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Algunos de los miembros del grupo de investigacion
“Micologia Enoldgica” (de izquierda a derechay):
Sergi Maicas, Rosa Isabel Ferragut, José Juan Mateo.

El grupo de Microbiologia Enoldgica se
constituyd como tal dentro del Departamen-
to de Microbiologia y Ecologia de la Univer-
sitat de Valencia en el afio 1986. En este
sentido se han investigado tanto aspectos
beneficiosos de ciertos microorganismos
eucariotas como aspectos perjudiciales. Esta
doble vertiente investigadora nos ha permi-
tido la acogida en nuestro grupo de varios
alumnos colaboradores interesados en la Mi-
crobiologia de los Alimentos, algunos de los
cuales han desarrollado o estan desarrollando
dentro de nuestra linea de investigacion su
proyecto de licenciatura. Del mismo modo,
en el seno de nuestro grupo han trabajado y
trabajan estudiantes de otros paises mediante
becas del Programa ERASMUS.

Nuestro grupo realiz6 los primeros estudios
sobre las levaduras de mostos y vinos en di-
ferentes zonas de la Comunidad Valenciana;
estos estudios se vieron completados poste-
riormente con andlisis de los componentes
fermentativos de la fraccion volatil del vino.

Como consecuencia de estos estudios, se
publicaron las primeras indicaciones acerca
de la importancia de las levaduras no-Sac-
charomyces en la mejora de la calidad de los
vinos. Fruto de estos estudios se puso de ma-
nifiesto la importancia de los componentes
pre-fermentativos en el aroma de algunos
vinos, por lo cual se solicito la colaboracion
del Dr. Rocco di Stefano para conocer la me-
todologia necesaria para el estudio de estos
componentes, tanto en su forma libre como
en forma glicosilada. A continuacion nos plan-
teamos la busqueda de estas actividades en-
zimaticas en levaduras, encontrandose que
se podian inducir en algunas cepas de S. ce-
revisiae. Este trabajo nos permitio alcanzar
conocimientos suficientes para detectar las
actividades enziméaticas de interés en el pre-
sente proyecto, asi como para su purificacion
y caracterizacion.

Desde el punto de vista tecnoldgico, algu-
nas caracteristicas de las cepas no-Saccha-
romyces podrian justificar su utilizacion en la

produccion industrial de vinos mas aroma-
ticos. Nuestros estudios nos han permitido
observar que varias especies de levaduras
no-Saccharomyces poseen actividades glico-
liticas. La puesta a punto de la metodologia
analitica permite la correcta cuantificacion de
las actividades B-glucosidasa y B-xilosidasa.
La induccién de ambas actividades mejora
cuando se emplea xilano como inductor. La
concentracion minima de inductor que per-
mite obtener la actividad maxima es del 4 %
(p/v). Las condiciones optimas de bioproduc-
cion implican el empleo de YNB 1.34 % (p/v)
como medio basal, un periodo de induccion
de 48 horas y una concentracion inicial de
inoculo de 108 células/ ml.

Partiendo de 43 aislados de levaduras vini-
cas no-Saccharomyces, se han seleccionado
cuatro por presentar valores mas elevados de
actividades B-glucosidasa y B-xilosidasa. En
todos los casos, la actividad B-glucosidasa
presenta unos valores de pH y temperatu-
ra optimos de 6.0 y 40°C respectivamente.
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Cabe destacar que esta actividad en uno de
los aislados se ve poco afectada por el pH.
Respecto a la actividad B-xilosidasa, dos ais-
lados del género Hanseniaspora presentan un
pH 6ptimo de 6.0, mientras que los otros dos
(del género Pichia) tienen un valor de 5.0; la
temperatura 6ptima es de 40°C. Las enzimas
[-glucosidasa y B-xilosidasa presentan un
elevado interés biotecnoldgico debido a su re-
sistencia a compuestos inhibitorios presentes
en el mosto/vino (glucosa, fructosa, sacarosa,
metanol y etanol). En cuanto a la influencia
a diferentes factores abidticos, la actividad
[-glucosidasa no se incrementa con ninguno
de ellos. La actividad B-xilosidasa es activada,
en mayor o menor medida, por el B-mercap-
toetanol y el EDTA. Otros compuestos como
el SDSy el Mg?* actlian como activadores de
la B-xilosidasa solamente en algunos de los
aislados estudiados.

La levadura Wickerhamomyces anomalus
es la adecuada para los estudios de carac-
terizacion enzimatica, ya que todos los aisla-
dos de esta especie han mostrado todas las
actividades enzimaticas ensayadas. Uno de
ellos, de manera individual, presenta mayor
actividad B-glucosidasa, xilanasa y lipasa que
el resto de aislados. Dado el interés industrial
que presentan dichas actividades, representa
asimismo un buen candidato para profundizar
en su estudio.

Los ensayos enzimaticos realizados dentro
del género Hanseniaspora muestran que las
enzimas B-glucosidasa, B-xilosidasa y pro-
teasa son las que presentan mayor actividad.
Las enzimas B-glucosidasa y B-xilosidasa
mostraron tolerancia a niveles elevados de
etanol, que fue mayor que la resistencia a la
glucosa, por o que estas enzimas podrian ser
mas efectivas en vino que en mosto.

Se procedid a la purificacion y carac-
terizacion de una enzima con actividad
1,4-B-D-xilosidasa a partir de un aislado de
P membranifaciens, mediante la utilizacion
de una columna de intercambio cationico
DEAE-Sepharose a valores de pH ligera-
mente dcidos (5,5-7,0). La 1,4-B-D-xilosi-
dasa de P membranifaciens muestra un pH
Optimo de 6,0. La temperatura a la que de-
tectamos un mayor nivel de actividad (30°C)
se encuentra asimismo dentro del rango de

temperaturas determinado para otras leva-
duras como Candida utilis. Respecto a la
influencia de los componentes del mosto de
uva ensayados sobre la actividad enzimati-
ca, es de destacar que solamente la glucosa
ejerce una influencia claramente negativa
sobre la misma, pero mantiene una activi-
dad superior al 50%, con una concentracion
de este azlicar superior a 1 M. Asimismo, se
observa un incremento en la actividad de la
enzima a concentraciones bajas de etanol,
alcanzandose el maximo con un 5 % (V/V) y
no se ve afectada a elevadas concentracio-
nes de etanol.

Las proteasas de las levaduras juegan un
papel relevante durante el proceso de la auto-
lisis en la guarda de los vinos con las lias du-
rante el envejecimiento y en el enturbiamiento
de cardcter proteico (quiebra proteica), espe-
cialmente en los vinos blancos. Sin embargo,
debido a las particulares condiciones del vino,
s0lo algunas proteasas son activas, y en este
sentido hemos investigado la accion de las
proteasas de las levaduras no-Saccharomy-
ces sobre la hidrolisis de las proteinas del
vino, demostrando la importancia que tienen
las fuentes de nitrdgeno sobre la produccion
de proteasas extracelulares.

Hemos observado que las levaduras aisla-
das en ecosistemas vinicos eran capaces de
producir las actividades enzimaticas necesa-
rias para realizar el tratamiento de los resi-
duos de la industria agroalimentaria. El aisla-
miento y caracterizacion de algunos aislados
productores de B-glucosidasas nos permite
disponer de una bateria de levaduras capaces
de liberar compuestos fendlicos. Esta accion
resulta interesante en la industria alimenta-
ria al posibilitar la reduccion del amargor del
aceite de oliva. Asimismo, y desde un punto
de vista medioambiental, estos aislados posi-
bilitan el proceso de biorremediacion de alpe-
chines producidos por la industria del aceite
de oliva. EI uso de técnicas moleculares nos
ha permitido agrupar e identificar las levadu-
ras aisladas de alperujo de manera sencilla'y
rapida. Hemos descrito la presencia de Can-
dida norvergica en este tipo de sustrato y de
C. molendinolei'y C. adriatica. Los porcenta-
jes de inhibicion en el crecimiento de hongos
obtenidos para algunos de nuestros aisla-
dos los podria situar como candidatos para
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convertirse en agentes de control bioldgico
frente a patogenos fungicos de vegetales.
Los resultados presentados en este trabajo
abren la puerta al uso de algunos de estas
levaduras aisladas en seguridad alimentaria
por su accion tanto sobre el crecimiento de A.
parasiticus como sobre las aflatoxinas.
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