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RESUMEN

El vino es el producto de un proceso complejo en el que
tiene lugar la conversion bioquimica del mosto de uva
por accion de la microbiota levaduriforme y de multiples
reacciones quimicas catalizadas por enzimas. Entre
éstas, las polisacaridasas degradan polimeros de paredes
celulares de la baya de uva y mejoran diversos aspectos
sensoriales y tecnologicos (extraccion de jugo y rendi-
miento, clarificacion, filtrabilidad, estabilidad coloidal,
extraccion de compuestos de aroma y color) y facilitan la
liberacion de polifenoles, entre los cuales se encuentran
los compuestos bioactivos. El objetivo del presente tra-
bajo fue seleccionar, en base al desempefo tecnoldgico
en el proceso de vinificacion, microorganismos autécto-
nos de la region DOC San Rafael-Mendoza, previamente
aislados de superficie de uva, productores de sistemas
multi-enzimaticos despolimerizantes de paredes celula-
res. Se realizd una primera seleccion en base a activida-
des enzimaticas: pectinasas, celulasas, xilanasas, amila-

m La Alimentacion Latinoamericana N° 346

Este trabajo recibio la Segunda Mencion en
el "Premio AATA 50 anos" durante el XVII
Congreso Argentino de Ciencia y Tecnologia
de Alimentos (CyTAL 2019), llevado a cabo
en Buenos Aires del 20 al 22 de noviembre.

sas, B-glucosidasas y proteinasas. La segunda seleccion
se baso en la correlacion entre la actividad enzimatica y
el efecto producido en el mosto. Para la produccion de
los extractos enzimaticos, las cepas se inocularon en
medios de cultivos liquidos que contenian pectina (1%)
como inductor. Los cultivos fueron incubados en condi-
ciones similares a las de vinificacion (pH 3,8 y 28°C)
durante 72 horas. La actividad pectinolitica se determind
valorando los azucares reductores liberados desde un
medio con pectina mediante el reactivo 3,5-dinitrosalici-
lico (DNS). Para evaluar el efecto de los extractos enzi-
maticos se realizd una maceracion con 20 mL de mosto
de uva, dosificados en idénticas unidades enzimaticas
netas (EU), llevada a cabo por duplicado, a baja tempera-
tura (12°C) y a temperatura tradicional de vinificacion
(28°C). Se realizaron controles con una enzima comercial
de uso enoldgico y con mosto sin inocular (control nega-
tivo). Se realizaron ensayos de clarificacion, filtrabilidad,
determinacion del indice de polifenoles totales (IPT), indi-
ce de color (IC), matiz, parametros CIELAB y cuantifica-
cion de polifenoles totales. De un total de 21 cepas de
levaduras, pertenecientes a 11 géneros, todas mostraron
un marcado efecto de la actividad enzimatica sobre los
parametros tecnoldgicos evaluados, respecto al control
negativo. En cuanto al IPT una cepa de Aureobasidium
pullulans presento el mayor indice a ambas temperaturas
de ensayo, presentando a su vez la mayor actividad pec-
tinolitica. Se observd un notable aumento del IC respecto
a los controles, efecto que fue mas marcado a 28°C.
Torulaspora delbrueckii tuvo marcada influencia de su
actividad pectinolitica en la filtrabilidad y clarificacion del
mosto a ambas temperaturas de ensayo, como asi tam-
bién en la extraccion de polifenoles totales a baja tempe-
ratura, diferenciandose del resto para estos efectos. Los



resultados obtenidos sugieren que las levaduras selec-
cionadas en una primera instancia pueden realizar un
aporte positivo en cuanto a la degradacion de polimeros
presentes en el mosto, posibilitando su empleo en etapas
de maceracion tradicional y a bajas temperaturas. Del
analisis de estos resultados se seleccionaran las mejores
cepas con el perfil enzimatico dptimo.

Palahras clave: polisacaridasas, levaduras, macera-
cion, vinificacion.

INTRODUCCION

Los sistemas enzimaticos microbianos presentan un
gran interés en la mejora de ciertos aspectos tecnolégi-
cos y sensoriales en la elaboracion del vino. Son aplica-
dos en la etapa de maceracion por su contribucion en el
proceso de clarificacion y en la filtrabilidad de mostos y
vinos, asi como en la liberacion de compuestos fenoli-
cos presentes en la baya de uva. Esta liberacion es posi-
ble gracias a su accion hidrolitica sobre los polisacéari-
dos que constituyen la pared de las células vegetales.
Estos preparados enzimaticos contienen en general una
mezcla de actividades. En particular, las polisacaridasas
cumplen un papel primordial en la degradacion de los
polimeros de la pared celular. Estas incluyen a las pec-
tinasas, amilasas, celulasas y xilanasas.

Otras enzimas muy relacionadas a las anteriores
son las B-glucosidasas, las cuales son criticas en la libera-
cion de los compuestos aromaticos, ya que acttian sobre
los glicosidos previamente hidrolizados por las otras enzi-
mas pero, a su vez, son capaces de hidrolizar los com-
puestos antocianicos produciendo pérdidas de color en
los vinos tintos (Romero-Cascales y col., 2012), y las enzi-
mas proteoliticas, responsables de mejorar el contenido
nutricional de los mostos y la produccion de precursores
de compuestos aromaticos, asi como también estan impli-
cadas en la reduccion de la estabilidad proteica de los
vinos (Dizy y Bisson, 2000; Belda y col., 2016).

Por su parte, las pectinasas son sistemas enzi-
maticos capaces de romper los polimeros pécticos de
las paredes celulares de la baya y han mostrado una
gran influencia tanto en las propiedades sensoriales
como en las propiedades tecnoldgicas de los vinos
(Maturano y col., 2015; Fratebianchi y col., 2017). Al
exponer componentes de las células también afectan el
curso de la fermentacion y de las reacciones bioquimi-
cas que tienen lugar en el proceso (Merin y col., 2011).

En cuanto a las celulasas y hemicelulasas, con-
tribuyen a incrementar la extraccion del jugo de uvay a
mejorar la clarificacion de los vinos (Romero-Cascales y
col., 2008).

Con respecto a la adicion de enzimas de uso enol6gico
en vinificaciones en tinto -y sobre la base de trabajos
previos (Martin y Morata, 2013- 2014; Merin y col.,
2015; Yu y col., 2016; Yu y col., 2019)- se puede afir-
mar que las diferentes actividades carbohidrasas y enzi-
mas relacionadas que componen los preparados enzi-
maticos tienen diferentes acciones hidroliticas sobre las
paredes celulares y en funcion de esto van a producir
efectos distintos sobre la composicion del mosto-vino.
Recientemente, se han reportado avances cientificos
sobre la composicion quimica y estructural de la pared
celular de bayas de uva y sobre la accion hidrolitica de
enzimas comerciales sobre sus polisacaridos constitu-
yentes (Yuy col., 2016; Gao y col., 2019).

En el presente trabajo se propone indagar las
diversas actividades de los sistemas enzimaticos micro-
bianos y relacionarlas con los atributos de color y propie-
dades tecnol6gicas mas relevantes en la vinificacion.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento y seleccion de microorganismos
productores de enzimas polisacaridasas

Se tomaron muestras de uva de la region vitivinicola DOC
San Rafael-Mendoza. El aislamiento fue realizado desde
la superficie de la baya. Se utilizaron medios selectivos
para levaduras, como el medio WL (Wallerstein
Laboratory) y el medio MEA-agar extracto de malta. La
siembra se hizo para todas las muestras por duplicado
para incubar a dos temperaturas de ensayo, 15°Cy 28°C.
La produccion de enzimas pectinasas, celulasas, xilana-
sas, amilasas y proteinasas fue detectada mediante el
método semicuantitativo en placa con medios de cultivo
suplementados con el polimero o sustrato especifico. La
formacion de halos de hidrolisis alrededor de las colo-
nias y su didmetro se reveldo mediante el agregado de
colorantes especificos. Cepas controles positivos y nega-
tivos fueron utilizados en cada caso.

Identificacion fenotipica y genotipica de levaduras
secretoras de polisacaridasas

La identificaron fenotipica se llevd a cabo siguiendo los
criterios taxonomicos descritos por Kurtzman y Fell
(2000) segun sus caracteristicas morfolgicas y fisiold-
gicas. La identificacion molecular a nivel de especie se
realiz6 por PCR-RFLP de la region 1TS1-5.8S-1TS2 del
complejo génico de ADNr nuclear. La reaccion de PCR
se llevo a cabo de acuerdo con los protocolos descritos
por Esteve-Zarzoso y col. (1999) con algunas modifica-
ciones utilizando los cebadores universales ITS1y ITS4
ya descritos por White et al. (1990).
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Produccion de extractos enzimaticos extracelulares
Las levaduras seleccionadas se inocularon en un medio
liquido (Moyo y col., 2003, con ligeras modificaciones)
a pH 3,8 (pH del vino). Los cultivos fueron incubados
hajo condiciones de agitacion (130 rpm) a 28°C durante
72 h. Las células se separaron mediante centrifugacion
(10000x g, 15 min a 4°C) y se eliminaron para obtener los
sobrenadantes libres de células (extractos enzimaticos).
Se cuantificaron las actividades pectinasa, xilanasa, celu-
lasa y amilasa mediante el método de cuantificacion de
azlcares reductores con el reactivo DNS, modificado por
Qian Liy col. (2015), utilizando diferentes polisacaridos
como sustratos. La actividad proteasa se determind en
placa con agar leche segun Merin y col., (2015).

Ensayos tecnoldgicos

Para evaluar los efectos tecnoldgicos de los preparados
enzimaticos microbianos se realizaron maceraciones, a
escala laboratorio, con mosto de uva. Para ello, se colo-
caron en tubos Falcon de 50 mL, 40 g de mosto Malbec
y se agregdo 1 mL de extracto enzimatico crudo (1
U/mL). En paralelo, se realizaron un blanco de reaccion
con buffer al pH del mosto y un control con enzima
comercial (Extrazyme, I0C) dosificada en idénticas uni-
dades enzimaticas netas (EU) que el extracto crudo.
Todos los tratamientos se incubaron durante seis horas
a dos temperaturas de ensayo, 12°C y 28°C. Todos los
experimentos se hicieron por triplicado.

-Clarificacion: El porcentaje de transmitancia se consi-
der6 una medida de la clarificacion del mosto y se deter-
mind a 650 nm (Cavello y col. 2017).

-Filtrabilidad: Luego del tratamiento enzimatico, se
hizo pasar el mosto por un filtro de 25 cm de diametro
y 15 pm de poro, con una fuerza de vacio de 0.9 Bar,
como describe Belda y col., (2016) con ligeras modifi-
caciones. La filtrabilidad se expres6 como los segundos
necesarios para filtrar 1 mL de muestra.

-Ensayos de color: La extraccion de color se evalud
determinando los parametros clasicos intensidad del
color (IC), matiz e indice de polifenoles totales (IPT),
segun Glories y col. (1984) y Ribéreau-Gayon y col.
(2006). Se determinaron ademds las coordenadas CIE-
LAB segln el método estandar de la Commission
Internationale de L’Eclairage (CIE, 1986). Por ultimo, se
determin¢ el Contenido de Polifenoles Totales (CPT)
segln el método de Folin-Giocalteu (Liang-YuChen y
col., 2015).

Analisis estadistico

Los datos experimentales son el promedio de tres repe-
ticiones + desviacion estandar. Analisis de la varianza
(ANQVA) fue aplicado sobre dichos datos, la compara-
cion de los valores medios se realizé mediante la prueba
de diferencias menos significativas de Fisher, realizada
a un nivel de significancia p<0,05, usando el programa
Statgraphics Plus ver. 5.1.

TABLA 1 - Productos de PCR y fragmentos de restriccion de las especies identificadas por la técnica PCR-RFLP de la
region 1TS1-5,8S-1TS2 del ADNT.
Gopa Espeioke Producto Fragmentos de restriccion (pb)

amplificado (pb) Cfol Haelll Hinfll

m11-2 Aureobasidium pullulans 600 190+180+100 450+150 200+180+130

m 86-2 Aureobasidium pullulans 600 190+180+100 450+150 290+180+130

m 86-1 Aureobasidium pullulans 600 190-+180+100 4504150 290+180+130

m 89-1 Candida sp. 500 220+130 470 2504230

m 50 Debaryomyces hansenii 650 300+320+50 420+150+100 3204330

m 87-3 Debaryomyces vanrijiae 650 310+300+50 420+140+90 320+320

m 27-2 Hanseniaspora sp. 750 330+320+100 760 330+180+150+80

m 82 Hansentaspora uvarum 750 320+310+100 740 330+180+150+70

ml18 Metschmkowia pulcherrima 400 210+100+80 280+100 200+180

ts-1 Metschnikowia pulcherrima 400 210+100+80 280+100 200+180

ts-2 Metschnikowia pulcherrima 400 210+100+80 280+100 200+180

m 28-1 Pichia guillermondii 630 300+260+80 400+110+80 320+300

m 79-1 Saccharomyces cerevisiae 880 390+360 320+220+180+150 360+150

m7-2 Torulaspora delbrueckii 800 330+4220+150+100 800 4104380

m 30-1 Torulaspora delbrueckii 800 3304220+ 150+100 800 4104380

m 29 Torulaspora pretoriensis 825 380+330+110 800 38042904125
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FIGURA 1 - Actividades enzimaticas de las levaduras de origen enoldgico productoras de polisacaridasas a 28°C y pH
3,8. Una unidad enzimatica (U) se define como la cantidad de enzima requerida para liberar 1 ymol de azticar reductor
por minuto bajo las condiciones de ensayo
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RESULTADOS Y DISCUSION
A partir de 96 cepas de levaduras y microorganismos
yeast-like aislados de la superficie de uva, 83 mostra-
ron actividad pectinolitica. En una primera instancia, se
seleccionaron aquellas cepas que presentaron la mayor
relacion diametro de halo/didmetro de colonia y el
mayor diametro de colonia, es decir, mayor crecimien-
to. Seguidamente, los aislados fueron estudiados por
su capacidad de producir otras actividades enzimaticas
de interés enoldgico, tales como celulasas, xilanasas,
proteasas, amilasas y B-glucosidasas, debido a su
influencia en diversas propiedades tecnoldgicas y sen-
soriales de los vinos. En este sentido, fueron seleccio-
nadas 16 cepas capaces de producir diferentes siste-
mas multi-enzimaticos. Dichas cepas fueron identifica-
das genéticamente a nivel de género y especie. Como
puede observarse en la Tabla 1, los aislados pertenecie-
ron a los géneros Aureobasidium, Candida,
Debaryomyces, Hanseniaspora, Metschnikowia, Pichia,
Saccharomyces'y Torulaspora.

Adicionalmente, junto con las cepas selecciona-
das, se incluyeron en el presente estudio otros microor-
ganismos pectinoliticos de la coleccion microbiana del
Laboratorio de Biotecnologia de la FCAl de la UNCuyo (CC
Biodiversiad San Rafael). Dichas cepas fueron:
Aureobasidium pullulans R-22, Cryptococcus saitoi GM-
4, Filobasidium capsuligenum B-13, Rhodotorula daire-
nensis GM-15'y Saccharomyces cerevisiae B-17.

En la Figura 1 se pueden observar las distintas activida-
des polisacaridasas evaluadas para cada cepa a 28°Cy
pH 3.8. En cuanto a la actividad pectinolitica, todas las
cepas presentaron niveles considerables de actividad,
en particular la cepa Aureobasidium pullulans R-22 pre-
sento el valor mas alto (1,149 UE/mL). Dicha cepay A.
pullulans m11-2 mostraron un pool enzimatico de las
cuatro actividades evaluadas, con significativa actividad
pectinolitica. Mientras que las otras dos cepas de A.
pullulans (m86-1y m86-2) tuvieron las mas altas acti-
vidades celulasa y xilanasa. Estos resultados coinciden
con lo reportado previamente por Belda y col (2016),
quienes encontraron que todas las cepas A. pullulans
aisladas de uvas (100% de los aislados de esta especie)
presentaron actividad celulasa y pectinasa. Por otra
parte, en la cepa T. delbrueckii m7-2, si bien tuvo una
actividad pectinolitica baja, sus actividades celulasa y
xilanasa fueron significativamente altas. Otra cepa de T.
delbruekii (m30-1) mostré un comportamiento diferen-
te, ya que sus actividades fueron menores y no presen-
t6 actividad celulasa. Por su parte, Hanseniaspora sp.
m27-2 mostrd una significativa actividad pectinolitica
pero muy bajas las demads actividades polisacaridas. C.
saitoi GM-4 y F. capsuligenum B-13 también presenta-
ron las cuatros actividades enzimaticas estudiadas, y la
cepa D. vanrijiae m87-3 mostré niveles considerables
de actividades pectinasa, xilanasa y celulasa, pero infe-
riores al de las cepas de A. pullulans.
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TABLA 2 - Efectos de los extractos enzimaticos microbianos sobre macerados de mosto de uva cv. Malbec a baja tem-
peratura (12°C) y a temperatura tradicional (28°C).

Tratamiento a 28°C Tratamiento a 12°C

Com IPT  IC  Matiz CPT L* a* b* AE | IPT IC  Matiz CPT L* a* b* AE
Cl 4623 1067 0703 60771 742 258 05 35 4893 926 0766 60771 692 289 14 54
2 51,63 9.02 0619 74085 747 234 30 50,57 839 0,686 74085 740 283 -1

A pullulans R-22 5510 11,25 0,780 65781 681 284 32 12 5343 928 0853 66408 718 22,7 0 8.1
A, pullulans m 112 5957 1246 0,725 67547 656 30,1 29 99 58,57 9358 0,738 696,26 735 259 23 54
A, pullutans m 86-2 56,63 1097 0,707 73447 683 31,9 1,1 8.5 5743 B74 0778 TILAS M4 25,7 59
A. pullulans m 86-1 35,30 1093 0,674 70416 683 263 3.7 6,7 3447 945 0,725 69890 744 238 3 15
Candida sp. m 89-1 4690 1276 0765 62901 658 294 26 94 4787  B37 0715 627,50 723 25,1 33 53
C. saitoi GM-4 4870 1235 0795 68261 678 273 45 7.7 | 4827 1239 0783 67923 25 230 51 7.7
D. hansenii m 50 4643 1033 0,654 66884 65,1 342 1 124 | 51,13 1033 0695 670,09 719 245 34 5,5

D. vanrijiae m 87-3 5343 119 069 69389 663 316 22 99 | 5373 932 0738 69426 41 244 3 6,8
F.capsuligenum B-13 56,53 1069 0,79 58868 633 295 39 102 | 56,77 10,14 0854 59794 656 292 43 4,6
Hanseniaspora sp. m27-2 57,67 1209 0,738 68938 66,1 2% 37 93 | 3450 754 0784 63938 79,1 19,7 28 136
H. wvarum m 82 4857 1067 0730 61523 693 201 2 6,1 | 5567 877 0763 60371 726 260 32 4.8
M. pulcherrima m 18 4663 1071 0,762 66934 667 308 2 91 (4733 870 0763 66858 723 244 38 6.0
M. pulcherrima ts-1 5157 1026 0742 64654 665 327 12 104 | 4877 937 0719 63026 733 252 32 58
M. pulcherrima ts-2 4827 1228 0645 63276 397 299 48 157 | 4670 955 0730 63351 714 286 1,9 23
P. guillermondii m28-1 5337 1142 0814 61798 765 198 48 77 | 51,57 981 0856 61473 766 200 44 120
R. dairenensis GM-15 5660 1109 0729 65130 669 291 32 835 | 5450 920 0880 65894 TI® 237 4.8 6.7
§. cerevisiae B-17 433 1192 0775 65631 695 269 37 58 | 4853 999 0848 66558 724 230 49 7.6
§. cerevisiue m 79-1 49,13 1124 0679 62775 675 30 23 82 | 5113 873 0858 63026 719 232 5,2 74
T. delbrueckii m 7-2 5897 1201 0721 73334 716 258 25 33 [ 5757 905 0767 74411 TI® 263 3 4,0
T. delbrueckii m 30-1 4750 1063 0,723 61560 68,1 285 23 69 | 4653 886 0753 61009 751 236 3 8.1
T. pretoriensis m 29 4633 1050 0710 65543 662 304 28 95 [4633 825 0856 65293 682 283 34 23

Cl1=Control sin enzima (1 mL de buffer citrico-citrato pH=38); C2=Control con enzima comercial (Extrazyme, | U/mL); Extractos enzimiticos crudes= 1 U/mL: IPT (indice de Polifencles
Totakes); IC (Indice de Color); CPT (Contenido de Polifenoles Totales); L* (Claridad); a* (rojo/verde); b* (amarillo/azull); AE (Diferencia de color),
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TABLA 3 - Efecto de los extractos enzimaticos sobre la clarificacion y filtrabilidad del mosto a baja temperatura

12°C y a temperatura tradicional de 28°C

Cepa Filtrabilidad (s/mL) Clarificacién (T650)
12°C 28°C 12°C 28°C
C1 380,10+ 0,124 388,00 + 0,402 12,80 + 0,258 12,90 + 0,189
C2 210,40 + 0,185 238,00 + 0,366 67,50 + 0,345 65,00 + 0,329
A. pullulans R-22 250,40 + 0.566" 266,60 + 0,141° 55.40 + 0,990 48,95+ 0,071
A. pullulans m11-2 256,35 + 0,495° 268,50 + 0,707° 42,56 + 0,792¢ 40,80 + 0,283F
A. pullulans m86-2 283,20 + 0,283° 354,00 + 1,414" 5520 + 0,288 53,00 + 1,414
A. pullulans m86-1 296,50 + 0,707 312,25 £ 0,354° 47,95 + 1,344 46,75 + 0,354

Candida sp. m 89-1

C. saitoi GM-4

D. hansenii m 50

D. vanrijiae m 87-3
F.capsuligenum B-13
Hanseniaspora sp. m27-2
H. uvarum m 82

M pulcherrima m 18
M. pulcherrima ts-1

M. pulcherrima ts-2

P. guillermondii m 28-1
R. dairenensis GM-15
S. cerevisiae B-17

8. cerevisiae m79-1

T. delbrueckii m7-2

T. delbrueckii m 30-1

T. pretoriensis m 29

351,05+ 0212%
361,00 + 1,141™
327,80+ 1,311"
255,00 + 1,441°
355.00 + 1,440
264,25 + 0,354°
346,50 + 0,850
368,15+ 0,215"
322,50 + 1,543%
336,60 + 0,849'
379,60 + 0,849P
282,50 + 0,780°
30920+ 1.321°
335,60 + 0,849"
249,25 + 1.061°
370,50 + 0,800°
366,25 + 0,389"

370,50 + 2,121™
378,00 + 1,411°
365,45 + 0,636
272,50 + 0,701°
378,25+ 0,354°
299,00 + 1,451¢
363,00 + 1,515
379,95 + 0,7787
375,55 + 0,778"
340,25 + 0,354"
390,00 + 1,440"
315,75 + 1,603
324,25 + 03548
368,00 + 1,541"
271,10 £ 1,273°
383,75 + 0,355%
380,75 + 1,050°

37,50 + 0,707
48,90 £ 0,566

3525 4 0,354
54,45 + 0,366
45.00 + 0,000™
53,45 + 0,686

32,35 + 0,495

43,10+ 1,141%
34,30 + 0,424™
43,00 + 0,000°

33,00 + 1,524
4635 + 0,495
46,50 + 0,890
36,00 + 0,000%
57,00 + 1,450™
38,15+ 0221°
33,20+ 0,283

31,70 + 0,212
42,60 + 0,849"
33,40 + 0,566%
50,45 + 0,336
40,50 + 0,7828
48,95 + 1,344
29,70 + 0,424°
34,40 + 0,288
33,55 + 0,663%
43,50 + 0,700"
30,75+ 1.061%
4540+ 0,566'
39.45 + 0,636°
33,45+ 0,736%
51.60 + 1,980"
36,35 + 0,499"
26,05 + 0,071

Valores promedios + Desviacion Estandar (n = 3). Diferentes letras dentro de una misma columna indica diferencia significativa (p<0.,05

entre las cepas para una mismo efecto,

En la Tabla 2 se muestran los efectos de los extractos
enzimaticos obtenidos a partir de las cepas selecciona-
das en la maceracion de mosto a dos temperaturas de
ensayo y su influencia sobre los parametros de color.
Con respecto al IPT, el valor mas alto fue
encontrado para la cepa A. pullulans m11-2 a ambas
temperaturas ensayadas. En el mismo sentido, las
cepas T. delbrueckii m7-2, A. pullulans m86-2 y F. cap-
suligenum B-13 presentaron también niveles significa-
tivos de dicho indice. Mientras que el mayor contenido
de polifenoles totales fue para la cepa T. del/brueckiim7-
2, seguido de todas las cepas A. pullulans estudiadas.
A 12°C, el indice de color fue maximo para la cepa C.
saitoi GM-4, y significativamente alto para H. hansenii,
F. capsuligenumy A. pullulans, a excepcion de m86-
2 que fue la mas baja del grupo. El parametro L* fue
bajo con respecto a los mayores valores de IC, y més
alto que los valores del mismo a 28°C. La componen-
te a* solo para F capsuligenum B-13 fue mayor que
el control con enzima comercial. Todas las diferencias
de color resultaron mayores a los valores del control

con la enzima comercial para ambas temperaturas de
ensayo.

En cuanto al IPT a 28°C, la cepa T. delbrueckii
m7-2, Hanseniaspora sp. m27-2 y las cepas de A. pullu-
lans (m86-2, R-22 y m86-1) mostraron valores signifi-
cativamente altos para este parametro. El CPT fue maxi-
mo para m86-2 y muy cercano a m7-2, las demas
cepas de A. pullulans también presentaron valores ele-
vados, sin embargo, ninguna supero a la extraccion de
la enzima comercial. El indice de color a 28°C fue mas
alto para la cepa Candida sp. m89-1, aunque también
para M. pulcherrima ts-2, T.delbrueckii m7-2 y las
cepas de A. pullulans, todos estos superaron al IC de la
enzima comercial. Un elevado IC da lugar a un color
m4s oscuro, en este caso el valor de L* es bajo con res-
pecto a los mayores valores de IC. En el caso de la com-
ponente a* los valores mas elevados corresponden a
los mayores valores del IC, lo cual indica una compo-
nente mayor de color rojo. En el caso de la componente
b* los valores son bajos lo cual indica mayor participa-
cion de pigmentos azules.
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PROCESO0S

Por otro lado, en la Tabla 3 se muestran los efectos de
filtrabilidad y clarificacion para todas las cepas a las dos
temperaturas de ensayo. Por lo que se puede observar
que a 12°C la cepa m7-2 mostrd el menor tiempo de fil-
tracion, seguido de R-22, sin diferencias significativas
entre ellas. La cepa de A. pullulans m11-2 también tuvo
un bajo tiempo de filtrabilidad, similar a D. vanrijiae
m87-3, pero muy diferente a las otras dos cepas de A.
pullulans en las cuales el tiempo fue mds elevado. El
tiempo de filtracion a 28°C en todos los caso fue mayor
que el del ensayo a baja temperatura. Ademas, en todos
los casos el tiempo fue menor que el control sin enzima.
A 28°C, las cepas de A. pullulans R-22 y m11-2 mostra-
ron los menores tiempos, sin diferencias significativas,
al igual que para m7-2 y m87-3, las cuales mostraron
bajos tiempos de filtrabilidad sin diferencias significati-
vas entre ambas. A esta temperatura hubo una diferen-
cia mas notoria entre la mayoria de las cepas. Todas las
cepas con el mejor efecto a baja y alta temperatura
muestran elevados valores de actividad celulasa y xila-
nasa. Este efecto de disminucion del tiempo de filtra-
cion podria estar relacionado a estas Ultimas activida-
des ya, seglin se comento, la cepa de T. delbruekii m7-
2 tuvo una baja actividad pectinasa pero elevadas acti-
vidades xilanolitica y celulolitica, este comportamiento
también fue descripto por Escribano y col., (2017).

En cuanto a la clarificacion, la formacion de flo-
culos de pectina facilité la produccion de un sobrena-
dante claro con la eliminacion de la parte coloidal del
mosto (Cavello y col., 2016). El efecto de clarificacion
en el mosto tratado con el extracto enzimatico de T. de/-
bruekii con 1 U/mly 6 h de incubacion a 12°C fue muy
eficiente, al igual que a 28°C, pero en este caso la cepa
m86-2 fue ligeramente superior. Otras cepas que tuvie-
ron un buen desempefio para este efecto y diferente a
las demas, fueron D. vanrijiae m 87-3, A. pullulans R-22
y m11-2, y Hanseniaspora sp. m27-2.

CONCLUSIONES

El presente trabajo ha permitido el estudio del potencial
enzimatico de una seleccion de levaduras productoras
de polisacaridasas pertenecientes a diez especies de
interés enoldgico. Las actividades enziméaticas estudia-
das fueron relacionadas con los procesos de filtrabili-
dad, clarificacion y extraccion de color en condiciones
enoldgicas. Los resultados muestran una amplia dife-
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rencia entre las especies de levaduras estudiadas, lo
que indica que la seleccion de las cepas es de gran
importancia, ya que no todas las cepas dentro de una
misma especie muestran las mismas caracteristicas. En
este contexto, la seleccion de cepas de levadura con
actividades polisacaridasas para su uso como una
herramienta atil para producir vinos de mayor calidad,
sin la adicion de costosas preparaciones de enzimas
comerciales, resulta de sumo interés para la industria
enoldgica.
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