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1- Resumen

Las pectinasas se emplean en la elaboracion de jugos de frutas y en el tratamiento de
mostos para la fermentacion, asi como en la clarificaciéon de las bebidas obtenidas. El
proceso de vinificacidon, tan importante para la economia de nuestra region DOC San
Rafael (Mendoza), hace uso de esta herramienta a gran escala. Las levaduras son una
fuente de produccion de enzimas y dado el rol importante que juegan en productos
fermentados, investigaciones en sus enzimas pectoliticas serian utiles porque las mismas
pueden ser producidas por las levaduras como parte del proceso. Actualmente, se busca
que la fermentacion alcohodlica sea posible a bajas temperaturas ya que esto permite
mejorar las caracteristicas organolépticas de los vinos. Es por ello que el presente trabajo
se centrd6 en la busqueda de levaduras autoctonas capaces de producir enzimas
pectinoliticas que actuen a dichas temperaturas.

Para el aislamiento, se tomaron muestras de 11 variedades de uva tintas y blancas de la
region DOC San Rafael y se sembraron en tres diferentes medios agarizados: WL, YGC
(Merck) y Mosto Uva. Posteriormente, las colonias aisladas se sembraron en un medio
especialmente disefiado que contenia pectina como unica fuente de carbono para detectar
las cepas pectinoliticas en placa a una temperatura de 28°C. La seleccion se realizo
visualizando las colonias crecidas luego del revelado con lugol, detectandose una zona
clarificada alrededor de las mismas. De un total de 1023 microorganismos sembrados
sobre el medio con pectina, 565 colonias resultaron ser pectinoliticas, de las cuales se
seleccionaron 96 cepas de levaduras por presentar mayor diametro de halo de
clarificacion. A partir de las mismas, se realizd una seleccion secundaria, segun la
capacidad de producir pectinasas activas a bajas temperaturas y crecer rapidamente a
dichas temperaturas, por el método en placa de igual forma que en la seleccion primaria y
se incubaron a 12°C. Se escogieron las cepas que presentaron mayor relacion didmetro de
halo/diametro de colonia y mayor diametro de colonia. Resultaron seleccionadas 10
cepas, sobre las que luego se determind sobre los extractos enzimaticos producidos en
medio YEPD-pH 3,5 su actividad pectinolitica por la liberacion de azicares reductores
medidos por el método del DNS (4&cido 3,5 — dinitrosalicilico). Finalmente, se escogieron
las 4 mejores cepas productoras de pectinasas activas a bajas temperaturas, GM-R-2-2,
GM-Ch-2-4, GM-PN-3-4 y GM-PN-3-21 con muy buenos niveles de actividad
enzimatica a dichas temperaturas: 0,751; 0,696; 0,623 y 0,551 UE/ml extracto
enzimatico, respectivamente. Ademas, las levaduras produjeron enzimas sin la necesidad
de ser inducidas por pectina, por lo que se confirma que son constitutivas.


mailto:mgmerin@fcai.uncu.edu.ar

2- Introduccion

Las enzimas son herramientas biotecnoldgicas muy valiosas en la elaboracion de
alimentos. Particularmente las pectinasas se emplean en muchos procesos industriales,
como por ejemplo la extraccion, clarificacion y reduccion de viscosidad en jugos de
frutas, extraccion de aceites de vegetales y citricos, fermentacion de café y té, entre otras
numerosas aplicaciones industriales (Kashyap y col., 2001). Estos compuestos son un
complejo enzimatico que degradan los polimeros pécticos. Hay diversas clases de
enzimas involucradas en la degradacion de pectinas: pectin y pectato liasas (PL), pectin
metil esterasas (PME) y poligalacturonasas (PG) (de Vries y Visser, 2001).

El proceso de vinificacion, tan importante para la economia de nuestra region DOC San
Rafael (Mendoza), hace uso de las pectinasas, una util herramienta a gran escala para
diferentes propdsitos, tanto aumentar el rendimiento en jugo y la extraccion de sustancias
propias de la baya de uva (polifenoles y compuestos del flavor) como colaborar en el
proceso de clarificacion y filtracion del vino por hidrélisis de la pectina, polisacarido
responsable de la turbidez y de la viscosidad.

Las pectinasas disponibles en el mercado y utiles en la vinificacion son producidas por
hongos, Aspergillus niger o Penicillium notatum (Kashyap y col., 2001). Sin embargo,
estos hongos secretan otras enzimas que son indeseables para la produccidon de vinos y
jugos de fruta, como por ejemplo la arabinofuranosidasa, que puede causar turbidez
(Whitaker, 1984). Las levaduras son una fuente alternativa para la produccidén a gran
escala de enzimas comerciales (Blanco y col., 1999; Jia y Wheals, 2000). Estos
organismos presentan ventajas comparadas con los hongos filamentosos respecto a la
produccion de pectinasas, debido a que son unicelulares, el crecimiento es relativamente
simple y casi no liberan metanol téxico.

En la actualidad, la fermentacion alcoholica y la etapa de maceracion pre-fermentativa en
la elaboracion de vinos se desarrollan a bajas temperaturas (10-15°C) para mejorar las
cualidades organolépticas del producto, ya que aumenta la produccion y retencion de
compuestos volatiles del flavor, mejorando su perfil aromatico (Killian y Ough, 1979;
Kunkee, 1984). Ademas, con la técnica de maceracion fria pre-fermentativa se logran
vinos mas oscuros y vividos, con menos tonos marrones (Gémez-Miguez y col., 2007).
Esta nueva situacion en la vinificacion requiere tanto para la extraccion como para la
clarificacion, de enzimas pectinoliticas que actien en ese rango de temperatura.

Hasta la fecha no se encuentran reportes en la literatura de estudios locales de
aislamiento y seleccion de levaduras autoctonas de la region DOC San Rafael, que
tengan la capacidad de producir enzimas pectinoliticas activas a bajas temperaturas. Por
esta razon, es muy valiosa una busqueda exhaustiva y una seleccion cuidadosa de las
mejores cepas de levaduras, ya que éstas son utiles para un doble propdsito: por un lado
para sintetizar y luego purificar las enzimas para adicion a los jugos de fruta para
aumentar la extraccién y clarificacion y, por el otro, en el caso de los productos
fermentados, las enzimas pueden ser producidas por las levaduras como parte del
proceso, ademas de cumplir con la funcion primordial que es la fermentacion.

3- Objetivos
El objetivo del presente trabajo fue aislar y seleccionar cepas de levaduras autoctonas

productoras de pectinasas, a partir de la superficie de bayas de uva del ecosistema DOC
San Rafael (Mendoza), activas a bajas temperaturas (10-15°C) y en las condiciones del



proceso industrial de vinificacion, con el fin de aplicarlas “in situ” en el proceso de
elaboracion de vinos tintos.

4- Metodologia

Aislamiento de microorganismos pectinoliticos: El aislamiento de los organismos
productores de pectinasa se realizd a partir de 11 variedades de uva, en estado de
madurez, de la region DOC San Rafael, provincia de Mendoza. Se colocaron 10 granos
de uva de cada variedad en frascos estériles conteniendo 10 ml de agua peptona (0,1%)
estéril. El sistema se sometio a agitacion a una velocidad de 165 rpm durante 1 h. Luego,
se sembro una alicuota de 200 pl del liquido resultante en tres diferentes medios
agarizados, WL (composicion [g/litro agua destilada]: Extracto de levadura 4,0; Peptona
acida de caseina, 5,0; D(+)-glucosa, 50,0; KH,PO4, 0,55; KCI, 0,425; CaCl,, 0,125;
MgS0,4.7H,0, 0,125; FeCl3.3H,0, 0,0025; MnSQO4, 0,0025; Verde de bromocresol,
0,022; Agar-agar, 17,0) pH = 5,5; YGC (Merck) y Mosto Uva (composicion [cada 100
ml de agua destilada]: Mosto concentrado, 868g aztcar/litro, 2,3 ml; Extracto de
levadura, 1 g; Agar-agar, 2 g) pH =4,5. Luego, se incubaron a 28°C durante 48 h.

Seleccion primaria de levaduras: Las colonias aisladas anteriormente en cada uno de los
tres medios de enriquecimiento, se sembraron sobre un medio especialmente disefiado
que contuvo pectina como unica fuente de carbono (g/1000 ml de agua destilada):
Pectina citrica, 2; Extracto de levadura, 1; Agar, 15; KH,PO4, 0,2; CaCl,, 0,05;
(NH4),SO04, 1; MgS04.7H,0, 0,8; MnSO4, 0,05; pH = 5. Las placas fueron incubadas a
28°C durante 48 h. La seleccion se realizo visualizando las colonias desarrolladas luego
del agregado de lugol, detectindose una zona clarificada alrededor de las colonias
(Fernandes-Salomao y col., 1996). Se seleccionaron solo las levaduras que presentaron
mayor tamafio de halo de clarificacion.

Seleccion secundaria de levaduras: Las cepas seleccionadas precedentemente se
sometieron a una segunda seleccion, segun la capacidad de crecer y producir pectinasas a
bajas temperaturas (12°C). La misma se llevd a cabo por medio de la determinacioén en
placa, con el medio descrito anteriormente con pectina como unica fuente de carbono, y
posterior revelado con lugol. Se seleccionaron las mejores cepas segin dos criterios, a
saber, las que presentaron mayor relacion didmetro de halo/didmetro de colonia y las que
resultaron con mayor tamafio de colonia aunque con una mediana relacion didmetro de
halo/didmetro de colonia.

Obtencion de los extractos enzimaticos en las condiciones de vinificacion: Se sembraron
las cepas seleccionadas previamente como mejores a 12°C (indculo al 5%) en caldo
YEPD (g/100 ml buffer citrico-citrato, pH 3,5): D-(+)-Glucosa, 2,0; Peptona de soja, 1,0;
Peptona de carne, 1,0; Extracto de levadura, 1,0. Se incubaron a dicha temperatura
durante 7 dias. Los cultivos se sometieron a agitacion a una velocidad de 130 rpm.
Luego, los extractos obtenidos se centrifugaron a 5.000 xg durante 15 min y se filtraron a
través de una membrana de 0,22 um de tamaiio de poro.

Evaluacion de actividad enzimdtica en los extractos obtenidos: Los extractos
enzimaticos extracelulares libres de células se utilizaron para la determinacion
cuantitativa de la actividad pectinolitica a 12°C. La misma fue ensayada por la
cuantificacion de los azucares reductores liberados desde una solucion de pectina (0,25%



de pectina en buffer citrico-citrato, pH 3,5) usando el reactivo acido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS) (Miller, 1959). El 4cido galacturénico fue utilizado como estandar (Sigma Chem.
Co.). La mezcla de reaccion incluyd 0,45 ml de sustrato y 0,05 ml de extracto
enzimatico. Dichas soluciones se incubaron a 12°C durante 30 min. La determinacion se
llevo a cabo por triplicado. Una unidad de actividad enzimatica se define como la
cantidad de enzima requerida para liberar 1 pumol de acido galacturénico por minuto bajo
las condiciones del ensayo.

5- Resultados

Aislamiento y seleccion primaria de levaduras: Se sembraron 33 placas conteniendo los
tres medios de enriquecimiento definidos anteriormente, en las que se estudid un total de
1023 colonias de microorganismos de la region DOC San Rafael, las que pudieron ser
bacterias, hongos o levaduras; 576 procedieron de variedades tintas y 480 de blancas. Del
total de microorganismos estudiados resultaron pectinoliticos 565. Previo a la seleccion
se realizé una observacion microscopica de los organismos pectinoliticos, para verificar
que los mismos fueran hongos unicelulares (levaduras) y descartar a los posibles hongos
multicelulares y bacterias. Finalmente, de todos los organismos pectinoliticos se
escogieron 96 levaduras pectinoliticas, aquellas que presentaron los mayores tamafios de
halos de clarificacion (Fig. 1).

FIGURA 1. Halos de clarificacion de algunos microorganismos pectinoliticos, revelados con lugol.

Seleccion secundaria de levaduras: Las cepas seleccionadas precedentemente se
sometieron a una segunda seleccion a 12°C. Para ello se sembraron por puncion
aproximadamente 20 cepas de levaduras por placa. Luego del tiempo de incubacion
correspondiente, se determind la relacion entre el tamafio de halo y el tamafio de colonia
(Dh/Dc) de cada cepa (Fig. 2). Las relaciones Dh/Dc resultantes estuvieron comprendidas
en un rango de 1,5 - 6,0 unidades.

FIGURA 2. Seleccion secundaria. Halos de clarificacion de algunas cepas pectinoliticas de levaduras,
revelados con lugol.



Finalmente, resultaron escogidas 10 cepas de levaduras a 12°C (Tabla 1y 2); 5 de ellas se
eligieron por su capacidad de producciéon de pectinasas, originando las mayores
relaciones Dh/Dc. Las restantes 5 cepas se seleccionaron por su capacidad de crecimiento
(Dc), lo que da lugar una relacion Dh/Dc mediana. Aqui vale aclarar que, este ultimo
criterio de seleccidon se basa en la aplicacion industrial de las cepas, ya que no sélo es
importante la produccion de enzimas sino también el crecimiento rapido y significativo,
debido a que se desea la produccion de las pectinasas in situ en el proceso de
vinificacidn; por lo tanto es una condicidon primordial que las levaduras seleccionadas
puedan crecer, multiplicarse, para finalmente producir el metabolito de interés.

TABLA 1: Cepas de levaduras seleccionadas a 12°C con mayor relacion Didmetro de halo/Diametro de

colonia (Dh/Dc).
Cepa Diametro de | Diametro de Relacion
P halo (mm) colonia (mm) Dh/Dc
GM-PN-3-21 21 3,5 6,00
GM-Ma-1-6 11 2,5 4,40
GM-PN-3-4 19 4,5 4,22
GM-PN-2-2 21 5 4,20
GM-CS-1-23 12 3 4,00

TABLA 2: Cepas de levaduras seleccionadas a 12°C con buen crecimiento (Dc).

Cepa Diametro de Diémgtro de Relacion
halo (mm) colonia (mm) Dh/Dc
GM-R-2-2 19 6 3,17
GM-Cy-2-5 17 6 2,83
GM-Cy-1-26 19 7 2,71
GM-Ch-2-4 14,5 7 2,07
GM-Se-3-20 18 9 2,00

Determinacion de la actividad enzimatica en los extractos obtenidos: Las 10 cepas de
levaduras escogidas en la etapa anterior, se ensayaron a 12°C y se seleccionaron las que
presentaron mayor actividad pectinolitica, determinada con el método del DNS, como se
puede observar en la Fig. 3. Aqui, es necesario remarcar que se plantea este método
como parte de la seleccion secundaria debido a que la técnica en placa tiene una
limitacion que es la difusion de la enzima a través del medio solido donde se encuentra el
polimero a degradar. Por lo tanto, es importante realizar un analisis en medio liquido,
donde se encuentre el sustrato y la enzima. Asi, esta técnica se aplica para aumentar la
sensibilidad de la seleccion.

Las cepas de preferencia resultaron ser 4; 2 provenientes del conjunto de cepas de mayor
relacion Dh/Dc y 2 del grupo de buen crecimiento. Las cepas que tuvieron mayor
actividad pectinolitica por el método del DNS, resultaron ser practicamente todas
aquellas seleccionadas por el método en placa como de buen crecimiento. Esto apoya la
decision tomada de realizar ensayos complementarios en medio liquido para escoger
finalmente a las mejores cepas productoras de pectinasas. Por lo tanto, se seleccionaron
las cepas GM-PN-3-4 y GM-PN-3-21, con una actividad enzimatica de 0,623 y 0,551
UE/ml extracto enzimadtico, respectivamente. Mientras que las cepas escogidas por su



buen crecimiento en placa que exhibieron mayor actividad en medio liquido fueron: GM-
R-2-2 y GM-Ch-2-4, con una actividad enzimatica de 0,751 y 0,696 UE/ml extracto
enzimatico, respectivamente (Fig. 3).

FIGURA 3: Actividad pectinolitica de las cepas seleccionadas a 12°C, determinadas por el método del
DNS.
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Investigaciones sobre levaduras pectinoliticas realizadas por otros autores arrojaron
valores de actividad enzimatica, medida por el método del DNS en los sobrenadantes de
cultivos, desde 0,107 hasta 0,679 UE/ml, a pH 5,0 y 50°C (Oliveira y col., 2005).
Mientras que Blanco y col. (2002) estudiaron la actividad PG de cepas indigenas y
mutantes de Saccharomyces cerevisiae PGUI1 y resultaron valores dentro del rango
0,103-0,974 UE/ml, a 37°C y pH 5,2. En conclusion, la actividad pectinolitica producida
con las cepas propias activas a 12°C y pH 3,5 es comparable con actividades a 50°C y
37°C, a pH 5,0 y 5,2 respectivamente, en los trabajos citados, revelando que las cepas
seleccionadas en el presente estudio tienen muy buenos niveles de actividad a bajas
temperaturas y en medio muy acido (pH del mosto corregido).

Asimismo, debido a que el medio de cultivo utilizado para la obtencion del extracto
enzimatico no contuvo pectina, sino glucosa como unica fuente de carbono, se concluye
que la produccion de enzima no es inducible y, por lo tanto, las levaduras seleccionadas
son constitutivas. De este modo, la produccion enzimatica industrial no estara sujeta a las
condiciones ambientales.

En investigaciones futuras, se identificaran las cepas pectinoliticas por medio de ensayos
morfolégicos y bioquimicos y por técnicas moleculares, y se caracterizara su sistema
pectinolitico, con el objetivo final de estudiar la factibilidad de incorporacion de dichas
levaduras a los cultivos iniciadores para vinificacion, para aplicarlas en las etapas de
maceracion pre-fermentativa y/o fermentacion. Ademads, existe la posibilidad de que
dichas cepas puedan usarse en diferentes industrias de alimentos.



6- Conclusiones

El presente trabajo es el primer reporte sobre seleccion de cepas pectinoliticas de
levaduras del ecosistema DOC San Rafael. Se han logrado seleccionar 4 cepas de
levaduras productoras de pectinasas a 12°C con un importante crecimiento en las
condiciones del proceso de vinificaciéon y muy buenos niveles de actividad enzimatica,
considerando que son extractos crudos, no sometidos a concentracion ni purificacion.

Las cepas de levaduras seleccionadas son constitutivas. Esta es una importante
caracteristica que significa una ventaja industrial, debido a que la produccion enzimatica
no esta sujeta a las condiciones ambientales.

Se ha realizado una busqueda exhaustiva y aislamiento de levaduras pectinoliticas; por lo
que se cuenta con un importante numero de cepas que no fueron seleccionadas segiin los
criterios planteados en este trabajo, pero que en futuras investigaciones pueden seguir
estudiandose para seleccionar levaduras con alguna finalidad especifica.
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