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Introduccion. En la industria mezcalera, la fermentacion
se realiza por levaduras de distintos géneros en
condiciones fluctuantes de estrés. Algunas de estas
podrian flocular a través de floculinas en presencia de
ca® (1). El estrés puede favorecer la floculacién y
producir  ciertos  metabolitos  especificos como
mecanismos de sobrevivencia. Este estudio caracteriza
estos fenébmenos en levaduras aisladas de mostos de
mezcal.

Metodologia. 19 levaduras (cepario LBI-CBG) con
tolerancia a diversos estreses fueron crecidas a 10, 15,
20, 30 y 40 °C (inoculo 0.5 Absgynm) €n diluciones de
hasta 1x10* en YPD o YPF (glucosa o fructosa al 2%) y
analizadas usando la técnica de micro-gota. Se evalué el
crecimiento por conteo celular, el consumo de azucar por
DNS y la produccién de metabolitos (etanol, glicerol y
acido aceético) por HPLC en micro-cinéticas a 30 y 40 °C
en medio liquido YPG o YPU (glucosa o fructosa al 10%),
inoculadas con 1.5x10° células/ml. La floculacién en fase
estacionaria en tampoén citrato/CaCl, 8mM por AbSgoonm
(1). La microscopia confocal con Solophenyl Flavine
7GFE-500 0.4% (SPF). La sensibilidad a azucares como
(2) y la amplificacién de genes FLO con oligos de (3) y
disefiados en este estudio.
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Figura 1. Células S. cerevisiae tefiidas con SPF (40X). En condici6n
Optima y estresante. Flechas indican lisis celular, las cabezas de flecha
sefialan las cicatrices del proceso de gemacion.

Resultados. El crecimiento en medio solido (YPF, YPD)
no mostro diferencias, pero si en el estrés por
temperatura, siendo mas tolerantes las cepas
Saccharomyces cerevisiae (Sc3Y8) y Kluyveromyces
marxianus (Km1D5). Estas mostraron mejor asimilacion
de glucosa y fructosa a 40 °C en medio liquido, incluso
mejor que la Fermichamp (cepa modelo). La Sc3Y8 fue la
mas productiva con 8.6g/L (glicerol) y 43.6 g/L (etanol),
en todas las condiciones, y demostrd floculacién, con
menos células lisadas en estrés con respecto a
Fermichamp (Fig. 1). El fenotipo de floculacién en esta
cepa es dependiente de Cat+2, sensible a galactosa,
glucosa, fructosa y sacarosa, e insensible a manosa (Fig.
2). Finalmente, fue posible amplificar los genes Flo1, Flo5
y Flol1 de esta cepa.
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Figura 2. Sensibilidad por azucares del fenémeno de floculacién en la
cepa Sc 3Y8.

Conclusiones. De acuerdo al género se observa un
comportamiento diferencial al estrés por temperatura. S.
cerevisiae (Sc3Y8) y K. marxianus (Km1D5) presentaron
mayor tolerancia a este estrés. Solo Sc3Y8 presentd
floculacion bajo estas condiciones y este fenébmeno es
del tipo NewFlo.
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