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No somos mas

Que una gota de luz

Una estrella fugaz

Una chispa tan solo en la edad del cielo
No somos lo que quisiéramos ser

Solo un breve latir

En un silencio antiguo con la edad del cielo
Calma, todo esta en calma

Deja que el beso dure

Deja que el tiempo cure

Deja que el alma

Tenga la misma edad que la edad del cielo
No somos mas

Que un pufiado de mar

Una broma de Dios

Un capricho del sol del jardin del cielo

No damos pie entre tanto tic tac

Entre tanto big bang

Solo un grano de sal en el mar del cielo
Calma, todo esta en calma

Deja que el beso dure

Deja que el tiempo cure

Deja que el alma

Tenga la misma edad que la edad del cielo

La misma edad que la edad del cielo...

Jorge Drexler, 1999. La edad del cielo.
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Resumen

La vitivinicultura es una industria que evoluciona constantemente y es impulsada por
la demanda de vinos con mayor calidad vy tipicidad. Las levaduras desempefian un
papel clave en la fermentacion alcohdlica y en la definicion del perfil sensorial del
vino. El estudio de levaduras autéctonas permite aprovechar su adaptaciéon a las
condiciones agroecoldgicas locales y a las variedades de uva, favoreciendo la
elaboracién de productos diferenciados.

El objetivo de este trabajo fue seleccionar levaduras autéctonas, tanto de
Saccharomyces como no convencionales, aisladas del Paraje Hilario (Calingasta),
con aptitud para conducir fermentaciones de vinos base para espumantes. Se
analizaron 77 aislamientos de Saccharomyces cerevisiae y 117 de especies no
convencionales, pertenecientes al cepario del Instituto de Biotecnologia (FI-UNSJ).
Los aislamientos fueron caracterizados molecular y fisiolégicamente, evaluando
rasgos negativos (produccién de H.S, acidez volatil y precursores de aminas
biégenas) y positivos (actividad ureasa, tolerancia a SO:, pH acido, baja
temperatura, etanol, resistencia a molibdato y factor Killer).

S. cerevisiae se asocid a la produccidon de H:S y a la tolerancia al etanol;
Metschnikowia pulcherrima con acidez volatil y Hanseniaspora uvarum con actividad
ureasa Yy tolerancia a condiciones acidas y de baja temperatura. Se seleccionaron
seis cepas de H. uvarum (14, 32, 34, 106, 135, 136) y tres de S. cerevisiae (138,
172, 175) como potenciales cultivos iniciadores. La evaluacion en microvinificaciones
evidencio diferencias en el desempefio fermentativo entre cepas de S. cerevisiae,
destacandose las cepas 138 y 172 por alcanzar mayores grados alcohdlicos y
mejores parametros enoldgicos, mientras que la cepa 175 presentd menor eficiencia
y mayor acidez volatil. La caracterizacion de levaduras autoctonas para ser
empleadas como starter constituye una alternativa sustentable a las fermentaciones
espontaneas no controladas, al uso exclusivo de levaduras comerciales, y confirma

la importancia de la seleccion a nivel de cepa y no solo de especie.



1. Introduccion

1.1 Historia y desarrollo de la industria vitivinicola Argentina

El cultivo de vid y la historia de la vitivinicultura en Argentina se remonta a la época
de la colonizacién, ya que se relacionaba con practicas agricolas espafnolas. Se
estima que la implantacion de los primeros vifiedos fue en Mendoza y San Juan y se
realizd entre los afnos 1569 y 1589 (Pandolfi et al., 2004). Actualmente, la industria
del vino en Argentina, esta representada principalmente por estas dos provincias
debido a sus particulares condiciones tanto edaficas como climaticas. Es por esto
que desde hace seis décadas poseen la mayor superficie cultivada con vid del pais,
Mendoza con el 71,4% y San Juan con el 19,8%. El resto de los cultivos y
produccion se distribuye entre La Rioja, Salta, Catamarca, Neuquén, Rio Negro,
entre otras (Figura N°1) (Pandolfi et al., 2004; INV, 2024; Gutiérrez-Gamboa et al.,
2025).

La implantacion de los cultivos funcioné6 como puntapié inicial fundamental de una
gran industria que transformo esta region, conocida en aquel entonces por su aridez,
montafas abruptas y soledad inhdspita, con condiciones climaticas y de suelo
particulares, Optimas para estas plantas. La vitivinicultura, en sus comienzos, se fue
extendiendo principalmente entre las provincias andinas, ya que, estas zonas serian
convenientes para garantizar la energia solar necesaria para una maduracion éptima
de la uva (Pandolfi et al., 2004; Gutiérrez-Gamboa et al., 2025).

Al comienzo la produccion de vinos fue de volumenes reducidos, basandose en las
necesidades de las pequefias comunidades de la poblacion. Con una elaboracion
rudimentaria y doméstica, un procedimiento generalizado entre los vifiateros,
quienes llegaron a obtener productos de buena calidad. El crecimiento econdmico de
la region se dio gracias al ferrocarril que vinculaba Mendoza y San Juan con Buenos
Aires. En 1884 dichas provincias asumen el papel de proveedoras de productos
frutinorticolas y, especialmente de vino para abastecer al mercado nacional y, a
través del puerto de Buenos Aires, al internacional (Pandolfi et al., 2004).

La gran corriente de inmigracion europea del siglo XX trajo personas conocedoras
del quehacer vitivinicola, esto posibilitd un cambio sustancial en el cultivo de la vid,
impulsando la industria. Estos inmigrantes trajeron consigo nuevas técnicas de

cultivo, otras variedades de vid aptas para la elaboracion de vinos de calidad y la
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innovacion de las practicas enoldgicas utilizadas en las bodegas (Pandolfi et al.,
2004).

SUPERFICIE CULTIVADA - POR PROVINCIAS - ANO 2024
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Figura N°1: Porcentaje de superficie cultivada con vid por provincias (INV, 2024).

Desde los origenes de esta industria su desarrollo depende tanto de la iniciativa
empresarial individual como de las acciones de organizaciones de la sociedad civil y
del Estado. La capacitacién y perfeccionamiento de los técnicos que llevaban a cabo
la actividad fue un hecho que aporté al crecimiento vitivinicola y, con la creacion de
la Bodega de la Escuela de Enologia de la Quinta Agrondmica en Mendoza, que
comienza a funcionar a principios de 1900, pas6 de ser un impulso de la voluntad y
la experiencia, a un movimiento basado en la ciencia y el estudio (Pandolfi et al.,
2004; Hernandez, 2021).

En Argentina el destino de la uva es principalmente la vinificacion, registrando menor
volumen en la produccién de pasas y consumo en fresco. Segun datos del INV del
afno 2024, 18.798.000 qq se destinaron a bodegas y/o fabricas de mosto y 391.740
gqq a secaderos de pasas y establecimientos productores de uva en fresco. En los
ultimos afios, se incrementd la importancia de la logistica y comercializacion, a
través de grandes cadenas de supermercados, especialmente en el segmento de
vinos comunes para el mercado interno. Esto sumé un actor clave a la cadena
productiva para el cual los productos vitivinicolas son tan solo uno de los tantos que
se comercializan. Mendoza es la principal provincia que aporta al mercado interno
del pais, siguiéndole San Juan, La Rioja y Salta. Estas cuatro provincias concentran
el 99% del total de los despachos de vino al mercado interno (Figura N°2)
(Hernandez, 2021; INV, 2024).
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Figura N°2: Principales destinos de mercado interno (INV, 2024).

Econdmicamente, la vitivinicultura argentina se extiende a lo largo de 199.946 ha
cultivadas con vid, distribuidas en 22.039 vifiedos. Esto posiciona al pais como el 7°
del mundo con la mayor superficie cultivada con vid. La actividad vitivinicola se
encuentra en 18 provincias argentinas, con 856 bodegas elaboradoras activas al
cierre del afo 2024. En la vitivinicultura mundial, Argentina es el 9° mayor
consumidor, el 8° productor de vinos del mundo y el 11° mayor exportador mundial
de vinos en volumen. Los principales paises destino de las exportaciones pueden
apreciarse en la Figura N°3 (INV, 2024; COVIAR, 2025).

EXPORTACIONES DE VINO TOTAL - PRINCIPALES PAISES
IMPORTADORES - VOLUMEN - ANO 2024 - Part. %

OTROS
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PAISES BAJOS ' ;
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Figura N°3: Principales paises destino de mercado externo (INV 2024).
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1.2 Vitivinicultura en San Juan

Como se menciono previamente, la region de Cuyo se relaciona con los vifiedos, el
vino y las bodegas. Se podria decir que el vino es parte de la idiosincrasia y el
folclore de la region, destacando entre las distintas industrias agropecuarias y siendo
un eje estructurador de la economia y la vida provincial (Ferrari, 2014).

San Juan cuenta con 43.595 ha cultivadas distribuidas en 4.583 vifiedos. El 71% de
la superficie corresponde a variedades aptas para elaboracion de vino y/o mosto y el
restante 29% son variedades con otra aptitud, consumo en fresco y/o pasas. En
2024 se cosecho el 23,1% de la cosecha total del pais. Se trata de la provincia
argentina con mayor diversidad de variedades implantadas y comercializacion de
productos vitivinicolas. En San Juan hay 158 bodegas inscriptas, 7 fabricas de mosto
y 7 fabricas de vinos espumosos. En el afio 2022 se elaboraron en 103
establecimientos (INV, 2022; COVIAR, 2025).

Con una serie de valles donde se ubican sus 25 Indicaciones Geograficas, San Juan
empieza a destacar gracias a su diversidad, combinada con su historia (Wines of
Argentina, 2024). Una indicacién geografica (IG) es una denominacion utilizada para
identificar productos originarios de una regién o zona determinada, cuyos atributos,
calidad o reputacion se relacionan directamente con su lugar de origen. Para
constituir una 1G, se debe identificar un producto como originario de un lugar
determinado. Ademas, es preciso que las cualidades, caracteristicas o reputacion
del producto se deban esencialmente al lugar de origen. Puesto que las cualidades
dependen del lugar geografico de produccion, existe un claro vinculo entre el
producto y su lugar original de produccion (Organizacion Mundial de la Propiedad
Intelectual (OMPI), 2023).

1.3 Calingasta - Paraje Hilario

El valle de Calingasta cuenta con 100 km de extension, esta ubicado entre la
Cordillera de los Andes y la precordillera y se caracteriza por sus vifiedos de uvas
criollas. Las condiciones climaticas del lugar se destacan de otros valles por su

peculiaridad tal como se detalla en la Figura N°4 (Wines of Argentina, 2024).
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Figura N°4: Condiciones caracteristicas del valle de Calingasta (Wines of Argentina, 2024).

Dentro del departamento se encuentra el Paraje Hilario, cuya climatologia sigue la
tendencia general de Calingasta. Se caracteriza por un clima arido, con bajas
precipitaciones y un amplio rango térmico, que presenta variaciones tanto
estacionales como diarias. Los suelos estan fuertemente influenciados por la
formacion de la precordillera y el aporte de material del Rio de Los Patos, se
encuentran suelos formados a partir de sedimentos aluviales, fluviales y de
depdsitos lacustres (INTA, 2022; Wines of Argentina, 2024).

El Paraje esta ubicado en el centro de Calingasta, a la derecha del Rio de los Patos,
entre la Quebrada de Hilario y la Quebrada del Carrizalito. Se destaca por la
conservacion de plantaciones que datan de la primera mitad del siglo XX, teniendo la
mayor proporcion de vifiledos patrimoniales del departamento, con variedades
criollas conducidas en parrales e irrigadas superficialmente (INTA, 2022).
Actualmente, la vitivinicultura sanjuanina atraviesa un proceso de modernizacion
incorporando tecnologias de vinificacion y practicas de manejo sustentable
orientadas a la mejora de la eficiencia productiva y la calidad enoldgica. Entre las
estrategias implementadas se incluyen mejoras en los sistemas de riego,
optimizacién del uso del agua e introduccion de nuevas variedades adaptadas a las
exigencias del mercado. Estas transformaciones reflejan la creciente importancia de
la sostenibilidad y la innovacion tecnologica dentro del sector vitivinicola regional
(Wines of Argentina, 2024).

En febrero del 2024, se emite la resolucion 37/2023 que oficializa la Indicacién
geografica para los vinos del Paraje Hilario, situado en el valle de Calingasta
(Enolife, 2024).

Gracias a la investigacidn de recursos genéticos vitivinicolas, se reportaron

variedades autéctonas de vid tales como la Uva de pascual, Coco de Gallo, Moscatel
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tinta y Criolla blanca chica, entre otras (Tornello et al., 2022). A su vez el trabajo
realizado sobre estas uvas generd un conocimiento a escala nacional e internacional
de los vinos provenientes de variedades patrimoniales del Valle de Calingasta, ya
qgue su tratamiento es diferente al resto (INTA, 2022).

Los cambios en los habitos de consumo y creciente interés por productos con mayor
identidad territorial, tanto a nivel nacional como internacional, han conducido a una
valorizacion de vinos elaborados a partir de cepas patrimoniales. Desde el afio 2009
se observa un proceso sostenido de revalorizacion de uvas y productos originarios
del Paraje Hilario (INTA, 2022).

La viticultura es una actividad compleja, en la que interactuan de manera estrecha
los aspectos naturales y culturales. Por un lado, esta la vid con sus caracteristicas
genéticas vy fisioldgicas particulares, y por otro, el trabajo de las personas a lo largo
de todo el proceso productivo (Lacoste et al., 2010).

En el contexto de los paises Vvitivinicolas en desarrollo, muchos buscaron
posicionarse mediante la identificacion de cepas propias y representativas. En este
sentido, Argentina consolidé al Torrontés como su variedad emblematica para vinos
blancos, siendo la unica variedad criolla de alto valor enoldégico. Su origen se
atribuye al cruce genético entre la uva negra y la Moscatel de Alejandria (también
conocida como uva de ltalia), variedades introducidas durante el periodo colonial.
Este proceso, favorecido por la diversidad de materiales genéticos presentes en el
territorio, permitié ampliar las posibilidades para la elaboracion de distintos tipos de
mostos, vinos y aguardientes (Lacoste et al., 2010). Por esto, la identificacion y
caracterizacion de microorganismos autéctonos asociados a los vifiedos argentinos
adquiere especial relevancia para la valorizacion de la identidad regional y la
expresion del terroir.

El terrufio, o “terroir’ es un concepto complejo que abarca el area delimitada de un
vifiedo y su interaccidn entre factores de suelo, climatologia, relieve, geologia,
viticultura y actividad humana, los cuales le dan originalidad a la produccion de la vid
y, en consecuencia, caracteristicas unicas al vino producido (Tinajero Castro et al.,
2023). En los ultimos afios, este concepto se ha ampliado incorporando el
denominado “terroir microbiano”, que considera a las comunidades microbianas
autéctonas como componentes relevantes en la definicion de la identidad regional
del vino. Diversos estudios han demostrado que la composicién microbiana de los

vifiedos presenta patrones biogeograficos asociados a cada region vitivinicola,
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pudiendo influir sobre las caracteristicas fermentativas y sensoriales del producto
final (Gilbert et al., 2014; Bokulich et al., 2016).

La vid es una especie de cruzamiento abierto y altamente heterocigota, por lo que la
unica forma de conservar sus caracteristicas genéticas y fenotipicas es mediante la
propagacion clonal de las nuevas cepas. Esto fue lo que sucedio con el Torrontés en
sus inicios, un ejemplar con rasgos distintivos fue propagado por décadas mediante
estacas hasta lograr un numero lo suficientemente alto de individuos que permitiera
su reconocimiento y diferenciacion respecto de otras variedades. En cuanto a sus
caracteristicas organolépticas, la uva no tiene aroma, a excepcion de la variedad
Moscatel, en este sentido, el Torrontés presentaba un “aroma exquisito”, por lo tanto,
se inferia un parentesco con alguna variedad de Moscatel, como, Moscatel de
Alejandria (Lacoste et al., 2010).

1.4 La uva

Vitis vinifera, originaria de la region del Mediterraneo y de Asia Central, produce un
fruto no climatérico, por lo que debe cosecharse en su punto éptimo de madurez. La
baya, un fruto carnoso simple derivado de un ovario formado por la fusion de dos
carpelos, desarrolla un pericarpio comestible y se integra en la inflorescencia del
raquis, que presenta un eje principal con ramificaciones de distinto tamafo. Cada
racimo, compuesto por aproximadamente un 97% de bayas y un 3% de raquis, se
une a la vid mediante el pedunculo, y cada baya al racimo por un pedicelo (Figura
N°5 a) (Zoffoli et al., 2011). La estructura del fruto comprende una cuticula externa,
piel (exocarpio), pulpa (mesocarpio) y endocarpio que rodea las semillas (Figura N°5
b). En las células epidérmicas se acumulan pigmentos como antocianinas, carotenos
y clorofilas, asi como compuestos responsables del sabor y aroma caracteristicos
(Zoffoli et al., 2011).
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Figura N°5: Partes del racimo de uva (a) y tejidos de un grano de uva (b) (adaptado de Zoffoli et al., 2011).
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1.5 Las levaduras

Son organismos unicelulares pertenecientes al reino Fungi, clasificadas dentro de
Ascomicetos y Basidiomicetos. Este grupo incluye especies fermentadoras,
promotoras y/o patégenas para plantas y animales, asi como especies inocuas y de
alto valor biotecnolégico. Desde la antigiedad, han sido empleadas para elaboracion
de cervezas, pan y vino, pero los fundamentos cientificos de su cultivo y produccion
para uso en grandes cantidades fueron descubiertos por el microbidlogo francés
Louis Pasteur en el siglo XIX (Uribe, 2007; Suarez-Machin et al., 2016).

Son organismos eucariotas que presentan una notable diversidad en tamafo, forma
y color de sus colonias, siendo mas grandes que las bacterias, alcanzan un diametro
maximo de entre 4 y 5 uym. Su reproduccién asexual ocurre por fisidbn binaria o
gemacion y el numero maximo que una célula se puede dividir se denomina limite de
Hayflick, generalmente se trata de 10 a 33 células hijas a partir de una célula madre.
Superado este limite, las células dejan de dividirse y entran en fase de senescencia
(Rusell, 2003).

En términos generales, las levaduras toleran un rango de pH entre 3 y 10, siendo su
intervalo 6ptimo ligeramente acido, entre 4,5 a 6,5 (Suarez-Machin et al., 2016). Su
temperatura de crecimiento varia entre 5y 37°C, con un 6ptimo en torno a los 28°C,
sin embargo, estas condiciones pueden modificarse en funcion del ambiente natural
en el que se desarrollan (Uribe, 2007). Son microorganismos aerobios facultativos,

es decir que utilizan el oxigeno cuando esta disponible, metabolizando carbohidratos
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para producir biomasa y dioxido de carbono (CO,) mediante la respiracion. En
ausencia de oxigeno cambian su metabolismo a fermentativo, generando menor
cantidad de biomasa y produciendo alcohol como producto principal. El metabolismo
de las levaduras es una caracteristica distintiva que les permite alternar entre
respiracion y fermentacién (Rusell, 2003; Uribe, 2007).

La ploidia constituye una caracteristica relevante en las levaduras, ya que la
poliploidia les confiere ventajas adaptativas frente a condiciones ambientales
variables debido a la mayor variabilidad genética que presenta. Mientras que la
mayoria de las cepas utilizadas en laboratorio son haploides o diploides, las cepas
industriales suelen ser diploides o poliploides (Petrignani, 2022).

En el ambiente las levaduras se encuentran ampliamente distribuidas, participando
activamente en la dinamica biologica y quimica de suelos, plantas, animales y agua
donde compiten por nutrientes, actuan como antagonistas y en asociaciones
simbidticas. Sus habitats principales son donde existen fuentes naturales de
azucares como frutas, flores y corteza de los arboles (Uribe, 2007).

Tienen gran relevancia en el sector biotecnologico e industrial, siendo esenciales en
la produccién de algunos alimentos y bebidas, también pueden estar involucradas en
la degradacion de algunos alimentos, por procesos de fermentacion o contaminacion
durante la poscosecha de frutas (Suarez-Machin et al., 2016).

El término levadura suele asociarse principalmente a S. cerevisiae, especie
ampliamente utilizada tanto en panificacion como fermentacién alcohdlica. La
obtencion de la secuencia completa de su genoma permite la manipulacion genética
de los casi 6600 genes que lo codifican (Rusell, 2003; Suarez-Machin et al., 2016).
Dicho genoma se compone principalmente de guanina y citosina, con pocos
elementos repetitivos y pocos intrones, esto lo hace mas compacto y manipulable en

contraste con otras células eucariotas (Petrignani, 2022) (Figura N°6).

16



Mitocondria

Yema vacuolar .
Vesiculas

secretoras

Nucleo
Aparato de Golgi .
P 9 Granulos de
Poro en membrana nuclear glucégeno
Membrana vacuolar
Vacuola

Reticulo endoplasmatico Ribosomas

Lipido Periplasma

Cicatriz de yema =

Membrana plasmatica
Pared celular . \ '
/ > Mitocondria

Granulos vacuolares

Granulo de

almacenamiento —
Tum

Figura N°6: Levadura en gemacion y sus organelas (Adaptada de Rusell, 2003).

1.6 Microbiologia enoldgica

El estudio de la microbiologia enoldgica comenzo con Louis Pasteur, quien demostro
que las levaduras tienen la responsabilidad de la fermentacion alcohdlica del mosto y
que ciertas especies son causantes del deterioro de los vinos. Basicamente, el
proceso de vinificacion de los mostos es un proceso en el cual pueden intervenir
diversos microorganismos (levaduras, hongos filamentosos, bacterias lacticas y
acéticas) y virus. La capacidad para determinar la presencia de estas especies en
uvas, vinos y bodegas es fundamental para poder entender el proceso de
elaboracién de un vino, mejorar su calidad y prevenir las alteraciones de origen
microbiano (Artigas et al., 2017).

Esta rama de la microbiologia ha tomado especial relevancia gracias a la
informacion que existe sobre los atributos y beneficios que otorgan las levaduras
autéctonas cuando se utilizan adecuadamente. La microbiota de una zona se
caracteriza por estar plenamente adaptada a las condiciones agroecoldgicas, asi
como a la variedad de uva sobre la cual se encuentra, durante la fermentacion las

levaduras en crecimiento tienen distintas fases de desarrollo (Figura N°7):
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Latencia, la tasa de crecimiento tiende a cero ya que la comunidad de
levaduras se adapta a las condiciones del medio.

Aceleracion, comienza la division aumentando la poblacion y finaliza cuando
se satura de CO.,.

Crecimiento exponencial, la biomasa aumenta considerablemente.
Ralentizacion, debido al agotamiento de los nutrientes del medio o generacion
de compuestos que en concentraciones elevadas son toxicas, el crecimiento
disminuye.

Estacionaria, no hay division por lo tanto no hay crecimiento, tasa de
crecimiento se torna nuevamente a cero.

Declive, el tamafo poblacional comienza a disminuir y las células por autolisis

liberan al medio sus componentes (Escribano Viana, 2021).

Log células/ml

Tiempo

1. Fase de latencia 4. Fase de ralentizacion
2. Fase de aceleracion 5. Fase estacionaria
3. Fase de crecimiento exponencial 6. Fase de declive

Figura N°7: Fases de desarrollo de las levaduras (Escribano Viana, 2021)

Durante la fermentacién alcohdlica también tiene lugar una sucesién microbiana

entre diferentes especies de levaduras. En la primer etapa fermentativa, las especies

predominantes son las conocidas como no convencionales, generalmente con baja

tolerancia al etanol y baja capacidad fermentativa, luego van aumentando las mas

resistentes y finalizando la fermentacién dominan las del género Saccharomyces, ya

que, las caracteristicas fisioldgicas y metabdlicas de cada cepa determinan su

capacidad de permanencia en el medio (Jolly et al., 2014; Petrignani, 2022).

Segun Belda et al. (2025) y Benito et al. (2025), los géneros de levaduras no

convencionales mas comunes suelen ser Metschnikowia, Lachancea, Starmerella,

Kazachstania, Hanseniaspora, Aureobasidium, Candida, Pichia, Meyerozyma,
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Wickerhamomyces, Torulaspora. Las especies de levaduras no convencionales
desempenan un papel importante a la hora de la obtencion del producto,
dependiendo del tipo de vino o de los problemas que se presenten se pueden
seleccionar para lograr los distintos objetivos.

Debido a su rapida implantacion, S. cerevisiae se inoculaba de forma masiva y las
levaduras no convencionales solian ser desplazadas, esto influye en la fermentacion,
ya que no se creia en la funcionalidad de los géneros no convencionales.
Actualmente se comercializan cepas de Saccharomyces industriales, y a la vez se
estan realizando estudios para analizar las propiedades de las no convencionales y
usarlas en combinacién con Saccharomyces (Benito et al., 2019; Benito et al., 2025).
Las principales especies involucradas en este proceso y su dinamica sucesional se

muestran en la Figura N°8.

Caracteristicas de la comunidad microbiana

Interacciones microbianas

Aureobasidium Maetschnikowia Torulaspora
Hanseniaspora Pichia Lachancea
Candida Starmerella Saccharomyces
Pichia Lachancea

Meyerozyma Torulaspora

Wickerhamomyces Saccharomyces
Metschnikowia

Lachancea

Saccharomyces

Figura N°8: Sucesion de especies de levaduras en el proceso fermentativo (Adaptada de Belda, 2025).

Las levaduras autoctonas de un lugar puntual representan un componente
importante del microbioma de un vifiedo. Existen distintos factores que influyen en
dicho microbioma y consecuentemente en los vinos obtenidos, ya sea en el perfil

quimico y sensorial, como en la tipicidad del vino, de una manera unica, reproducible
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y reconocible. Estos factores pueden ser la ubicacion geografica, el sistema de
cultivo, el suelo, el cultivar, la cosecha y el clima (Belda et al., 2017; Pretorius, 2020).
La composicion de las comunidades microbianas asociadas a las uvas depende de
distintos aspectos, como el método de cosecha, la temperatura y el estado sanitario
de la uva, la adicion de sulfitos y el tiempo transcurrido entre la cosecha vy la
molienda y el estrujado de la uva. El perfil poblacional de levaduras presente en el
mosto de uva también puede verse significativamente influenciado por el método y la
intensidad del despalillado y estrujado de la uva, la higiene de la bodega, el
pretratamiento del mosto y la inoculacion con cultivos de levaduras iniciadoras (Jolly
et al., 2014; Pretorius, 2020).

En este entorno, la pruina de las bayas de la uva y las superficies de las
instalaciones y equipos de la bodega se consideran los principales nichos donde las
levaduras relacionadas con el vino conforman comunidades (Jolly et al., 2014).
Resulta indispensable el conocimiento de la microbiota autoctona, ya que tienen
efecto directo en la calidad del producto final, juegan un rol central en el proceso
fermentativo durante la vinificacidon, tanto como su diversidad y composicion y la

dinamica y frecuencia con la que estos aparecen (Artigas et al., 2017).

1.7 Fermentacion alcoholica

La fermentacién es un proceso natural que ha sido utilizado durante miles de afos
para crear bebidas alcohdlicas y distintos alimentos. Desde el punto de vista
metabdlico, consiste en la conversion de carbohidratos, como el almidén o azucares,
en alcohol o acidos por la accién de microorganismos. En particular, las levaduras
son las responsables de fermentar los azucares, en ausencia de oxigeno, para
producir etanol y didxido de carbono, en un proceso conocido como fermentacién
alcohdlica (Artigas et al., 2017; Maicas, 2020).

Esta practica probablemente surgid de manera accidental durante la transicién de
comunidades nomadas a sociedades agricolas. Los granos recolectados se
almacenaban y se exponian a condiciones ambientales que favorecen la
germinacién y fermentacién natural. Se estima que las primeras bebidas
fermentadas se elaboraban hace aproximadamente 13.000 a 15.000 afos en la
region de los Natufienses, en la Mesopotamia, mientras que las primeras evidencias

de vino datan de entre 7.000 y 6.000 afios atras en zonas de Mesopotamia y Egipto
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(McGovern et al., 2004; Hornsey, 2012). La comprension cientifica de la
fermentacion comenzd recién en el siglo XIX, cuando Gay-Lussac formuld la
ecuacion de la fermentacion alcohdlica, Pasteur demostré el rol esencial de las
levaduras y Buchner evidencié su naturaleza enzimatica (Blouin et al., 2006).

La ecuacion basica, segun Gay-Lussac, se expresa como:

Glucosa (CgH,0¢) + 2 ADP + 2 Pi = 2 Etanol (C,HsO) + 2 CO, + 2 ATP +2 H,0O
(Blouin et al., 2006).

Debido al metabolismo facultativo de las levaduras, la transformacion de los
azucares depende de la concentracion de oxigeno disponible en el medio. Cuando
las condiciones son ideales y el oxigeno esta disponible (aerobiosis), las levaduras
se multiplican exponencialmente con un rendimiento en biomasa de 1 g de levadura
por cada 4 g de azucares consumidos. Cuando no hay oxigeno disponible o es muy
escaso (anaerobiosis), el rendimiento en biomasa es de tan solo 1 g de levadura por
cada 100 g de azucares consumidos (Ribéreau Gayon et al., 2006; Mestre, 2019).

La fermentacion alcohdlica tiene muchos cambios bioquimicos debido a la accion de
las levaduras y de factores externos, si bien sus productos principales son el etanol y
el dioxido de carbono, se producen otros compuestos que influyen en el sabor y

color de los productos (Gerard et al., 2023).

1.7.1 Fermentacion espontanea vs fermentacion inducida

La fermentacién espontanea, tal como lo indica su nombre, hace alusion al proceso
cuando ocurre de manera natural o espontanea. Es el método mas antiguo y
tradicional de vinificacidon, el cual se caracteriza por una minima intervencion
tecnologica y por la accion de las levaduras autdctonas que se encuentran presentes
en la superficie de la uva y en el entorno de la bodega. En este proceso intervienen
comunidades microbianas naturales constituidas tanto por especies de
Saccharomyces como de levaduras no convencionales. Esta diversidad microbiana
puede dar lugar a vinos con mayor complejidad aromatica y con una marcada
impronta del terroir, reflejando las particularidades regionales y varietales del vifiedo.
Sin embargo, la alta variabilidad de la microbiota autéctona, sumada a la influencia
de factores como la composicion quimica de la uva y las condiciones de
fermentacion, hacen que este método sea poco predecible y dificil de reproducir. En
consecuencia, pueden presentarse riesgos tecnoldgicos, como fermentaciones
lentas o detenidas, desarrollo de microorganismos indeseables y desviaciones
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sensoriales, que impactan negativamente tanto en el proceso como en la calidad
final del vino (Pretorius, 2000; Padilla et al., 2016; Pretorius, 2020;
Benito-Castellanos et al., 2025).

El crecimiento de la industria vitivinicola llevo a la necesidad de tener control sobre
los procesos; con esto surgid la fermentacion inducida mediante la inoculacion
masiva de cepas seleccionadas de S. cerevisiae (cultivos starter). De esta practica
se obtienen fermentaciones mas rapidas, confiables y homogéneas, lo que garantiza
una estabilidad y reproducibilidad de los resultados a escalas industriales. No
obstante, diversos estudios destacan que las fermentaciones con cultivos starter
masivos de S. cerevisiae, tienden a reducir la complejidad sensorial y la expresién
regional del vino en comparacién con las fermentaciones espontaneas, donde la
diversidad microbiana cumple un papel determinante en la generacion de
compuestos aromaticos y en la diferenciacion del producto final (Jolly et al., 2014;
Padilla et al., 2016). En este contexto, las levaduras no convencionales han pasado
a considerarse aliados biotecnoldgicos de interés, ya que son capaces de modular
atributos enologicos y aportar valor agregado en la elaboracion de vinos con
identidad propia (Benito-Castellanos et al., 2025).

La especie de levadura fermentativa por excelencia es S. cerevisiae, capaz de
producir una diversidad de compuestos en el vino, lo que demuestra que los
microorganismos regionales influyen en el terroir. Dicha especie es aceptada como
la levadura protagonista del vino, cuya funcién principal es convertir los azucares
presentes en la uva en vino. Ademas, se busca que no aporte sabores ni olores
desagradables, y cuente con otras propiedades las cuales van a diferir dependiendo
del tipo de vino y requisitos de la bodega, aportando a la tipicidad (Pretorius, 2000;
Bokulich et al., 2016).

El aislamiento y la seleccidon de levaduras iniciadoras para vinificacion se remonta a
principios del siglo XX, cuando Muller-Thurgau logré aislar y caracterizar la primera
cepa de S. cerevisiae utilizada en fermentaciones controladas. A partir de esto,
diversos institutos europeos comenzaron a implementar el uso de cultivos iniciadores
con el fin de estandarizar la fermentacion alcohdlica y garantizar la calidad del vino.
No obstante, fue durante la segunda mitad del siglo XX cuando esta practica paso a
usarse a nivel industrial, con la introduccion de levaduras secas activas (LSA) y la
expansion de una industria dedicada al estudio, produccion y comercializacién de

cepas seleccionadas para uso enoldgico. En las fermentaciones inducidas, debe
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asegurarse que el inéculo incorporado domine sobre las especies autéctonas
presentes en el mosto, lo cual se logra aplicando una tasa de inoculacion que suele
situarse entre 1x10° y 3x10° ufc/ml (Belda et al., 2014).

Durante el proceso fermentativo los consorcios microbianos estan interactuando
constantemente, aunque muchos de estos mecanismos aun no se comprenden
completamente, es posible ejercer cierto control sobre el proceso. Esto permite
disefiar de manera estratégica y creativa las cualidades del vino, mediante la gestion
del uso de levaduras adaptadas tanto al ambiente como a las demandas del
mercado (Fleet, 2008; Bokulich et al., 2016).

Diversos estudios han reportado el uso de cultivos iniciadores basados en cepas
autoéctonas provenientes de diferentes regiones del mundo, los cuales mejoran los
perfiles sensoriales del vino y contribuyen a conferir un caracter distintivo asociado a
su origen geografico, reflejando asi el concepto de terroir (Comitini, 2017; Garofalo,
2018; Parapouli et al., 2020) (Figura N°9).

Inoculada
 —
Perfil de cepas de levaduras
Vino con Ninguna de las fermentaciones
calidad levadura espontaneas
reproducible contribuye al
terroir Cultivos con
cepas Vino con calidad
. — autoéctonas reproducible
Espontanea — como
- iniciadores
La levadura Vinos con
contribuye al alto riesgo de Relacion entre las
terroir deterioro caracteristicas del vino y
el terroir

Figura N°9: Ventajas de una simulacion de fermentacion espontanea mediante indculos de cepas autdéctonas
(adaptada de Comitini, 2017).

1.8 Vino

Segun la Resolucion N.° C.71 del Instituto Nacional de Vitivinicultura (INV)
24/01/1992 se define como vino al producto obtenido por la fermentacion alcohdlica
total o parcial de los azucares naturales de la uva fresca o del mosto virgen,
previamente limpiado y mantenido en frio. Estas uvas deben provenir de la especie
Vitis vinifera con o sin partes sdlidas, y el producto final que tenga un tenor

alcohdlico real superior a 5° v/v (INV, 1992).
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Existen vinos blancos, rosados y tintos; los blancos provienen de uvas blancas
fermentadas sin hollejos, los rosados se obtienen de uvas blancas, tintas o la mezcla
de ambas fermentadas con hollejos durante un periodo corto de tiempo, y los vinos
tintos se realizan con uvas tintas y su fermentaciéon es con hollejos hasta su
finalizacion (Artigas et al., 2017).

Respecto al contenido de azucar se pueden clasificar en vinos secos, en los cuales
quedan 4 g o menos de azucar por litro en el producto final, vinos semi secos o
abocados, que contienen entre 4 y 25 g de azucar por litro y dulces con azucar
desde 25 a 80 g por litro (Artigas et al., 2017).

De acuerdo con el contenido alcohdlico, se definen vinos livianos los que presentan
un volumen entre 7% y 8,5%, los vinos de mesa y vinos varietales entre 8,6% y 14%
y vinos licorosos entre 14% y 18% (Artigas et al., 2017).

El anhidrido carbonico puede ser incorporado al vino de manera natural mediante
una segunda fermentacién, para obtener vinos espumosos. Si el gas carbonico es
incorporado de manera exdgena se obtiene un vino gasificado o espumante (Artigas
etal., 2017).

Para la obtencion de vino con perfiles destacables, la calidad de la uva es el
elemento clave, su madurez es un factor importante que determina en gran medida
la composicidbn de azucares y compuestos antioxidantes. Estas propiedades
impactan directamente en las caracteristicas sensoriales de los vinos y, por lo tanto,
en su valoracion y calidad. Por eso, es importante llevar el control de la madurez del
fruto y estudiar y seleccionar el momento optimo para la vendimia de las uvas
(Tinajero Castro et al., 2023).

1.8.1 Vino espumoso - vino base

Un vino espumoso se obtiene de la segunda fermentacion de un vino tranquilo o vino
base. Dependiendo de Ila tecnologia utilizada se clasifican en espumosos
fermentados en botella y fermentados en grandes cubas o granvas. Las diferencias
mas relevantes entre los productos obtenidos se dan por la variedad de uva, las
zonas de produccion y el tiempo de maduracion del vino con levaduras (Pozo Bayén
et al., 2009).

El vino base se elabora generalmente a partir de varietales blancos, teniendo en
cuenta factores como la madurez de la uva (17-20 brix), la acidez (pH 2.92-3.5) y las

fuentes de nitrogeno facilmente asimilables (140 mg/L FAN) (Velazquez et al., 2019).
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Se inicia con la vendimia de la uva y el prensado para la extraccion del mosto,
seguido de la adicién de SO: y la clarificacion. Posteriormente, para llevar a cabo la
fermentacion, el mosto se inocula con levaduras (comerciales o seleccionadas) o se
permite el desarrollo de las levaduras presentes de forma natural. El proceso se
realiza a temperatura controlada (15-18 °C). Una vez finalizada la fermentacion, se
procede a la estabilizacion tartarica y, finalmente, a la filtracion (Pozo Bayon et al.,
2009) (Figura N°10).
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Figura N°10: Pasos del proceso de obtencién de un vino base.

Una vez obtenido el vino base, se procede a realizar la segunda fermentacion, la
cual comprende la adicion del ino6culo de levadura, sacarosa y clarificantes al vino

base. Posteriormente, el producto se puede someter a dos procesos distintos:

e Método champenoise, proceso de crianza en botella, seguido del removido,
mediante el cual el sedimento de levadura se traslada al cuello de la botella. A
continuacion, se efectua la extraccion de la levadura de la botella (deguelle),
la adicién de licor de dosificacién, encorchado y envasado del vino espumoso
(Pozo Bayon et al., 2009) (Figura N°11).

e Meétodo charmat, proceso realizado en granvas o cubas de acero inoxidable y
resistentes a la presion, el licor de tiraje se afiade al tanque con el vino base y

la mezcla se agita. La temperatura baja durante la segunda fermentacién
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resulta en un producto final mas afrutado y con burbujas finas, esta etapa
suele durar de 20 a 30 dias. Luego, el vino espumoso esta listo para la

filtracion y los procedimientos finales (Simonaggio et al., 2014) (Figura N°11).
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Figura N°11: Pasos del proceso de obtencién de un vino espumoso.
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1.9 Justificacion

La vitivinicultura esta en continuo cambio adaptandose a las demandas del mercado.
La microbiologia enoldogica ha tomado protagonismo gracias a la informacién
existente sobre levaduras autdctonas y los beneficios que se alcanzan cuando son
empleadas adecuadamente. La microbiota de una zona se caracteriza por su
adaptacion a las condiciones agroecoldgicas, asi como a la variedad de uva sobre la
cual se encuentra. Conducir fermentaciones espontaneas resulta riesgoso debido a
la variabilidad microbiolégica influenciada principalmente por factores externos.
Existe la posibilidad de seleccionar levaduras de una zona vitivinicola y utilizarlas
como cultivo iniciador (starter), simulando, en cierta manera, una fermentacion
espontanea, pero conociendo la/las cepas autdctonas que estan actuando y de esta
manera lograr el control del proceso.

Bajo este contexto, durante la vendimia 2021 - 2022, el equipo de microbiologia de
bebidas fermentadas “IBT fermenta” del Instituto de Biotecnologia - UNSJ en
conjunto con el grupo de trabajo de la agencia de extension rural de Calingasta
AER- INTA, comenzaron con la exploracion microbioldégica del Paraje Hilario. El
mismo cuenta con 50 ha cultivadas con vid y representa el Paraje donde se
resguarda el patrimonio vitivinicola del Valle de Calingasta con vifias de varietales
autoctonos (criollos) implantados desde 1930. Particularmente, el varietal Torrontés
Sanjuanino con 1309,4 ha cultivadas en San Juan, es uno de los varietales que
predominan en dicho Paraje (INTA, 2017; Wines of Argentina, 2024).

Hilario se caracteriza por una vitivinicultura con baja intervencion de practicas
agricolas tradicionales, lo que convierte a esta zona en un punto de elevada riqueza
microbioloégica. En la mayoria de los cultivos no se realiza mas de una curacion y en
muchos casos se trabaja en forma organica y natural. También, una particularidad a
rescatar de la zona en estudio es que la mayoria de los elaboradores de vino optan
por llevar a cabo sus fermentaciones de manera espontanea. Actualmente, en la
zona se elaboran vinos tintos y blancos, sin embargo, no se producen vinos
espumosos. Destacando el poder enologico que tiene el varietal Torrontés
Sanjuanino, es posible conducir fermentaciones para la produccion de vinos con
segunda fermentacién. De esta manera se lograria diversificar y agregar valor a la

produccion vitivinicola de la zona.
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La seleccion de cepas autoctonas se lleva a cabo analizando un gran numero de

cultivos puros aislados directamente de las uvas, vifiedos y de los mostos de la

region vitivinicola correspondiente. Posterior al aislamiento, es necesario un proceso

de caracterizacion enoldgica que asegure el buen comportamiento de cara a su uso,

aquellas que presenten las mejores caracteristicas enoldgicas, seran seleccionadas
(Artigas et al., 2017; Petrignani, 2022).

Los rasgos que generalmente se analizan y caracterizan en los aislamientos a

seleccionar se pueden observar en la Tabla N°1:

Tabla N°1:

Caracteristicas a tener en cuenta para la seleccién de levaduras (Mestre, 2019; Escribano Viana, 2021).

Rasgos deseables

Elevada tolerancia de

etanol.

Sintesis de compuestos
aromaticos positivos.

Rasgos

Produccion de
SO,

indeseables

Produccion de polifenol

oxidasa.

Total consumo de

azucares fermentables.

Sintesis de enzimas de
interés enoldgico.

Produccion de
H,S.

Requerimiento

excesivo de nitrégeno.

Resistencia al SO,

Formacion de acido
lactico.

Produccion de etil

fenoles.

Formacion de biofilms.

Capacidad de fermentar

a bajas temperaturas.

Formacion de acetato de
isoamilo.

Produccion de

carbamatos.

Formacién de espuma/

velo.

Poder de floculacién al

final del proceso.

Degradacion de acido
malico.

Formacion de

turbidez.

Produccién de acidos

volatiles.

Fenotipo killer.

Inicio rapido de

fermentacion.

Produccion de

aminas bidgenas.
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1.10 Hipotesis
La caracterizacion genotipica y fenotipica del cepario de levaduras autéctonas del
Paraje Hilario - Calingasta permite seleccionar cepas 6ptimas para la elaboracién de

vinos base para espumosos.

1.11 Objetivos

1.11.1 Objetivo general
Seleccionar levaduras autdctonas Saccharomyces y no convencionales aisladas del
Paraje Hilario (Calingasta) aptas para conducir fermentaciones de vino base para

espumantes.

1.11.2 Objetivos especificos
1. Identificar a nivel molecular levaduras autoctonas de la zona del Paraje
Hilario, Calingasta.
2. Detectar rasgos negativos que las levaduras puedan aportar al proceso de
fermentacion.
3. Caracterizar fenotipicamente a las levaduras autoctonas de acuerdo con

propiedades de interés enologico.
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2 Metodologia

2.1 Sitio de estudio

De acuerdo con los ultimos datos registrados en 2022, el Valle de Calingasta cuenta
con 171 ha cultivadas con vid. Con respecto a la actividad productiva, principalmente
se trata de cultivos de vid, se asocia con produccién horticola, fruticola, apicola y
produccion de rumiantes menores que se integran a las labores de la vid para
mantener baja la cobertura vegetal de los parrales (INTA, 2017; INTA, 2022; Tornello
et al., 2022).

El Paraje Hilario esta ubicado a 31° 48" 56" S y 69° 40" 47" O, con un promedio de
altitud de 1550 msnm (Figura N°12). Es irrigado por el rio Los Patos y esta al
costado de la ruta nacional 149. Este Paraje posee gran proporcion de vifiedos
patrimoniales y se calcula que las plantaciones datan de la primera mitad del siglo
XX. Algunas condiciones son tipicas de Calingasta, como su altura que se
encuentra entre 1550 y 1700 msnm, las bajas precipitaciones, entre 50 y 100 mm
anuales y el clima favorable, ya que se dan 350 dias soleados al afo y 23° de
amplitud térmica (INTA, 2017; INTA, 2022).

Cabe destacar que el Paraje Hilario - Calingasta fue denominado por el INV como
Indicacion Geografica de Argentina en el afio 2023, mediante la resolucion 37/2023

(INV, 2024), otorgandole un valor adicional a sus productos.
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Figura N°12: Sitio de estudio puntos de muestreo Paraje Hilario- Calingasta- San Juan

2.2 Microorganismos

Las levaduras del presente estudio fueron aisladas del Paraje Hilario (Calingasta) y
forman parte del cepario del Instituto de Biotecnologia de la Facultad de Ingenieria
de la Universidad Nacional de San Juan. La coleccién consta de 77 aislamientos de
levaduras de la especie S cerevisiae y 117 aislamientos del grupo de no
convencionales. Todas las muestras se encuentran conservadas en ultrafreezer a
-80°C. Previo a cada ensayo las levaduras se repicaron en medio diferencial
Wallerstein Differential Agar (WLN) para comprobar su pureza y luego se repicaron
en medio Yeast Extract Peptone Dextrose (YEPD) caldo (1% extracto de levadura,
2% peptona, 2% dextrosa, pH 4,6) a 25°C, 110 revoluciones por minuto (rpm), para

el crecimiento de biomasa a utilizar en los ensayos.
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2.3 ldentificacion a nivel molecular de las levaduras
autoctonas.

2.3.1 Extraccion de ADN

Previo a la caracterizacidon molecular, se realizo la extraccion de ADN siguiendo la
metodologia de Hoffman y Winston (1987) modificada. Para ello, las levaduras se
cultivaron en medio YEPD caldo para obtener biomasa y posteriormente se
sometieron a lisis mecanica y quimica mediante perlas de vidrio y una mezcla de
fenol/cloroformo/isoamilico. Los acidos nucleicos se recuperaron mediante
precipitacion alcohdlica, tratamiento con RNAsa y sucesivos lavados con etanol.
Finalmente, el ADN se resuspendié en solucion TE y se conservé a -20+1 °C hasta

su utilizacién (Petrignani, 2022).

La integridad del ADN se verifico mediante electroforesis en gel de agarosa al 0,7 %
en buffer TBE 0,5X durante 60 min a 90 V, utilizando como marcador de peso
molecular | EcoRI/Hind Ill (Fermentas Inc., Hanover, USA). Los geles fueron tenidos
con bromuro de etidio y visualizados en un transiluminador UV (Chimeno, 2015;
Petrignani, 2022).

2.3.2 ldentificacidn molecular a nivel especie

La identificacion a nivel de especie de cada aislamiento se realiz6 mediante
secuenciacion del fragmento amplificado del dominio D1/D2 del gen ribosomal 26S
(Valente et al., 1999) modificado por nuestro grupo de trabajo (Maturano et al.,
2015). La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se llevo a cabo empleando los
cebadores universales NL1 (5-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3') y NL4
(5-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3'), utilizados para la amplificacion de esta region.
La mezcla de reaccion (50 uL) contenia: 34,55 uL de agua miliQ, 5 uL de buffer 1X,
2,5 uL MgCl: 1,5 mM, 4 yL dNTPs 0,2 mM, 1 yL de cada cebador a 0,4 uM, 0,25 L
de Taq ADN polimerasa (1U) y aproximadamente 50 ng de ADN molde.
Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes:

1. Desnaturalizacién inicial a 95 °C durante 5 min.

2. 40 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 1 min.

3. Alineamiento a 55,5 °C durante 2 min.
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4. Extensiéon a 72 °C durante 2 min.

5. Extension final de 10 min a 72 °C.
Los productos amplificados se verificaron mediante electroforesis en gel de agarosa
al 1,4 %, tenido con bromuro de etidio y visualizados bajo luz UV. Las bandas
correspondientes a ~600 pb fueron posteriormente purificadas y enviadas para su
secuenciacion por método de Sanger a INTA Castelar, Buenos Aires. El marcador
utilizado fue de 100 pb (K 0177) Inbio Highway, Tandil, Argentina.
Las secuencias obtenidas se compararon con las depositadas en la base de datos
GenBank (NCBI) mediante el algoritmo BLASTn (Basic Local Alignment Search
Tool), considerando como criterio de identificacion una similitud =299 % con

secuencias de referencia.
2.3.3 ldentificacién molecular a nivel cepa de S. cerevisiae

Con el fin de diferenciar a nivel cepa a los aislamientos identificados como S.
cerevisiae, y, a su vez, para comparar con los patrones de las levaduras comerciales
mas popularmente usadas, se llevdo a cabo la diferenciacion molecular

intraespecifica mediante la metodologia de PCR Interdelta (Legras & Karst, 2003).

Cada reaccion de amplificacion PCR tuvo como volumen final 30 yL con los
siguientes componentes: 3 uL de buffer 10x con MgCl,, 6 uL de dNTP's 2 mM, 2 uL
del primer 612 (5-TCAACAATGGAATCCCAAC-3') 15 uM, 2uL del primer 621
(5"-CATCTTAACACCGTATATGA-3") 15 uM, 0,6 yL de Taqg Polimerasa 5U/uL, 5 pL
de ADN (250 ng) y 11,4 uL de agua miliQ para completar el volumen final. Para llevar
a cabo el proceso se utilizé el termociclador Eppendorf AG 22331, donde se

programaron los siguientes pasos:

Desnaturalizacion inicial: 95°C durante 4 min;
Desnaturalizacion: 95°C durante 0,3 min;
Hibridacién: 46°C durante 0,3 min;
Extension: 72°C durante 1,3 min;

Repeticion de los pasos 2, 3 y 4: 35 ciclos;

2

Extensidn final: 72°C durante 10 min.
Los productos de la reaccién fueron analizados mediante electroforesis en geles de

agarosa 1,2% en TBE 0,5 X con Bromuro de etidio durante 60 min a 90 V. Las
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imagenes fueron captadas al exponer los geles a transiluminador de UV en
fotodocumentador con camara CCD acoplada y analizadas con el software Gel Doc
XR (Bio Rad Laboratories Limited, Hemel Hempstead, UK) (Chimeno, 2015;
Petrignani, 2022).

2.3.4 |dentificacibn molecular a nivel cepa de Ilevaduras no

convencionales

La identificacion a nivel cepa de las especies de levaduras no convencionales, se
realiz6 mediante la técnica de Analisis de PCR de ARNt con repeticion en tandem
(Barquet et al., 2011).
Los cebadores utilizados para el analisis  fueron: ARNt Sc
(5"-GCTTCTATGGCCAAGTTG-3"), ISSR-MB (5-CTCACAACAACAACAACA-3") vy
5CAG (5'-CAGCAGCAGCAGCAG-3"). Las amplificaciones por PCR se realizaron en
un termociclador Thermo PXE 0.2, combinando el cebador ARNt Sc con el cebador
ISSR-MB o 5CAG. Las mezclas de reaccion de PCR consistieron en 5 yL de ADN
gendémico (10-20 ng), 1 uL de cada cebador 1 uM, 3 pL de dNTP 0,2 mM, 3 uL de
MgCl. 2,5 mM, 5 pL de Taq buffer 10 X, 0,3 uL de ADN polimerasa Taqy 31,7 yL de
agua miliQ en un volumen final de reaccion de 50 pL.
La amplificacion se realizé de la siguiente manera:

1. 5mina 95 °C.
35 ciclos de 60 seg a 95 °C.
60 seg a 50 °C.
90sega 72 °C.

Extension final de 10 min a 72 °C.

o & 0D

Los productos de PCR se separaron a 50 V en geles de agarosa al 1,8 - 2 %.
(Barquet et al., 2011).
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2.4 Caracterizacion fisiologica de interés enologico de

levaduras autoctonas.

2.4.1 Rasgos fisioldgicos no deseados en enologia:

2.4.1.1 Produccién de H,S.

El acido sulfhidrico es un compuesto considerado indeseable en fermentaciones
alcohdlicas por su caracteristico olor a huevo podrido. Con el fin de determinar las
cepas productoras de este compuesto, se sembroé a partir de un cultivo puro de cada
cepa en medio comercial BigGy agar (Difco). Las placas se incubaron 48-72 h a
28+1 °C y posteriormente se analizo la coloracion alcanzada por las colonias de
cada cepa. Este medio de cultivo posee Citrato amédnico de Bismuto, el cual en
presencia de H,S va oscureciendo las colonias. Esto permite estimar el potencial de
cada cepa para producir H,S por accion de la enzima sulfito reductasa en un medio
con deficiencias de nitrogeno (Massera et al., 2012). La produccion cualitativa de
H,S se determiné mediante la comparacién de la coloraciéon de la colonia con la

escala propuesta por Mendez - Ferreira et al., 2012.

2.4.1.2 Produccion de acidos volatiles.

El acido acético se considera compuesto indeseable por otorgar sabor y olor
avinagrados al vino. Su produccion por parte de las levaduras en estudio se
determind mediante la técnica propuesta por Sidari et al. (2017). Una pequefa
alicuota de levadura previamente activada se siembra sobre el medio Chalk agar
(g/L: extracto de levadura 3, glucosa 10, carbonato de calcio 3, agar 15). Las placas
se incubaron a 25 £1°C por 7 dias. La presencia de un halo translucido alrededor del
crecimiento de levaduras indico produccion de acido acético. Mediante el indice
llamado parametro Z, que compara el radio de la siembra levuriana con el del halo
translucido se determinaron las cepas productoras. Los valores de Z mas proximos a

1 corresponden a cepas con menor produccion de acido acético.

2.4.1.3 Precursores de aminas bidégenas.

Los compuestos nitrogenados cadaverina, putrescina, histamina, son considerados

indeseables por su potencial efecto cancerigeno. Se evalu6 la capacidad de las
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levaduras para descarboxilar aminoacidos y producir aminas bidgenas siguiendo el
protocolo de Zullo y Ciafardini (2019). Alicuotas de levaduras previamente activadas
se sembraron sobre (g/L): glucosa 0,1, purpura de bromocresol 0,06, Yeast Nitrogen
Base (YNB) 6,7, agar agar 20 y aminoacido 1 (L-tirosina, L- histidina, L- arginina) y
se ajusto el pH a 5,3 con HCI. Las placas se incubaron a 25 +1 °C por 4 dias. La
produccion de aminas bidgenas se asocia a la formacion de halo de color purpura

alrededor del desarrollo levuriano.
2.4.2 Caracteristicas fisiologicas deseadas en el ambito enoldgico.

2.4.2.1 Actividad ureasa.

La urea es un reconocido precursor de etilcarbamatos (compuesto potencialmente
cancerigeno) que en ocasiones puede encontrarse en el mosto de uva. Con el
objetivo de detectar levaduras con capacidad de hidrolizar urea, se evaluara la
actividad ureasa mediante la técnica propuesta por Vergara et al. (2023). El medio
de cultivo (agar base urea) consistié en (g/L) peptona 10, glucosa 10, cloruro de
sodio 5, fosfato monosoddico de potasio 2, rojo fenol 0,012, agar 15; el pH final fue de
6,8 £ 0,2. El medio de cultivo se distribuyd en tubos de ensayo y fueron esterilizados
en autoclave durante 15 min a 121 °C, a cada tubo se le agreg6 0,15 mL de solucion
de urea filtrada al 40 %, y se dejaron solidificar en pico de flauta. Las levaduras
previamente activadas se sembraron en forma de estria sobre el medio de cultivo
que originalmente es de color amarillo. La presencia de actividad ureasa positiva, se

evidencio por un cambio de color del medio a fucsia intenso.

2.4.2.2 Tolerancia al SO..

El anhidrido sulfuroso es un compuesto comunmente empleado en el ambito
enoldgico porque cumple funciones como antiséptico, antioxidante, disolvente y
clarificante, entre otras. Por lo tanto, resulta importante evaluar la tolerancia a las
concentraciones generalmente aplicadas en las vinificaciones de las bodegas de la
regidn. Para tal fin se siguieron los protocolos establecidos por Vigentini et al. (2017)
con modificaciones. Una alicuota de levaduras previamente activadas se inocularon
en medio YEPD- agar con dosis de SO, de 50, 100 y 200 mg/L incluida en el medio.
Las levaduras se sembraron puntualmente sobre los medios con diferentes
concentraciones de SO, y se incubaron por 3 dias a 27+1 °C. Posteriormente, el
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desarrollo de las colonias de levaduras se comparo con el control positivo, YEPD-

agar sin SO.,.

2.4.2.3 Tolerancia a baja temperatura y pH.

El sustrato que se utilizé en el ensayo fue mosto a 21 °Bx y pH 3 o pH 3.5. Los tubos
inoculados con 1 x 10° cel/mL se incubaron en condiciones estaticas a 15+1°C. Cada
tubo contenia en su interior una campana Durham invertida, para evidenciar la
acumulaciéon de gases (CO,) producido durante el proceso fermentativo de las
levaduras. Los tubos fueron monitoreados durante los primeros tres dias cada 24 h
para detectar el entrampamiento de gas en las campanas. Las levaduras que
presentaron el llenado completo de la campana de Dirham con CO, durante los
primeros tres dias, se seleccionaron como tolerantes a los factores analizados
(Mestre et al., 2017).

2.4.2.4 Tolerancia al etanol.

Las levaduras previamente activadas se contaron en camara de Neubauer con el fin
de inocular 1 x 10° cel/mL. El sustrato para el presente ensayo fue (g/L): glucosa 10,
fructosa 20 y extracto de levadura 1. Se esterilizé a 0,5 atm por 10 min y luego se
agregdé etanol para alcanzar las concentraciones de 6, 9 y 12% v/v para no
convencionales y 11 y 13% v/v para S. cerevisiae. Los tubos inoculados conteniendo
campana Durham invertida fueron incubados en condiciones estaticas a 25+1 °C por
tres dias. El ensayo fue monitoreado cada 24 h, la acumulaciéon de gases (CO,)

indico el proceso fermentativo de las levaduras. (Mestre et al., 2017).

2.4.2.5 Determinacion de la resistencia al molibdato.

El glutation es un antioxidante que evita la oxidaciéon y pardeamiento del mosto o
vino, también previene la formacion de olores desagradables, por este motivo es un
rasgo deseable. Como medicion indirecta de la produccidn del antioxidante
mencionado, se evaludé el crecimiento de las levaduras en un rango de
concentraciones de molibdato segun la metodologia detallada por Mezzetti et al.

(2017). La coloracién azulada de las colonias indica la resistencia al molibdato.
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2.4.2.6 Capacidad de floculacion

Se evalu6 mediante el protocolo propuesto por Soares et al. (2000). Las células
previamente activadas en medio YEPD caldo, se recolectaron por centrifugacion y se
lavaron con agua desionizada. Posteriormente, se resuspendieron en una solucién
de CaCl: a 80 mg/L, ajustada a pH 4. Las suspensiones se agitaron brevemente y se
dejaron reposar a temperatura ambiente. La formacion de fléculos y la
sedimentacion celular se evaluaron visualmente durante 30 min, registrando el

tiempo de sedimentacién a intervalos de 10 min.

2.4.2.7 Posesion del factor killer.

El factor killer corresponde a una actividad antimicrobiana ejercida por ciertas
levaduras frente a otros microorganismos presentes en el medio, resultando
especialmente relevante durante las etapas iniciales de la fermentacién. Esta
interaccion involucra la accion de una toxina proteica/glicoproteica producida por
determinadas especies de levaduras (fenotipo killer), capaz de eliminar a aquellas
que poseen receptores especificos (fenotipo sensible). El ensayo se realizé segun la
metodologia descrita por Buzzini et al. (2004). Las levaduras, previamente activadas,
se sembraron de manera puntual sobre placas con medio KM. La presencia de un
halo translucido de inhibicidn alrededor de la siembra levuriana indicé actividad

antimicrobiana sobre la levadura sembrada como /awn en el medio de cultivo.
2.4.2.8 Evaluacion del poder fermentativo y la cinética de fermentacion.

Se realizaron microvinificaciones con las cepas de S. cerevisiae que cumplieron con
los requisitos analizados previamente. Cada microvinificacion se realizé en frascos
Erlenmeyer de 2000 mL de capacidad con 1400 mL de mosto de uva a 22 °Bx, 151
°C, en condiciones estaticas. El monitoreo de las fermentaciones se realiz6 mediante
la pérdida de peso de los sistemas fermentantes. Durante el proceso, se tomaron
muestras periddicas para analizar el consumo de azucares reductores mediante la
técnica colorimétrica de DNS (Miller, 1959) y de fuentes nitrogenadas facilmente
asimilables con el método de Sorensen citado por Ribéreau-Gayon et al. (2006). El
seguimiento de las poblaciones de levaduras se llevo a cabo mediante siembra en

medio diferencial WLN.
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2.5 Analisis estadistico de los datos

Cada ensayo se realizo por triplicado de forma independiente y los resultados se
expresaron como el valor medio de dichas determinaciones junto con sus
respectivas desviaciones estandar. El analisis estadistico de la caracterizacion de las
levaduras se llevd a cabo mediante tablas de contingencia a nivel de especie,
aplicadas a los rasgos no deseados (produccion de acido sulfhidrico y acidez volatil)
evaluando la asociacion entre las variables mediante la prueba de chi-cuadrado de
Pearson. En los casos en que fue pertinente, se consideraron las frecuencias
relativas para facilitar la interpretacion de los resultados. Por otro lado, los rasgos
positivos se analizaron mediante un Analisis de Correspondencias Multiples (ACM)
con el fin de describir las asociaciones entre dichos caracteres y las cepas o
especies. Estos analisis se realizaron utilizando el software InfoStat® (version
profesional 2020). Asimismo, se aplicd Analisis de Varianza de Medidas Repetidas
por Bloques (ANOVA) al conjunto de datos que se obtuvieron durante el desarrollo
de las fermentaciones, esto permitio evaluar el efecto del tiempo y de la cepa sobre
la variable medida. El analisis se realizé en el entorno estadistico RStudio® (versién
45.1).

Si bien algunas etapas experimentales, particularmente la caracterizacion fisiolégica,
se llevaron a cabo de manera paralela a la identificacion molecular a nivel de cepa
en levaduras no convencionales, la presentacion de los resultados se organiza de
acuerdo con la secuencia logica de los objetivos planteados. Esta estrategia permite
integrar la informacién taxondémica y funcional de manera coherente, facilitando la

interpretacion global del comportamiento de las cepas estudiadas.
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3 Resultados y discusion

Entre los avances de la industria vitivinicola, el control microbiolégico de la
fermentacion mediante la inoculacion del mosto con cultivos iniciadores de levaduras
seleccionadas esta entre los mas relevantes, esto permite obtener procesos
seguros, predecibles y de calidad constante. Las levaduras no solo intervienen en la
conversion de azucares en etanol y didéxido de carbono, sino que determinan gran
parte del perfil sensorial del vino produciendo compuestos aromaticos y metabolitos
secundarios. Por ello, las investigaciones actuales se orientan a comprender el
comportamiento fisiolégico y metabdlico de diferentes especies para seleccionar
aquellas que respondan a las necesidades tecnoldgicas de vinificacion y aporten
caracteristicas distintivas (Suarez-Lepe et al., 2012; Bernardi, 2013; Escribano Viana
et al., 2021).

En este contexto, la seleccidon de cepas autdctonas, tanto de Saccharomyces como
de levaduras no convencionales, representa una estrategia sustentable para
preservar la tipicidad regional y evitar la homogeneizacion sensorial asociada al uso
global de cultivos comerciales. Estas levaduras, propias del terroir del vifiedo,
pueden potenciar los atributos varietales y conferir mayor singularidad e identidad al
producto final (Fleet, 2008; Suarez-Lepe et al., 2012; Pretorius, 2020; Escribano
Viana et al., 2021).

El presente trabajo se enmarca en esta linea, se buscod seleccionar levaduras
autoctonas del Paraje Hilario, Calingasta con potencial enolégico para la elaboracion
de vinos base para espumosos, con el propdsito de aportar al conocimiento
microbiolégico regional y al desarrollo de biotecnologias enoldgicas adaptadas al

terroir local.

Los resultados se presentan siguiendo el orden de los objetivos especificos. En este
sentido, se expone en primer lugar la identificacion molecular de las levaduras y
posteriormente su caracterizacion fisiologica. Cabe resaltar que algunos ensayos se
realizaron de manera paralela durante el desarrollo del trabajo, sin afectar la

interpretacion conjunta de los resultados.
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3.1 ldentificacion a nivel molecular de levaduras autéctonas de la

zona de Hilario- Calingasta:

De acuerdo con los objetivos, se realizaron ensayos para la caracterizacion de los
aislamientos de levaduras provenientes del Paraje Hilario que forman parte del
cepario del Instituto de Biotecnologia de la Facultad de Ingenieria de la Universidad

Nacional de San Juan.

La identificacibn molecular a nivel especie de los 194 aislamientos permitid
caracterizar la diversidad de levaduras presentes en los aislamientos del Paraje
Hilario, Calingasta. Los porcentajes mas altos se dieron principalmente entre tres
especies: S. cerevisiae, H. uvarum y M. pulcherrima. En menor medida Naganishia
albidus, Cryptococcus uzbekistanensis, Starmerella bacilaris, Aureobasidium

melanongenum, Zygoascus meyerae, Cryptococcus albidus (Figura N°13).

La especie H. uvarum se encuentra con mas frecuencia en las primeras etapas de la
fermentacion a nivel global, mientras que Metschnikowia constituye otro de los
géneros habitualmente dominantes en la microbiota inicial del vinedo, esto confirma
el patréon ampliamente descripto para uvas Vitis vinifera en otras regiones

vitivinicolas (Godoy, 2013; Drumonde-Neves et al., 2021).

Por su parte, S. cerevisiae aparece en menor proporcion en la superficie de las
bayas, al inicio de fermentacién, no esta presente, y a medida que avanza aumenta
su proporcién. Por lo que su deteccion en fases tempranas sugiere una adaptacion
local de esta especie, posiblemente asociada al manejo del viiedo o la historia
microbiolégica de la bodega. Esto coincide con lo reportado en distintos estudios
sobre microbiota autdéctona de uvas y mostos (Bezerra, 2012; Godoy, 2013; Franco
et al., 2019; Drumonde-Neves et al., 2021).
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Figura N°13: Biodiversidad de especies presentes en el Paraje Hilario, Calingasta.

De los 77 aislamientos identificados como S. cerevisiae, se diferenciaron 31 cepas
con perfiles genéticos unicos (Figura N°14), lo que evidencia una alta diversidad
intraespecifica en la poblacion estudiada. Este hallazgo coincide con numerosos
estudios sobre comunidades de esta especie en vinos y vifiedos, que suelen reportar
una diversidad alta incluso dentro de un vifiedo o fermentacion. En un estudio
realizado en Galicia (Espana) y estudios mas recientes en el Libano, utilizando
técnicas moleculares, identificaron multiples genotipos de S. cerevisiae en
fermentaciones espontaneas, o que pone de manifiesto una estructura poblacional
muy variada (Blanco, P. et al., 2006; Feghali, N. et al., 2019).
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Figura N°14: Perfiles genéticos de aislamientos de levaduras S. cerevisiae realizados con la técnica PCR
Interdelta (cada numero representa distintos aislamientos y M corresponde al marcador).
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La identificacidn a nivel de cepa de los aislamientos de H. uvarum, permitié obtener

los patrones genéticos observados en la Figura N°15.

14 32 34 (135 106 136

Figura N°15: Perfiles genéticos de aislamientos de levaduras H. uvarum realizados con la técnica PCR de
ARNTt con repeticidon en tandem (cada numero representa distintos aislamientos).
La discriminacidén a nivel de cepa es esencial para seleccionar microorganismos con
potencial enologico especifico. Como plantean Drumonde-Neves et al. (2021),
muchas de las nuevas aplicaciones en vinificacion dependen de identificar perfiles

metabdlicos particulares mas que diferencias taxonémicas amplias.

Las levaduras que no pertenecen al género Saccharomyces suelen predominar
durante las etapas iniciales de la fermentacién alcohdlica, luego son desplazadas por
especies del género Saccharomyces, debido a que las primeras presentan menor
tolerancia al etanol y limitada capacidad de adaptacién a condiciones adversas,
como con baja concentracién de oxigeno, bajo pH o presencia de SO.. Por lo tanto,
los géneros con baja resistencia al etanol predominan al inicio del proceso, mientras
que S. cerevisiae se impone en las etapas finales cuando la concentracion de etanol
alcanza su valor maximo (Di Maro et al., 2007; Manzanares et al., 2011; Liu et al.,
2016; Padilla et al., 2016; Rocker et al., 2016; Benito et al., 2019).
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Aun asi, ciertas cepas de especies como Hanseniaspora pueden mantenerse hasta
el final de la fermentacion, especialmente cuando se trabaja a bajas temperaturas,
contribuyendo positivamente a las propiedades y complejidad del vino (Di Maro et
al., 2007). En este sentido, estudios recientes han investigado y reevaluado el rol de
H. uvarum, que tradicionalmente era considerada perjudicial, destacando su
potencial enoldgico (Gobbi et al., 2013; Benito et al., 2025).

3.2 Deteccidn de rasgos negativos en las levaduras aisladas del

Paraje Hilario.

El total de cepas y aislamientos productores de H,S fue de 29,3% de S. cerevisiae,
18,4% de H. uvarum y 43,3% de M. pulcherrima. Se observa en la Figura N°16 las
placas de Petri y la coloracion de los cultivos con la que se determiné la produccion
de H,S.

Figura N°16: Produccion de H,S basandose en la coloracion de las colonias, las mas oscuras son las mas

productoras.

Con respecto a la produccion de acidos volatiles, S. cerevisiae presentd un 9,67% de
cepas productoras, H. uvarum 7,89% y M. pulcherrima 23,33%, las placas de la
Figura N°17 muestran el halo transliucido formado por las siembras de levaduras

para determinar la produccion.
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Figura N°17: Produccion de acido acético, el halo transparente alrededor de la colonia indica la produccion

La Figura N°18 muestra a la unica colonia, perteneciente a la especie Aureobasidium

melanongenum, que resulté ser productora de aminas bidgenas.

Figura N°18: Placas para observar la producciéon de aminas bidgenas, la coloracién violeta indica la

produccién.

En la matriz binaria generada para los siguientes graficos (Figura N°19), se asigné
“1” a los aislamientos que no presentaron rasgo negativo y “0” a los que si
presentaron, siguiendo criterios similares a los aplicados por Mestre et al. (2017) y
Tzamourani et al. (2023). Por lo tanto, las cepas que mas apilen rasgos son las

preseleccionadas para los siguientes ensayos.
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Figura N°19 a: Resultados por cepas de S. cerevisiae de rasgos no deseados (recuadro indica que no

presenta rasgos).
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Figura N°19 b: Resultados por cepas y aislamientos de especies no convencionales a: H. uvarum, b: M.
pulcherrima, c: otras especies, de rasgos no deseados (recuadro indica que no presenta rasgos).
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Los resultados reflejan una variabilidad intraespecifica que generalmente se reporta
para levaduras de un terroir especifico. Estudios como los de Davies et al. (2023) y
Drumonde-Neves et al. (2021) sostienen que las poblaciones autéctonas pueden
incluir perfiles fisioldgicos con diferencias aun dentro de una misma especie, lo que
explica la coexistencia de cepas aptas e inapropiadas dentro de un mismo grupo

taxondémico.

En funcién de los resultados obtenidos para los rasgos no deseados, se realizd un
analisis mediante tablas de contingencia a nivel de especie, con el objetivo de
evaluar la posible asociacién entre las especies de levaduras y la presencia de
produccion de acido sulfhidrico (H-S) y acidez volatil elevada. Este enfoque permitié
cuantificar las frecuencias observadas y contrastarlas estadisticamente,
proporcionando una interpretacion mas directa de la distribucion de estos rasgos.

Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla N°2.

Tabla N°2:

Frecuencias absolutas y relativas de cepas con produccion de &cido sulfhidrico (H.S) y acidez volatil (AV)

elevada segun especie de levadura.

Especie H,S (+) AV (+) Total cepas  Proporcion H,S  Proporcion AV
M. pulcherrima =~ 13 7 30 0,43 0,23
| S. cerevisiae 9 3 31 0,29 010 |
| H. uvarum 7 3 38 0,18 0,08 |

Los resultados indicaron que la proporcion de cepas productoras de H:S vari6 entre
especies, siendo mayor en M. pulcherrima (43%), seguida de S. cerevisiae (29%) y
H. uvarum (18%). Sin embargo, el analisis de chi-cuadrado no evidenci6 diferencias
estadisticamente significativas entre especies (p > 0,05), aunque se observé una
tendencia a la asociacion (p = 0,057). Este patron sugiere una mayor frecuencia de
produccion de H:S en ciertas especies, particularmente en M. pulcherrima, aunque
con una variabilidad que impide establecer diferencias concluyentes a nivel
estadistico. En este sentido, diversos estudios han sefialado que distintas especies
presentes en la microbiota vinica, incluidas levaduras no convencionales, pueden

contribuir a la generacion de compuestos azufrados indeseables durante la
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fermentacion alcohdlica (Tzamourani et al., 2023). La distribucion de este rasgo se

representa graficamente en la Figura N°20 (a).

En relacion con la acidez volatil, se observé una mayor proporcion de cepas con este
rasgo en M. pulcherrima (23%), en comparacion con S. cerevisiae (10%) y H.
uvarum (8%). No obstante, al igual que en el caso del H.S, el analisis estadistico no
detectd diferencias significativas entre especies (p > 0,05). A pesar de ello, la
tendencia observada refuerza la posible asociacion entre ciertas levaduras no
convencionales y una mayor producciéon de compuestos que incrementan la acidez
del medio. Estos resultados resultan consistentes con lo reportado en la literatura,
donde se describe que algunas especies no convencionales pueden aumentar la
produccion de acidos organicos bajo determinadas condiciones fermentativas,
afectando la calidad del producto final (Zhong et al., 2020). La distribucion de este

rasgo se muestra en la Figura N°20 (b).

Proporcion de cepas Proporcidén de cepas con
productoras de acido acidez volatil elevada
sulfhidrico 500%
50% 45%
45% 43% A0%
40% 350
0 23%
250 25%
20% 18% 20%
15% 15% 10%
10% 10% 8%
~ .
(]
S. cerevisiae H. uvarum M. pulcherrima S. cerevisiae H. uvarum M. pulcherrima
a b

Figura N°20: Proporciones de cepas con caracteristicas enolégicas negativas segun especie; a) Produccion de

H2S; b) Acidez volatil elevada.

En conjunto, los resultados obtenidos indican que, si bien no se detectaron
asociaciones estadisticamente significativas entre las especies y los rasgos
negativos evaluados, se evidencian tendencias diferenciales en la distribucion de

estos caracteres. La ausencia de significancia podria estar relacionada con la
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variabilidad intraespecifica y el tamafio muestral, lo que sugiere que estos rasgos no
dependen exclusivamente de la especie, sino también de caracteristicas propias de
cada cepa. En este sentido, los resultados refuerzan la importancia de la seleccion a
nivel de cepa en estudios enoldgicos, ya que dentro de una misma especie pueden
coexistir perfiles tecnoldgicos contrastantes, lo cual resulta clave para la optimizacion

del proceso fermentativo.

De los 31 aislamientos iniciales de S. cerevisiae 21 fueron preseleccionados para
realizar la caracterizacion de rasgos positivos, ya que no presentaron produccion de
los tres rasgos negativos analizados, y del grupo de las no convencionales se
preseleccionaron 28 aislamientos de H. uvarumy 15 de M. pulcherrima por el mismo
motivo. Por el contrario, los aislamientos de las demas especies pertenecientes al
grupo de no convencionales (Starmerella bacilaris, Naganishia albidus,
Aureobasidium melanongenum, Zygoascus meyerae, Cryptococcus uzbekistanensis,
Cryptococcus albidus) fueron descartados ya que presentaron produccion de rasgos

negativos.

Los resultados detallados alcanzados para cada cepa se encuentran en el apartado
de Anexos: S. cerevisiae Anexo |, H. uvarum Anexo I, M. pulcherrima Anexo lll, S.
bacilaris, N. albidus, A. melanongenum, Z. meyerae, C. uzbekistanensisy C. albidus

Anexo V.

3.3 Caracterizacion fenotipica de las levaduras autéctonas de

acuerdo con propiedades de interés enologico.

La actividad ureasa fue detectada en el 14,28 % de las cepas de S. cerevisiae y en
el 21,42 % de H. uvarum, mientras que no se observaron aislamientos positivos en
M. pulcherrima, evidenciando diferencias en el metabolismo del nitrogeno. Este
rasgo enologico resulta particularmente relevante debido a su implicancia en la
degradacion de urea que puede formarse durante la fermentacion, mejorando la
seguridad del producto final. La urea es el principal precursor de etilcarbamato,
compuesto regulado en varios paises debido a su reconocida toxicidad y su
potencialidad cancerigena. En este contexto, el uso de levaduras con actividad

ureasa adquiere especial interés en la elaboracién de vinos (Benito et al., 2016;
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Vilela, 2020). Los tubos que se observan en la Figura N°21 muestran la coloracion

del medio de cultivo que indica actividad positiva (fuscsia) o negativa (amarillo).

Figura N°21: Deteccion de actividad ureasa en medio Cristensen. La coloracion fucsia indica actividad

positiva, amarilla negativa.

Con respecto al ensayo de tolerancia a SO,, todos los aislamientos y cepas
evaluados demostraron tolerancia a las distintas dosis de didxido de azufre afadidas
en el medio (50, 100 y 200 mg/L) (Figura N°22). Esta resistencia a SO: constituye un
rasgo tecnoldgico favorable en levaduras vinicas, ya que este compuesto se utiliza
ampliamente como conservante y agente antimicrobiano durante la vinificacién para
controlar poblaciones indeseables y proteger contra la oxidaciéon. Se ha
documentado que la resistencia al SO, en levaduras de vino, particularmente en S.
cerevisiae, esta mediada por mecanismos moleculares complejos y respuestas
globales al estrés celular inducidas por la exposicién al compuesto (Nadai et al.,
2016; Liu et al., 2017; Garcia-Rios et al., 2019). Por otro lado, distintas revisiones
han enfatizado en que la capacidad de tolerar el SO: es uno de los rasgos que han
evolucionado en levaduras utilizadas en vinificacion debido a la presion selectiva del
entorno enoldgico, aunque también exhibe variacion intra e interespecifica
(FAO/AGRIS, 2013; Zara et al., 2021). Por lo tanto, los resultados obtenidos no solo

confirman la robustez de las cepas estudiadas frente a factores estresantes
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presentes en la fermentacion, sino que también las levaduras estudiadas poseen

perfiles fisiologicos adaptados para comenzar a fermentar en presencia de SO..

Figura N°22: El desarrollo de colonias indica la tolerancia al SO,.

Cuando se analizé la tolerancia a bajas temperaturas (15 °C) y pH acidos (3; 3,5) se
evidencié diferencias interespecificas en la capacidad de crecimiento y actividad
fermentativa bajo dichas condiciones. A pH 3, el 21,4 % de las cepas de H. uvarum
iniciaron la fermentacién, mientras que a pH 3,5 se observo tolerancia en el 66,66 %
de S cerevisiae y en el 50 % de H. uvarum. Ningun aislamiento de M. pulcherrima
resultdé positivo en este ensayo. La acumulacion de CO. en la campana de Dirham
(Figura N°23) constituyé una medida indirecta de tolerancia, ya que la produccion de
gas indica no solo supervivencia celular, sino mantenimiento de la actividad
fermentativa bajo estas condiciones. Desde el punto de vista enoldgico, la capacidad
de fermentar a pH y temperaturas bajas es un rasgo tecnolégico deseable, dado que
los mostos vinicos presentan naturalmente valores de pH entre 3 y 3,5 y que las
fermentaciones a temperaturas reducidas se emplean para preservar compuestos
aromaticos y mejorar la calidad sensorial del vino. Estudios realizados en otras
regiones vitivinicolas han reportado que H. uvarum puede mostrar adaptacion parcial
a estos rangos de pH dependiendo del origen ecoldgico de los aislamientos (Belda
et al., 2016; Garcia-Rios et al., 2019). En este contexto, los resultados obtenidos son
concordantes con la literatura, que sefiala que la robustez frente al estrés acido y
térmico constituye un criterio clave en la seleccion de levaduras para fermentaciones
controladas, ya que asegura la implantacion del cultivo iniciador y reduce el riesgo

de fermentaciones incompletas (Combina et al., 2008)
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Figura N°23: Fermentacion en mosto de uva con pH3.5 a 15°C. La campana de Dirham con acumulacion de

CO2 indica fermentacion.

El ensayo de tolerancia a etanol reveld que el 66,66% y el 42,85% de S. cerevisiae y
H. uvarum respectivamente, son tolerantes, con respecto a M. pulcherrima no se
registraron aislamientos tolerantes. La produccion de CO:. en las campanas de
Durham (Figura N°24) se utiliz6 como indicador indirecto de tolerancia, ya que
implica que la levadura no solo sobrevive sino que mantiene actividad fermentativa
en presencia de etanol. Esta evaluacion es biotecnoldégicamente relevante porque el
etanol acumulado durante la fermentacion alcohdlica es uno de los principales
factores de estrés que enfrentan las levaduras; su acumulacion altera la fluidez y la
integridad de la membrana celular y puede comprometer funciones vitales como el
transporte de nutrientes y la estabilidad metabdlica (Aiello et al., 2024). Desde el
punto de vista enoldgico, una mayor tolerancia al etanol permite a las levaduras
completar la fermentacion incluso en etapas tardias cuando la concentracion de
alcohol es alta, asegurando una fermentacién eficiente. Estudios comparativos han
demostrado consistentemente que S. cerevisiae supera en tolerancia al etanol a
muchas levaduras no convencionales, que tipicamente soportan entre 57 % (v/v) de
etanol antes de mostrar una marcada reduccion en crecimiento, lo que explica la
menor proporciéon de aislamientos tolerantes de especies como H. uvarum y la
ausencia de tolerancia en M. pulcherrima (Ge et al., 2023; Mukherjee et al., 2017;
Ochoa et al., 2024).
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Figura N°24: Fermentacion en presencia de etanol. La campana de Durham con acumulacién de CO2 indica

fermentacion.

El 23,8 % de las cepas de S. cerevisiae y el 3,57 % de H. uvarum demostraron
resistencia a molibdato, mientras que M. pulcherrima no presenté aislamientos
positivos para este ensayo (Figura N°25). En el contexto enoldgico, la resistencia a
compuestos como el molibdato no solo podria reflejar una mayor robustez fisioldgica
frente a agentes inhibitorios presentes en mostos y vinos, sino que también se ha
vinculado con la capacidad de generar metabolitos beneficiosos como glutatiéon, que
protege contra la oxidacion y puede contribuir a la estabilidad aromatica del vino. Un
estudio previo utilizé la seleccién con molibdato para obtener cepas de S. cerevisiae
con caracteristicas fenotipicas mejoradas, por lo cual la presencia de este rasgo
puede ser aprovechada como criterio adicional en la seleccidn de levaduras con
mejores atributos tecnoldgicos para la vinificacion (Mezzetti et al., 2017).

-

Figura N°25: Determinacion de resistencia al molibdato como determinante de la producciéon de glutation. La

coloracion azul de las siembras indican resistencia a molibdato.
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En el ensayo de floculacion realizado sobre las 21 cepas de S. cerevisiae
preseleccionadas a partir de los rasgos negativos, solo tres cepas (14,28 %)
mostraron poder de floculacién antes de los 20 min. La floculacién es un fendmeno
de agregacion celular en el que las células de levadura se adhieren entre si
formando fléculos que sedimentan desde el medio, un proceso que puede facilitar la
clarificacion natural del vino al final de la fermentacion y reducir la necesidad de
tratamientos costosos como filtracion o centrifugacién. Aunque la floculacién no es
comun en la mayoria de las levaduras vinicas debido a la seleccion histérica hacia
otros rasgos, su presencia tardia al final de la fermentacion constituye un rasgo
tecnolégico deseable que puede mejorar la eficiencia de remocion de biomasa y
favorecer la estabilidad del producto final (Chambers et al., 2010; Varela et al.,
2020). Estudios recientes han demostrado que levaduras con capacidad floculante
adecuada pueden sedimentar rapidamente al concluir la fermentacion, facilitando el
trasiego y disminuyendo la turbidez del vino, aunque también se ha observado que
la floculacidbn extremadamente temprana puede aumentar el riesgo de
fermentaciones lentas o incompletas (Varela et al., 2020). En este contexto, la baja
proporcion de cepas capaces de flocular observada en este trabajo concuerda con la
literatura, que describe a la floculacion como una caracteristica relativamente poco
frecuente entre levaduras de vino pero de alto valor tecnolégico cuando se expresa
en el momento adecuado del proceso fermentativo, pero con gran relevancia para la
industria vinicola, ya que puede proporcionar una forma eficaz, sencilla y rentable de
separar la biomasa de levadura del vino al final de la fermentacion (Chambers et al.,
2010; Varela et al., 2020).

En la Figura N°26 se muestran los rasgos positivos de la caracterizacion de S.

cerevisiae y H. uvarum.
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Figura N°26 b: Resultados de cepas de H. uvarum para rasgos positivos (recuadro indica cepas

seleccionadas).
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De las 21 cepas de S. cerevisiae se seleccionaron tres, 138, 172y 175, debido a que
presentaron mayor cantidad de rasgos positivos en comparacion a las demas cepas
(Figura N°26 a). En cuanto a las no convencionales, de la especie H. uvarum se
seleccionaron seis cepas de las veintiocho analizadas, 14, 32, 34, 106, 135 y 136
por el mismo motivo (Figura N°26 b). Con respecto a los aislamientos de M.
pulcherrima ninguno quedd seleccionado por no cumplir con requisitos basicos de

rasgos positivos.

El analisis de correspondencias multiples (ACM) con respecto a los rasgos
fisiologicos positivos se realizd a nivel de cepa, ya que existio variabilidad suficiente
para discriminar asociaciones intraespecificas. Los dos primeros ejes factoriales
explicaron el 100% de la variabilidad (Eje 1: 71%; Eje 2: 29%), lo que asegura una

representacion fiel de los datos (Figura N°27).

Biplot del ACM entre cepas y rasgos fisiologicos positivos
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Figura N°27: Biplot obtenido del andlisis de correspondencias multiples ACM de rasgos enolégicos positivos.

El analisis de correspondencias multiples (ACM) de rasgos positivos evidencio un
agrupamiento definido entre las cepas preseleccionadas, indicando que comparten
atributos compatibles con los criterios enoldgicos establecidos. Los ejes principales
discriminaron a S. cerevisiae como el grupo mas robusto, mientras que algunas

cepas de H. uvarum y M. pulcherrima se asociaron a rasgos complementarios,
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vinculados a un metabolismo mas oxidativo y menor eficiencia fermentativa, en
concordancia con lo descrito por Mestre et al. (2017). Asimismo, se observaron
asociaciones especificas entre especies y rasgos fisiolégicos: H. uvarum se
relaciona con actividad ureasa y tolerancia a pH acido y bajas temperaturas (15 °C);
S. cerevisiae se destacOd por su resistencia a molibdato y tolerancia al etanol;
mientras que M. pulcherrima se posiciond de forma mas aislada, manifestando
unicamente tolerancia a SO: junto con las otras especies evaluadas (Figura N°27).
En conjunto, estos hallazgos evidencian perfiles fisiolégicos contrastados que
pueden ser estratégicamente aprovechados para la seleccion de cepas con mayor

potencial enologico.

En este sentido, tres cepas de S. cerevisiae (138, 172 y 175) presentaron el perfil
esperado, mientras que algunas cepas de H. uvarum (14, 32, 34, 106, 135 y 136)
mostraron caracteristicas que permitirian su uso en co-inéculos en concordancia con

otros estudios (Comitini et al., 2017; Franco et al., 2019; Tzamourani et al., 2023).

En el apartado de Anexos se encuentra el detalle de los resultados a nivel de cepa 'y
aislamiento, de cada ensayo realizado de rasgos positivos, S. cerevisiae Anexo V, H.

uvarum Anexo VI, M. pulcherrima Anexo VI, ensayo de floculacion Anexo VIII.

Sobre la base de las caracteristicas previamente mencionadas (Figura 26a), se llevo
a cabo la evaluacion del factor killer mediante reacciones cruzadas entre las tres
cepas de S. cerevisiae (Figura N°28), en el cual la cepa 175 resulté ser killer y las

demas cepas neutras entre si.

Figura N°28: Deteccion en placa del Fenémeno killer. En la imagen de la izquierda se observa la presencia de

halo transltcido, en la derecha no se observa halo.
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De acuerdo con los resultados obtenidos en la caracterizacion fisioldgica, las cepas
138, 172 y 175 de S. cerevisiae fueron seleccionadas para los ensayos de
microvinificacion por reunir la mayor cantidad de caracteristicas de interés enolégico.
La evaluacién de su comportamiento fermentativo mediante el seguimiento de la
pérdida de peso de los sistemas fermentantes (Figura N°29) evidencié que las cepas

138 y 175 presentaron una mayor velocidad de fermentacion que la cepa 172.

Figura N°29: Microvinificaciones con mosto uva Torrontés sanjuanino y las levaduras seleccionadas.

El analisis de varianza de medidas repetidas (ANOVA) (Tabla N°3) reflejé diferencias
significativas, entre cepas y a lo largo de los dias de fermentacion. El tiempo fue un
factor determinante por su impacto (F (11,22) = 645.22, p < 0.001), indicando

variaciones marcadas en la pérdida de peso durante el ensayo (Figura N°30).

59



Tabla N°3:

Resultados del anélisis de varianza (ANOVA) de la cinética fermentativa.

Efecto Suma de glnum Suma cuadrados gl den
cuadrados error
Intercepto 26298.0 1 86.722 2 606.49 0.001645
Dia 6434.3 11 19.944 22 645.22 <0.001
® 138 172 @ 175 @ Control

40
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Figura N°30: Cinética fermentativa de las microvinificaciones conducidas por las levaduras S. cerevisiae (138,
172y 175).

Entre las cepas de S. cerevisiae, las 138 y 175 mostraron una mayor velocidad

fermentativa en comparacién con la 172 (Figura N°30).

Los parametros enoldgicos finales de las microvinificaciones (Tabla N°4) mostraron
diferencias consistentes con la cinética fermentativa observada. Las cepas 138y 172
alcanzaron mayor grado alcohdlico (14,20% v/v), mientras que la cepa 175 termind

ligeramente por debajo (14,15% v/v), esto refleja su menor velocidad fermentativa.
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La cepa 172 presento la acidez total mas baja (7,24 g/L), lo que indica una mayor
eficiencia metabdlica en la utilizacibn de compuestos organicos, acorde con lo
descrito para variabilidad intraespecifica de S. cerevisiae (Davies et al., 2023). En
contraste, la cepa 175 registr6 valores de acidez volatil mas elevada (0,78 g/L),
superando lo aceptable. EI pH permanecié estable entre los tratamientos. Estos
resultados refuerzan que las cepas 138 y 172 fueron mas robustas, mientras que la

175 mostré menor desempeno global.

Tabla N°4:
Parametros finales de las microvinificaciones de cada cepa.
Parametro 138 172 175
Alcohol % v/v 14,20 + 0,01 14,20 + 0,01 14,15 + 0,01
Ac. total g/L 7,87 £ 0,02 7,24 + 0,02 7,76 £ 0,02
Ac. volatil g/L 0,30 + 0,01 0,24 £ 0,01 0,78 £ 0,02
pH 3,35+ 0,01 3,47 £ 0,01 3,48 £ 0,01

Las diferencias entre cepas coinciden con lo reportado por Davies et al. (2023) y
Franco et al. (2019), quienes sefalan que la eficiencia fermentativa es un rasgo
altamente variable incluso dentro de la misma especie, lo que justifica la necesidad

de una seleccion a nivel de cepa y no solo de especie.

El analisis y caracterizacion de rasgos negativos y positivos permite comprender la
complementariedad entre especies o cepas durante la fermentacion. S. cerevisiae
aporta robustez fermentativa, H. uvarum, contribuye a la complejidad sensorial,
acidez equilibrada y reduccion de defectos. Este complemento justifica el creciente
interés en el uso de co-indculos, que permiten aprovechar los rasgos positivos de
cada especie sin comprometer la cinética fermentativa (Liu et al., 2016; Benito et al.,
2019; Binati et al., 2020).
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4 Conclusiones

En el presente trabajo se logré identificar y caracterizar levaduras autoctonas
provenientes del Paraje Hilario, Calingasta con potencial enolédgico, aportando al
conocimiento de la microbiota vinica regional. Los resultados permitieron establecer
asociaciones entre especies y rasgos fisiologicos, tanto negativos como positivos, o
que refleja la relevancia que tiene considerar y estudiar la diversidad intra e

interespecifica en la seleccion de cepas.

Las especies S. cerevisiae, H. uvarumy M. pulcherrima mostraron perfiles diferentes
entre si, que pueden ser aprovechados de manera complementaria en
fermentaciones mixtas o secuenciales. Se seleccionaron tres cepas de S. cerevisiae
(138, 172, 175) y seis de H. uvarum (14, 32, 34, 106, 135, 136), por sus capacidades
y tolerancias que en conjunto resultan beneficiosas como alternativa viable a las
fermentaciones espontaneas no controladas y al uso exclusivo de levaduras

comerciales.

Las microvinificaciones permitieron validar el desempeio fermentativo de las cepas
seleccionadas de S. cerevisiae, evidenciando diferencias significativas en sus
cinéticas fermentativas y en los parametros enoldgicos finales. En particular, las
cepas 138 y 172 mostraron un comportamiento mas robusto, con adecuada
eficiencia fermentativa y mejores perfiles tecnoldgicos, mientras que la cepa 175
presentd menor desempefio relativo, asociado a una mayor produccion de acidez
volatil. Estos resultados confirman que la variabilidad intraespecifica tiene un

impacto directo sobre el comportamiento fermentativo y la calidad del producto final.

En términos generales, estos hallazgos refuerzan la importancia que tiene la
seleccion racional de levaduras autoctonas como herramienta biotecnoldgica para

mejorar la calidad y la identidad de los vinos.
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6 Anexos

Anexo |

Resultados que se obtuvieron de cada cepa de S. cerevisiae en los ensayos de

rasgos negativos.

L Produccion de Produccion de Precursores de aminas
S. cerevisiae

acidez volatil bidgenas

88 - = -
104 - - -
114 - - -
118 - - -
119 - - -
120 - - -
124 - - -
131 - - -
138 - - -
139 - - -
142 - - -
144 + - -
146 - - -
150 - - -
151 + = -
155 + - -
157 - = -
158 + + -
162 - - -
165 - - -
168 + + -
169 - - -
172 - - -
175 - - -
178 - - -
179 + - .
181 + = -
183 + - -
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185

194

Anexo |l

Detalle de lo obtenido de cada aislamiento de H. uvarum, con respecto a los rasgos

negativos.

H. uvarum Aislamientos

Produccion de Produccion de

acidez volatil

Precursores de aminas

100

106

108

125

126

132

135

136
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137 - - -
141 - - -
147 - - -
148 - - -
149 - - -
153 + - -
159 - + -
160 - + -
161 - - -

Anexo Il

Tabla que contiene los resultados de los aislamientos de M. pulcherrima cuando se
les realizaron los ensayos de rasgos no deseados.

M. pulcherrima | Aislamientos Produccion de Pro.duccién’d.e Prfacursc.)res de
acidez volatil aminas biégenas
2 + + -
3 + - -
12 N/D - -
13 + - -
18 + - -
19 + + -
25 + - -
26 + - -
27 + - -
28 N/D N/D -
29 N/D N/D -
35 + - -
36 - + -
37 - - -
45 + + -
46 N/D - -
47 N/D - -
48 N/D - -
49 N/D = -
61 4 - -
62 + + -
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77 - - -
78 - - -

115 - + -
116 - - -
127 - - -
140 - - -

Anexo IV

Tabla que contiene los resultados de los ensayos de rasgos negativos de las
especies no convencionales (Starmerella bacilaris, Naganishia albidus,
Aureobasidium melanongenum, Zygoascus meyerae, Cryptococcus uzbekistanensis,
Cryptococcus albidus).

Precursores de
aminas bidgenas

Produccion de
acidez volatil

N EIEICE]
bacilaris

Produccién de
Aislamientos

WELETINIE] . . Produccion de Produccion de Precursores de
. Aislamientos . . . I
albidus acidez volatil aminas bidgenas
9 + - -
15 - + -
40 - + =
41 - + -

Aureobasidium
melanongenum
Zygoascus
meyerae

Aislamientos

Aislamientos

20

30

Cryptococcus
uzbekistanensis

Aislamientos

Produccion de
H,S

+

Produccion de

Produccion de

Produccion de Precursores de
acidez volatil aminas bidgenas

Produccion de
acidez volatil

+

+

Precursores de
aminas bidgenas

Produccion de
acidez volatil

Precursores de

aminas bidgenas

Cryptococcus
albidus

Aislamientos

Produccion de
HQS

Produccion de
acidez volatil

Precursores de

aminas bidgenas
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Anexo V
Resultados de cada cepa de S. cerevisiae en los ensayos de rasgos positivos.

S. cerevisiae Actividad
ureasa
104 - + - - + +
114 - + - - + -
118 - + - + + -
119 - + - + - +
120 - + - - + -
124 - + - - + -
131 - + - - + -
138 - 4 - + + -
139 - i - + - +
142 - + - + + -
146 - + - - + +
150 - T - + - -
157 - + - - + -
162 - + - - + -
165 - T - - - -
169 - T - + - -
172 - + - A + -
175 - T - + + -
178 - + - + + -
185 + + - + - -

Anexo VI

Detalle de lo obtenido de cada aislamiento de H. uvarum, con respecto a los rasgos
positivos.

. ) Actividad
Aislamientos
ureasa
14 + + + + + -
16 - + - + + -
17 - + - + + +
24 - + - - - -
31 + - - - -
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32 + + i " " -
> i i + w + -
66 - + i " " :
67 - + i " " :
80 - + i - - :
83 - + i - - :
85 - + i " - :
92 - + n " " :
95 - + i " " -
100 - + i - - :
106 + + N " - :
108 + i - - -
125 - M i - - :
126 - + i - - -
135 + + n " " :
136 + + n " " -
137 - + i - - :
141 - + i - - -
147 - + i - - :
148 - + i - - -
149 - + i - - :
161 - + i - - :

Anexo VII

Tabla que contiene los resultados de los aislamientos de M. pulcherrima cuando se
les realizaron los ensayos de rasgos deseados.

M. pulcherrima | Aislamientos Actividad
ureasa
28 ] " - : _ _
29 ] " - : : :
37 ] " - : : :
46 i " - : : :
47 i " - : _ :
48 i " - : : :
49 i " - : _ :
77 i " - : : :
78 i " - : _ :
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79 + - - -
89 + - - -
116 + - - -
127 + - - .
140 + - - -

Anexo VIII

Resultados del ensayo de floculacion, realizado a la especie S. cerevisiae.

S. cerevisiae

Floculacién 10’

Floculacion 20’

Floculacion 30

88 - - + (floculante)
104 - - + (floculante)
114 - - -
118 - - + (floculante)
119 - - + (floculante)
120 - - -
124 - - -
131 - - -
138 + (floculante) - -
139 - - + (floculante)
142 - - + (floculante)
146 - - + (floculante)
150 - - + (floculante)
157 - - -
162 - - -
165 - - -
169 - - + (floculante)
172 - + (floculante) -
175 + (floculante) - -
178 - - + (floculante)
185 - - + (floculante)
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