microbiano, y han sido ampliamente reportados los efectos toxicos del etanol que incluyen pérdida de la viabilidad e
inhibicién tanto del crecimiento como de los sistemas de transporte tales como las permeasas de aminoacidos y de
transporte de glucosa (Lewis et al., 2010). En resumen, la combinacion de estos dos estreses principales contribuye
de manera principal a los problemas en la productividad de las fermentaciones. Es por ello que, el que una levadura
tenga una alta tolerancia al etanol es un prerrequisito para poder tener una alta productividad durante la fermentacion,
por lo cual fue una de las primeras caracteristicas que fueron investigadas en la coleccién LBI-CBG.

Se desarroll6 una metodologia de cuenta de colonias en gota para caracterizar de manera eficiente y rapida a la
coleccion, y debido a que se observé un mayor efecto inhibitorio del etanol cuando la fructosa estaba presente,
procedimos a caracterizar inicialmente la tolerancia a esta hexosa, la cual resulté ser aprox. 750 g/l para las dos cepas
S. cerevisiae mas tolerantes (3Y4 y 3Y8) la cual fue mayor que la reportada por Arroyo-L6pez et al. (2009) en medio
liquido, que fue de 640 g/l. La tolerancia maxima al etanol en presencia de glucosa fue de 15 % v/v, para cepas de S.
cerevisiae, pero cuando era usada la fructosa, tanto las cepas de Saccharomyces como de no-Saccharomyces no
fueron capaces de crecer a mas de 9% v/v de etanol, afectando esta hexosa de manera importante la capacidad de
tolerancia al etanol. Con toda la informacién generada se propone un sistema de seleccion de cepas utilizando sus
niveles de tolerancia al estrés por etanol y a la presencia de fructosa.
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