ACTIVIDADES GLICOSIDASICAS EN LEVADURAS PATAGONICAS DE ORIGEN ENOLOGICO
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Introduccién. El aroma y el color son dos cualidades importantes
del vino. La incidencia de los monoterpenos libres en sul aroma
varietal estd actualmente bien establecida; no obstante en el jugo
de uva una gran proporcion de estos terpenos se encientran bajo

la foma de conugados no  voldles e  inodoros,
b-D-glucopirandsidos  y  diglicésidos,  desde  donde  pueden  ser
lberados  enzimaticamente  por  glicosidasas.  Actuamente  la

presencia de este tipo de actvidades es utizada como criterio de
seleccion de cepas de levaduras para cultivos iniciadores vinicos.

En el presente frabajo se detemind la actvidad de cuatro
glicosidasas,  b-glucosidasa, b-xilosidasa, a-arabinofuranosidasa y
a-ramnosidasa, en levaduras indigenas aisladas de uvas y mostos
tintos de la region del Comahue, Patagonia Argentina. El objetivo
final es la seleccion de cepas de levaduras autéctonas para cultivos
iniciadores para vinificacion.

Metodologia Las levaduras fueron aisladas de superfiecie de uvas
tipo Merlot, Malbeck y Trosseau y de sus mostos de fermentacion
espontaneos. Identificacion  taxondémica (@ nivel de género). se
rediz6 mediante pruebas morfoldgicas y fisioldgicas segln métodos
y claves propuestos por Kreger-van Ri, 1984. Deteccion de la
actividad b-glucosidasa: se realiz6 por siembra en estia de los
aislamientos en tubos de YNBagar utlizando arbutna como
sustrato y revelado por cambio de coloracion del medio (1). Las
levaduras que  presentaron una  actividad  importante  fueron
seleccionadas y sus identidades a nivel de especie determinadas
mediante el andlisis de RFLPs de la region [TS1-5.8SrRNAITS2
amplificada por PCR (2). Deteccion de actividades glicosidasicas:
a-ramnosidasa  (aRH), a-arabinofuranosidasa (2 ARF), b-
xilosidasa (bXL) y b-glucosidasa (bGL), el ensayo se levo a cabo
en YNB-agar con arabinosa, arabitol, celobiosa, glucosa, ramnosa y
xilosa como fuentes carbonadas y como sustratos se utiizd el 4
methylumbeliiferyl-glicosido ~ corespondiente para cada enzima. La
actvidad enzimética fue visualizada como hdos flourescentes
alrededor de las colonias por exposicion a luz UV (3) (Figura 2).

Figura 1: Monitoreo en placa de actividades glicosidasicas.
Aislamiento deC. guilliermondii con actividad ramnosidasica

Resultados y discusion. Los 170 aislamientos de levaduras
taxonémicamente  caracterizados se distibuyeron enfre 4 géneros:
Saccharomyces (67), Kloeckera (23), Torulaspora (6) y Candida
(74). Sblo 38 aislamientos (22%) presentaron  actividad b-
glucosidasa en los ensayos con arbutina. Este ensayo permitid
finalmente seleccionar 12 aislamientos: C. guilliermondii (6), C.

pulchenima ~ (2)
aislamientos  de  Saccharomyces manitoreados  presentd  actividad  b-
glucosidasa.

y K apiculata (4) (Figura 2). Ninguno de los
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Figura 2: RLFPPCR de la region del rDNA de levaduras vinicas. Calles
2,3,4,6,8 y 9 C. quilliermondii; calles 5y 7 C. pulcherrima y calles 10,11,12,13
K. apiculata. MW: marcadores de peso molecular

Los doce aislamientos seleccionados y  caracterizados  presentaron
perfiles de actividades glicosidasicas  diferenciales que  permitid
clasificarlos en cinco grupos (Tabla 1)
Tabla 1: Cracterizacion preliminar de actividades glicosidasicas
Grupo | aRH aARF | bXL |bGL Especies n
| 9] () (+) (4) C. guiliermondii | 5
Il (+)a () (+) (4) C. guiliermondii | 1
I 9] () (b | (Hb C. pulcherima | 2
\% 9] () 6] (4) K. apiculata 2
V 6 () 6] (+)c K. apiculata 2
n: numero aislamientos; a: inducible por ramnosa; b: inhibibles por xilosa

c: inducible por celobiosa;

Conclusiones.

Todas las levaduras que  presentaron  alguna  actvidad
glicosidésica fueron no-Saccharomyces.

La levadura perteneciente a gupo Il podria tener mayor

capacidad de potenciar el aroma varietal del vino debido a que
adicionalmente a la presencia de b-glucosidasa presenta actividad
a-ramnosidasa, capaz de hidrolizar diglicésidos.
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