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RESUMEN

Se aislaron 210 colonias de levaduras nativas durante la fermentaciéon espontanea de uvas de las
variedades Tannat y Marselan del departamento Concordia, Entre Rios, con el objetivo de seleccionar
las que resulten aptas para vinificacién. Se identificaron en funcion de la morfologia y color en agar
nutritivo WL y mediante amplificacién del gen ribosomal 5,85 y sus dos espaciadores transcritos inter-
nos (ITS1 e ITS2) y posterior digestion enzimatica de los productos de PCR utilizando las enzimas de
restriccion Cfol, Haelll y Hinfl. Saccharomyces cerevisiae y Pichia kudriavzevii fueron las especies con la
mayor cantidad de cepas reconocidas. Ambas variedades contribuyeron con el 40 % y el 35 % de todos
los aislamientos, seguidas por Hanseniaspora uvarum (13 %). Otras especies identificadas fueron: Mets-
chnikowia pulcherrima, Issatchenkia terricola, Pichia occidentalis, Pichia bruneiensis, Candida albicans,
Candida parasilopsis, Hanseniaspora opuntiae, Hanseniaspora vineae. Debido a que no todas las leva-
duras son relevantes para desarrollar fermentaciones alcohoélicas exitosas en mostos de uvas, se realizd
una evaluacién de las principales caracteristicas enolégicas: capacidad de tolerar hasta 15,0% (v/v) de
etanol, poder fermentativo, capacidad de floculacién, tolerancia al SO, y el factor killer. De acuerdo a los
resultados, 32 cepas podrian ser utilizadas en procesos de vinificacién: 5 H. uvarum, 12 P. kudriavzevii,
15 S. cerevisiae.
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OBJETIVOS PROPUESTOS Y CUMPLIDOS

Objetivo General:

« Aislar, identificar, caracterizar y seleccionar levaduras vinicas nativas de los
cultivares Tannat y Marselan de la region de Concordia, para ser usadas con
fines biotecnoloégicos.

Objetivos especificos:

« Aislar levaduras autéctonas presentes en uvas de la regién de Concordia en
las distintas etapas de fermentacion.

« Identificar las levaduras aisladas mediante métodos moleculares (PCR-RFLP).

« Evaluar sus caracteristicas enolégicas con el fin de seleccionar las mas aptas
para vinificacion.

« Evaluar la capacidad de produccion del factor killer en cada cepa aislada.

Otros Objetivos cumplidos no propuestos:

« Estudiar la fermentacién espontanea de uvas Tannat y Marselan monitorean-
do parametros fisicoquimicos y la evolucion de las levaduras Saccharomyces
y no- Saccharomyces

MARCO TEORICO Y METODOLOGICO (sintesis)

Marco teérico

Las frutas son micro habitats importantes para gran cantidad de especies de leva-
duras, debido a su alta concentracion de azlcares simples y bajo pH. En estos sus-
tratos, las levaduras estan involucradas en varios procesos bioquimicos y ecologicos,
incluyendo el deterioro de las frutas. Particularmente en las uvas, se encuentran los
géneros Rhodotorula, Hanseniaspora, Pichia, Candida, Metschnikowia, Kluyveromyces
y Saccharomyces (Fleet, 2008)

Al comienzo de la fermentacion espontanea del mosto de uva se encuentran las le-
vaduras no-Saccharomyces ya que son las predominantes en estas frutas (Padilla et al,
2016). Estas crecen en forma adecuada durante las primeras etapas de fermentacion,
cuando la concentracion de etanol es atn baja (Varela & Borneman, 2017). Usualmen-
te, Kloeckera, Hanseniaspora y Candida predominan en las etapas tempranas de la fer-
mentacion, mientras que Pichia y Metschnikowia suceden en las etapas medias (Varela
& Borneman, 2017). Luego, estos géneros reducen su nimero, dando paso al crecimien-
to de la especie fermentadora por excelencia: S. cerevisiae (Albergaria & Arneborg,
2016). Dicho de otro modo, las fermentaciones espontaneas, a través de la sucesion
ecologica de levaduras, culminan con el dominio de S. cerevisiae (Drumonde-Neves et
al, 2021)

Hasta no hace mucho tiempo, las levaduras no-Saccharomyces se consideraban
como inductoras de impactos negativos en la calidad del vino (Jiang et al,, 2020). Sin
embargo, en los Ultimos afios, ha aumentado el nUmero de estudios que analizan la di-
versidad de levaduras no Saccharomyces y se ha revalorizado su uso en la produccién
de vino (Cioch-Skoneczny et al., 2020), debido a propiedades beneficiosas, como la pro-
ducciéon de menos etanol durante la fermentacion, logrando vinos que responden a la
preferencia del consumidor (Maturano et al., 2019), mejora de la complejidad de sabor
y sensacion en boca a través de la producciéon de una variedad de enzimas o metabo-
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litos (Cioch-Skoneczny et al.,, 2020; Jiang et al., 2020; Drumonde-Neves et al,, 2021) y su
interaccion positiva con las Saccharomyces (Martin et al,, 2018; Maturano et al., 2019).

Dada la gran diversidad de levaduras que pueden encontrarse en las uvas y en los
mostos en fermentacién, es necesario realizar una seleccion previa a fin de identifi-
car aquellas con mejores propiedades enolégicas, capaces de realizar fermentaciones
predecibles y que inicien rapidamente, evitando la accién de las bacterias y levaduras
menos eficientes. Para ello, primeramente es necesario contar con técnicas molecu-
lares rapidas y confiables para identificar las especies. Una de las mas usadas, es el
estudio de las regiones ITS-5.8S por el método de PCR-RFLP que permite la diferen-
ciacién de organismos por el analisis de los patrones de ruptura que se generan en un
sitio especifico del genoma, cuando es cortado por enzimas de restriccion (Raspor et
al., 2007; Segura et al,, 2010; Ortiz et al,, 2013; Quvirist et al,, 2016; Raymond Eder et al,,
2017, 2018).

Las cepas de levaduras seleccionadas deben cumplir ciertas propiedades fermen-
tativas deseables: tolerancia al etanol, alta actividad de fermentacién, crecimiento a
altas concentraciones de azucar, resistencia y baja produccion de diéxido de azufre,
baja produccién de sulfuro de hidrégeno, y baja acidez volatil, resistencia a las toxinas
killer y buen perfil enzimatico (Nikolaou et al,, 2006 Belda et al., 2014; Cioch-Skneczny
et al,, 2020). Algunas levaduras se caracterizan por secretar una toxina proteica, llama-
da “toxina killer” que es letal para cepas sensibles de su misma especie o especies de
diferentes géneros, pero siendo ellas mismas inmunes a sus propias toxinas (Belda et
al,, 2014). La ausencia de factor killer en las levaduras iniciadoras en procesos de fer-
mentacion controlados puede poner en peligro su implantacién durante el proceso de
vinificacién (Belda et al., 2014). El fenotipo killer otorga a la levadura vinica una ventaja
competitiva en procesos industriales, por ello, es una caracteristica que se busca, ya
que junto a otras propiedades enolégicas son factores fundamentales para la seleccion
de levaduras con caracteristicas adecuadas para llevar a cabo los procesos de vinifica-
cién de mostos de uvas (Mannazzu et al,, 2019).

En los dltimos afnos, se ha observado un interés creciente en el uso de cepas nativas
seleccionadas que le otorgan determinadas caracteristicas a los vinos, tales como la
complejidad, sensacion en la boca, integracion de sabores, con relacion a los produci-
dos con levaduras secas activas (LSA) comerciales (Varela & Borneman, 2017). En ese
sentido, la obtencién de un producto comercial a partir de levaduras aut6ctonas impli-
ca el desarrollo de numerosas etapas de aislamiento, caracterizacion e identificacion
de levaduras nativas, evaluacién de sus caracteristicas enolégicas con el fin de estable-
cer aquellas que puedan resultar promisorias con relacion a levaduras comercialesy la
optimizacién de las condiciones para producirlas a gran escala.

En Argentina, la vitivinicultura se esta expandiendo fuera de las tradicionales pro-
vincias vitivinicolas, desarrollando vinos de destacada calidad y con ello nuevos mer-
cados como el turismo regional. Las provincias de Neuquén, Rio Negro, Entre Rios, La
Pampa, Tucuman, Chubut, Buenos Aires y Santa Fe aparecen posicionadas como nue-
vas productoras de vinos. En Entre Rios no hay estudios enfocados a la diversidad de
levaduras presentes en frutas, inclusive en uvas. El estudio planteado constituye un
avance importante para la caracterizacion e identificacion de la microflora viticola. De
esta manera, las cepas de levaduras aisladas podrian ser ofrecidas a los productores
locales a fin de optimizar tanto los procesos fermentativos como las caracteristicas
organolépticas de los vinos y con ello mejorar su competitividad en el mercado.

Ciencia DocenciayTecnologia-Suplemento | N°15 | AdoXIll | 2023 | 239



Davies, Cristina et al. | Aislamiento, caracterizacion e identificacion de levaduras de frutos de la vid (Vitis vinifera) de la region de Concordia

Marco metodolagico

Aislamiento de levaduras

Las muestras de las uvas de las variedades Tannat y Marselan se recolectaron duran-
te las vendimias 2019, 2020 y 2021, aleatoriamente a lo largo de tres lineas del vifiedo
en el momento justo de la vendimia. Los racimos sanos y sin dafios se colocaron en bol-
sas estériles, transportaron refrigeradas y conservaron en refrigeracion a 5+2 °C hasta
el momento de realizar los ensayos.

El aislamiento y recuento de las levaduras nativas de las uvas se realiz6 siguiendo la
metodologia que se detalla a continuacion. Se pesaron y descobajaron 200 g de uvas
de ambas variedades y se estrujaron asépticamente en stomacher durante 20 segun-
dos. Los mostos se suplementaron con 85 mg/L metabisulfito de sodio y se dejaron
fermentar espontaneamente a 25+2 °C durante 12 dias. Periédicamente, se tomaron
alicuotas para recuento de levaduras totales en agar YPDC (1% extracto de levadura,
2% peptona, 2% glucosa, 1,5% agar) con 30 pg/mL cloranfenicol, recuento de no-Sac-
charomyces en agar YPDC y 0,4 ug/mL cicloheximida (YPDCI) que inhibe Saccharomy-
ces y agar diferencial WL (Oxoid). Se incubaron a 25+2 °C durante 48 h. Las colonias
representativas de levaduras obtenidas en el agar WL fueron seleccionadas y repicadas
en agar YPD para posteriores estudios: caracteristicas microscépicas (morfologia, tipo
de gemacion, etc.). Para su conservacién por largo plazo, se repicaron en caldo YPD, se
incubaron a 25+2 °C durante 48 horas y luego se congelaron a -80 °C utilizando glicerol
estéril (15% v/v) como crioprotector.

Seguimiento de las fermentaciones

La evolucion de los procesos fermentativos espontaneos de las uvas Marselan y
Tannat se realizaron en forma paralela al recuento de levaduras totales y no-Saccha-
romyces, utilizando los mismos mostos detallados en la etapa anterior, mediante la
determinacion de los siguientes parametros fisicoquimicos en los tiempos 0, 2,4, 6,8y
10 dias:

Sélidos Solubles: método refractométrico, expresando los resultados en °Brix (corre-
gidos por temperatura y acidez) con refractémetro.

Acidez total: mediante titulacién potenciométrica con solucién de hidréxido de so-
dio (NaOH) segln técnica MA-E-AS313-01: R2015, OIV (2020). El resultado se expres6
como g de acido tartarico/L.

Acidez volatil: destilacion por vapor (método Jaulmes), segtin técnica MA-E-AS313-02:
R2015, OIV (2020). Los resultados se expresaron como g acido acético/L.

pH: método potenciométrico, con peachimetro BOECO modelo BT-500 (Germany)
seguin técnica MA-E-AS313-15: R2011, OIV (2020).

Etanol: método enzimatico (Boehringer Mannheim/R-Biopharm, Cat. N°
10176290035). El resultado se expresé como % (v/v).

Contenido de C: método Dumas, digestién seca. Se cuantificé con equipo LECO CHN
628. La concentracion de C total se expresé en g/100 g materia seca (LECO corporation,
2016).

Identificacion molecular de las levaduras
Extraccion de ADN: las levaduras se inocularon en 10 mL de caldo YPD e incubaron
a 30+2°C durante 24 horas. Posteriormente, se realiz6 la extraccion de ADN seglin mé-

Ciencia DocenciayTecnologia-Suplemento | N°15 | AdoXIll | 2023 | 240



Davies, Cristina et al. | Aislamiento, caracterizacion e identificacion de levaduras de frutos de la vid (Vitis vinifera) de la region de Concordia

todo CTAB (bromuro de cetil - trimetil amonio) (Wilson, 2001). La calidad de ADN se
observo en gel de agarosa al 1% (p/v) y bromuro de etidio (concentracién final 0,4 pg/
mL) con buffer TBE 1X (Tris, Borato, EDTA), utilizando marcador de 100 bp DNA Ladder
(Genbiotech, Argentina). La electroforesis se corrié durante 60 min a 100 V y se observé
en transiluminador de Luz Ultravioleta UV 1000 - 230 (Labnet International, Inc., USA).
ELADN extraido se mantuvo a -18°C hasta su uso.

Amplificacién: la region que comprende el gen ribosomal 5,8S y sus dos espaciado-
res transcritos internos (ITS1 e ITS2), se amplificaron con los primers ITS1 (5 TCCGTA-
GGTGAACCTGCGG-3) e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') (Guillamén et al,, 1998).

Optimizacién de temperatura de annealing: se realiz6 una PCR con gradiente de
temperatura. La amplificacién se llevé a cabo en un volumen de 12 pL que contenia
0,5 uL de ADN (50-100 mg/uL) y 11,5 puL de mezcla de amplificacién. EL master mix se
formo de la siguiente manera: 10% buffer 1X; agua libre de DNasas y RNasas, 0,4mM de
cada dNTPs, 0,6 uM de cada primers y 0,3 U de GoTaqg G2 DNA polimerasa (Promega®,
USA). Los parametros del ciclo térmico fueron una desnaturalizacion inicial a 95°C du-
rante 5 min, seguida de 35 ciclos de desnaturalizaciéon a 95°C durante 1 min; el annea-
ling con el siguiente gradiente de temperaturas: 51,5 °C, 52,5 °C, 53,4 °C, 54,4 °Cy 55,2
°C por 2 min y una extension a 72° C durante 2 min, y finalmente 72°C durante 10 min.
Se utilizé termociclador “LONGGENE” MG96G (China).

Protocolo de PCR: las reacciones de amplificacién del ADN se realizaron en un vo-
lumen final de 40 pL que contenia 2 pyL de ADN (50-100 mg/pL) y 38,0 uL de mezcla de
amplificacion. EL mix de PCR se realizé como se detallé anteriormente. Condiciones de
PCR: desnaturalizacion a 95° C durante 5 min, 35 ciclos de 95° C durante un min, 55,2° C
por 2 min, 72° C por 2 min y una extension final a 72° C durante 10 min.

Electroforesis de los productos de PCR: el producto amplificado fue detectado en gel
de agarosa (1,5% p/v) y bromuro de etidio (concentracién final 0,4 pug/mL) con buffer
TBE 1X. La electroforesis se corrié durante 65 min a 100 V. La visualizacion del ampli-
ficado se realiz6 mediante transiluminador de Luz Ultravioleta UV 1000 - 230 (Labnet
International, Inc.,, USA) y se comparé con marcador de 100 bp DNA Ladder (Genbio-
tech, Argentina).

Digestion de productos de PCR: se llevo a cabo la digestion enzimatica de los pro-
ductos de PCR utilizando las enzimas de restriccion Cfol, Haelll y Hinfl (Promega®,
USA). Se tomaron 8 pL de cada producto de PCR y fueron digeridos con las respectivas
enzimas de restriccion, segun protocolo recomendado por el proveedor. Se incubaron
4 horas a 37°C. Los fragmentos de restriccion fueron analizados por electroforesis en
gel de agarosa al 2 % (p/v) tefiidos con bromuro de etidio (concentracion final 0,4 pg/
mL) y buffer TBE 1X. La migracion se realizé a 80 V por 140 min. Los patrones de RFLP
obtenidos luego de la restriccion se observaron mediante un transiluminador de Luz
Ultravioleta UV 1000 - 230 (Labnet International, Inc., USA), con sistema de foto docu-
mentacion digital y se compararon con marcador de 100 bp DNA Ladder (Genbiotech,
Argentina).

Cepas patrones: se utilizaron como cepas patrones las siguientes levaduras: S. ce-
revisiae ATCC 9763 cedida por la Administracién Nacional de Laboratorios e Institutos
de Salud (ANLIS) “Dr. Carlos G. Malbran”, Argentina y S. cerevisiae, cepa comercial IOC
18-2007, del Institut Oenologique de Champagne, Francia.
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Propiedades enolégicas

Curva de calibrado: se partié de una suspensioén inicial de S. cerevisiae. A partir de
ésta, se hicieron 5 diluciones seriadas con caldo YPD. Para todas las diluciones se de-
termind la densidad 6ptica (DO) mediante la lectura de la absorbancia a A=620 nmy se
realiz6 recuento en agar YPD (se incub6 48 horas a 25+2 °C).

Obtencién del in6culo: todas las cepas de levaduras se inocularon previamente en 5
mL de caldo YPD e incubaron durante 24 horas en estufa a 25+2 °C.

Capacidad de fermentar glucosa: se utilizaron tubos provistos de tapén airlock, con
30 mL de caldo YPD suplementado con 10% glucosa. Se inocularon 100 pL de un in6cu-
lo de 106-10% UFC/mL (se corroboré con la medida de la DO a A=620 nm), se incubaron
durante 12 dias en estufa a 25+2 °C. La pérdida de peso se registré diariamente con ba-
lanza analitica, para valorar los gramos de CO, liberados. Los resultados se expresaron
como g CO,/L de suspension microbiana.

Tolerancia a anhidrido sulfuroso: se inocularon 50 pL de la suspensién de levaduras
10%-10% UFC/mL (se corroboré con la medida de la DO a A=620 nm) en tubos con 5 mL
de caldo YPD suplementado con metabisulfito de potasio, de manera de lograr 100 y
150 mg/L de anhidrido sulfuroso. Se incubaron en estufa a 25+2 °C durante 72 horas. Se
determiné el crecimiento mediante la observacion de la turbidez del tubo.

Tolerancia al etanol: se inocularon 50 pL de suspension de levaduras 10%-10® UFC/
mL (se corroboré con la medida de la DO a A=620 nm) en tubos con 5 mL de caldo YPD
suplementado con 10, 12,5y 15 % v/v de etanol. Se incubaron a 25+2 °C por 48 horas.
Se determino el crecimiento mediante la observacion de la turbidez del tubo.

Propiedades de floculacién: 10 mL de caldo YPD se inocularon con 50 pL de suspen-
sion de levaduras 10%-108 UFC/mL (se corroboré con la medida de la DO a A=620 nm)
y se incubaron a 25+2 °C por 72 horas. El grado de floculacién se determiné a simple
vista, mediante una escala subjetiva: + (las células floculan), ++ (las células floculan en
menor tiempo) y - (las células no floculan).

Determinacién de factor killer: se evalu6 la presencia del factor killer en las cepas de
levaduras, empleando el agar YEPD-MB (0,3 % de extracto de levadura, 0,3 % de extracto
de malta, 0,5 % de peptona, 1 % de glucosa, 1,5 % de agar y 0,003 % de azul de metileno)
ajustado a pH 4,5. Se utilizé6 como referencia la cepa S. cerevisiae I0C 18-2007 Institut
Oenologique de Champagne productora de toxina K.. La cepa sensible a la toxina K,
(S. cerevisiae Lalvin 71B®) y las cepas a ensayar se incubaron en caldo YPD durante 24
horas a 25 +2°C. A partir de estos cultivos se prepararon inéculos de 1x10° células/mL.
Un volumen de 400 pL del inéculo de la cepa sensible se depositd en placas de Petri
con agar YEPD-MB, con hisopo estéril se formo un “césped” uniforme. Se dej6 reposar
aproximadamente 1 hora para eliminar el exceso de humedad. Posteriormente, sobre
el césped, se inocularon las cepas de levaduras a evaluar en forma de estria gruesa.
Se incubaron a 25+2 °C por 72 horas. La presencia de una zona clara de inhibicion
delineada por un borde azul indicé la produccién de toxina K, y por consecuencia la
muerte celular de la levadura sensible; en cambio, la ausencia del halo demostré que
la levadura no produce la toxina K. Debido a que el interés de los vitivinicultores esta
orientado en la utilizacion de S. cerevisiae para la elaboracion de vinos, esta actividad
se realiz6 sélo para esta especie.
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Sintesis de resultados y conclusiones
Aislamiento e identificacion

Se tomaron muestras de uvas de las variedades Tannat y Marselan de la Finca Re-
nacer ubicada en La Criolla (departamento Concordia, Entre Rios, latitud -31°14°39”,
longitud -58°07°17"), durante las vendimias 2019, 2020 y 2021. En total se aislaron 210
colonias de levaduras: 34, 35y 41 de la variedad Tannat y 27, 38 y 35 de Marselan. Se
eligié la siguiente nomenclatura para las levaduras aisladas: T para las procedentes de
uvas Tannat y M para las provenientes de Marselan.

Las colonias de levaduras se analizaron segun su morfologia y color en agar nutritivo
WL. Posteriormente se realiz6 la observacion microscépica. Los resultados se muestran
en la Tabla 1, en la que las levaduras aisladas se agruparon en funcién de estas ca-
racteristicas y los resultados de las pruebas moleculares de identificacion; también se
indica el nUmero de cepas de cada una de las especies aisladas. Cavazza et al. (1992),
Pallmann et al. (2001), Polizzotto et al. (2016) y Li et al. (2018) informaron que la mayo-
ria de las especies de levadura que se encuentran tipicamente en las fermentaciones
de mostos de uva podrian diferenciarse segin su morfologia y/o color de colonia en
medio WL. Sin embargo, se observé que el color de algunas colonias se modificé con el
paso de los dias. Como se puede observar en la Figura 1 (VIl a, b), C. parasilopsis inicial-
mente formo colonias de color verde palido con borde blanco, brillantes y después de
7 dias, el color cambié a verde esmeralda.

Tabla 1. Caracteristicas macroscépicas y microscépicas, productos de PCRy fragmentos de restriccién de las levadu-
ras aisladas a partir de uvas Tannat y Marselan.

Grupo Morfologia PCE_”S Fragmentos de restriccion (bp)
de leva- (bp) Especies de
duras levaduras, mediante
als(l;;ias Macro Micro Hinfl Cfol Haelll PCR-RFLP
Blancas, bordesy
L T Redondas
(g | superficielisaydefinida, | ©\p\ 380 190180 | 229> | 280100 |  M.pulcherrima
suavesy de consistencia sas 80
cremosa.
Verdes, centro negro, con- 230-100- | 130-100- .
I1(2) Vexa con centro slevado Ovaladas 420 100 90-85 280-120 I.terricola
Color crema con borde .
Q) blanco, consistencia Ap(ljcausla- 450 2809%00' 2509%00- 320-80 P.occidentalis
cremosa.
IV (2) Colorverdeolivecon | ¢ 1. o 450 280220 | 0200 310499 P.bruneiensis
centro negro 80
V(73) | Blancas,opacas,superfi- | g\ 0o 520 220-160- 1 220-180- | 40109 P kudriavzevii
cieirregular, convexas 140 75-50
vIQ) Color crema, brillantes, Alarea-
convexas con borde daE 550 280-270 | 290-260 | 450-100 C.albicans
verde-grisaceo
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Verde palido con borde
blanco brillante. Alarga- I
VIl (2) Alos 6 dias, color verde das 550 260-240 310-250 | 420-120 C.parasilopsis
esmeralda.
Verde oscuro, borde Alarga- 350-200- | 310-300- .
VII(7) regular. das 760 180 100 760 H.opuntiae
Color verde intenso con
borde regular, planas, - 370-190- | 320-315-
1X(28) superficlesuaveyopaca, Ojivales 760 170 100 760 H.uvarum
consistencia cremosa.
XQ) Colorverde palidocon | gy qa 770 380-350 | 260130 | g50.80 H.vineae
borde regular 140
Color blanco, superficiey | Globosas/ 370-365- | 380-365- | 320-220- .
XI(84) bordeslisos ovoidales 880 140 140 | 180145 S.cerevisiae
XI Color blanco, superficiey | Globosas/ 880 370-365- | 380-365- | 320-220- S.cerevisiae ATCC
bordes lisos ovoidales 140 140 180-145 9763
Figura. 1. Fotografias de morfotipos de colonias de levaduras en agar WL. I: M. pulcherrima; IlI: I. terricola; Ill: P. oc-

cidentalis; IV: P. bruneiensis; V: P. kudriavzevii; VI: C. albicans; VII: C. parasilopsis, a: luego de 72 h.de la inoculcién, b:
luego de 7 dias de la inoculacion; VIII: H. opuntiae; IX: H. uvarum; X: H. vineae; XI: S. cerevisiae.

H. opuntiae y P. occidentalis han sido aisladas frecuentemente en mostos de uva y
vinos (Drumonde-Neves et al,, 2021); sin embargo, sus caracteristicas macroscépicas en
el agar WL, no han sido documentadas (Tabla 1, Figura 1). P. bruneiensis, se ha identifi-
cado en aislados de flores de hibisco (Sipiczki, 2012) y manzanas (Liu et al,, 2022), pero
no se la ha encontrado en uvas y vinos.

Dado que P. kudriavzevii exhibi6 colonias blancas y opacas, muy similares a S. cere-
visiae, su diferenciacion se hizo dificultosa (Figura 1). Durante las etapas media y final
de la fermentacion espontanea, segiin la morfologia de las colonias observada en agar
WL, se penso que la misma estaba dominada por S. cerevisiae. Sin embargo; los ensayos
de identificacion molecular demostraron que, ademas, estaba presente P. kudriavzevii.
Asimismo, el crecimiento de esta especie en tubos con caldos mostré un comporta-
miento diferente ya que formo particulas aglomeradas blancas en la pared del tubo,
por encima de la superficie del liquido (hasta 2 cm). Estas caracteristicas no han sido
reportadas por otros investigadores.
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Para la identificacién molecular, primeramente, se optimizé la reaccién de PCR de
la region ITS-5.8S, modificando la temperatura de annealing. La mejor temperatura
encontrada fue 55,2 °C (Figura 2).

Figura 2. Amplificacion de la region ITS-5.8S de levaduras con iniciadores ITS1 y ITS4, en gel de agarosa 1,5% y 0,4
ug/mL de bromuro de etidio. M: marcador de peso molecular (100 pb).

Las 210 cepas ensayadas mostraron productos de PCR de diferentes tamafios, desde
380 pb hasta 880 pb (Tabla 1). Posteriormente, estos productos fueron digeridos con las
enzimas de restriccion Cfol, Haelll y Hinfl (Pham et al,, 2011). La digestién produjo 11
perfiles de restriccién diferentes (Tabla 1).

S. cerevisiae y P. kudriavzevii fueron las especies en las que mas cepas fueron aisla-
das. Contribuyeron con el 40 % y el 35 % de todos los aislamientos en ambas varieda-
des, seguidas por H. uvarum (13 %). Otras especies distintas de Saccharomyces se iden-
tificaron con menor frecuencia (Tabla 1). M. pulcherrima se aislé de ambas variedades,
mientras que P. occidentalis, P. bruneiensis, C. albicans y C. parasilopsis se encontraron
solo en Marselan y H. opuntiae, I. terricola y H. vineae, en uva Tannat. Algunas de estas
especies de levadura (H. uvarum, H. vineae, C. albicans, P. opuntanie, C. parasilopsis, I.
terricola y P. kudriavzevii) han sido ampliamente descritas en uvas de otras regiones
(Drumonde-Neves et al,, 2021; Guaragnella et al,, 2020; Raymond Eder et al,, 2017; Za-
bukovec et al., 2020)

Es bien sabido que S. cerevisiae es la especie dominante en la fermentacién espon-
tanea de mostos de uva. Sin embargo, existen pocos estudios que reconozcan a P. ku-
driavzevii como una especie fermentadora apta para procesos de vinificacion (Aponte
& Blaiotta, 2016; del Mdénaco et al,, 2016; Shi et al., 2019).

Evolucion de las fermentaciones espontaneas
Recuentos microbianos

Levaduras no-Saccharomyces es un término coloquial que se usa entre los microbié-
logos de la industria del vino, que incluye muchas especies de levaduras diferentes y se
pueden aislar de las uvas y de los mostos en los primeros dias de fermentacion espon-
tanea (Barragan-Castillo et al.,, 2020; Raymond Eder et al,, 2017).

Durante las fermentaciones espontaneas de los mostos de uvas se realizaron re-
cuentos de levaduras totales y de levaduras no-Saccharomyces. En las Figuras 2,3y 4
se observa que el recuento total de levaduras al inicio de la fermentacién coincide con
el de las no-Saccharomyces y su valor es cercano a 3 Log UFC/g, similar al reportado
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por otros autores (Barragan-Castillo et al, 2020; Mendes et al,, 2017; Raymond Eder et
al,, 2017). Con el transcurso de los dias, los recuentos totales aumentan por encima de 6
Log UFC/g, de igual manera que lo informado por Raymond Eder et al. (2017). AL mismo
tiempo, aparecen las levaduras Saccharomyces, en detrimento de las no-Saccharomy-
ces que disminuyen hasta valores no detectables en la placa de Petri, excepto en la
variedad Tannat de la vendimia 2019 que mantuvo un valor cercano a 3 Log UFC/gy en
Marselan de la vendimia 2020 con un valor de 2 Log UFC/g.

Figura 2. Fermentacién espontanea de mostos. a) Dinamica de la poblacion de levaduras de uvas Tannat, vendimia
2019: levaduras totales (T-T), Saccharomyces sp. (T-S) y no Saccharomyces sp. (T-nS). b) Dinamica de la poblacion de
levaduras de uvas Marselan, vendimia 2019: levaduras totales (M-T), Saccharomyces sp. (M-S) y no Saccharomyces
sp. (M-nS).

Figura 3. Fermentacion espontanea de mostos. c) Dinamica de la poblacion de levaduras de uvas Tannat, vendimia
2020: levaduras totales (T-T), Saccharomyces sp. (T-S) y no Saccharomyces sp. (T-nS). d) Dinamica de la poblaciéon de
levaduras de uvas Marselan, vendimia 2020: levaduras totales (M-T), Saccharomyces sp. (M-S) y no Saccharomyces
sp. (M-nS).
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Figura 4. Fermentacion espontanea de mostos. €) Dinamica de la poblacion de levaduras de uvas Tannat, vendimia
2021: levaduras totales (T-T), Saccharomyces sp. (T-S) y no Saccharomyces sp. (T-nS). f) Dinamica de la poblacion de
levaduras de uvas Marselan, vendimia 2021: levaduras totales (M-T), Saccharomyces sp. (M-S) y no Saccharomyces
sp. (M-nS).

Parametros fisicoquimicos

La mayor acidez inicial se registré en uvas de la variedad Tannat de las vendimias
2019y 2021 (Figura 5a), mientras que los menores valores fueron para la variedad Mar-
selan de la vendimia 2020 (Figura 5b). Para las tres vendimias, en ambas variedades, la
acidez titulable determinada al finalizar los procesos fermentativos, resulté levemen-
te superior a lo informado en otros estudios (Franco-Bafiuelos et al., 2017; Piccardo &
Zamora, 2021). A pesar de este aumento, los valores son igualmente bajos. Para otras
variedades, otros autores han reportado una disminucién de este parametro en condi-
ciones similares (Raymond Eder et al., 2017, 2018).

Figura 5. Acidez total, acidez volatil y pH de los mostos de uvas Tannat (a) y Marselan (b) al inicio y final de las fer-
mentaciones espontaneas.

Durante la fermentacion alcohdlica, las levaduras producen cantidades variables de
acidez volatil, segn la cepa de levadura, el contenido de azlcar y la temperatura de

Ciencia DocenciayTecnologia-Suplemento | N°15 | AdoXIll | 2023 | 247



Davies, Cristina et al. | Aislamiento, caracterizacion e identificacion de levaduras de frutos de la vid (Vitis vinifera) de la region de Concordia

fermentacién. Cioch-Skoneczny et al. (2021), indicaron que se permiten valores entre
0,2y 0,8 g/L, aunque sin exceder los 1,3 g/L. Las determinaciones en ambas variedades,
durante las tres vendimias, estuvieron comprendidas entre 0,20 y 0,38 g acido acético/L
(Figura 5), por lo que se consideran mostos aceptables.

La evolucion de las fermentaciones espontaneas de los mostos de ambas varieda-
des se indica en las Figuras 6a y 6b. En general, se aprecia la detencién del proceso
fermentativo a los 8 dias del inicio. Los sélidos solubles para ambas variedades resulta-
ron mayores en la vendimia 2020, observandose luego de las fermentaciones la mayor
disminucion de este parametro para la misma vendimia. Los valores obtenidos son del
orden de otras uvas tintas estudiadas (Biniari et al., 2020).

Figura 6. Evolucion de sélidos solubles en mostos de Tannat (a) y Marselan (b) fermentados espontaneamente.

Las concentraciones finales de etanol son del orden de otras informadas en fer-
mentaciones alcoholicas realizadas con similares concentraciones iniciales de solidos
solubles y parametros ambientales (Raymond Eder et al,, 2017, 2018).

La constante reduccion de la concentracién de Carbono hacia el final de todos los
procesos ensayados se observa en las Figuras 7, 8 y 9. Esto se relaciona con la pérdida
de dioxido de carbono producido durante la fermentacion alcohélica. Asimismo, se
aprecia el incremento en la concentracion de etanol, en los mismos periodos mues-
treados, indicativo del avance del proceso fermentativo.
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Figura 7. Concentracion de etanol y contenido de Carbono durante la fermentacién espontanea de mostos de Tan-
nat (a) y Marselan (b), vendimia 2019.

Figura 8. Concentracion de etanol y contenido de Carbono durante la fermentacion espontanea de mostos de Tan-
nat (a) y Marselan (b), vendimia 2020.

Figura 9. Concentracion de etanol y contenido de Carbono durante la fermentacion espontanea de mostos de Tan-
nat (a) y Marselan (b), vendimia 2021.
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Propiedades enoldgicas

Debido a que no todas las cepas de levaduras nativas que pueden ser aisladas de las
uvas son relevantes para llevar a cabo fermentaciones alcohélicas exitosas en mostos
de uvas, se realizd una evaluacion de las principales caracteristicas enolégicas de las
cepas aisladas para su posible uso en la produccién de vino. Ademas, se incluy6 dos
cepas de S. cerevisiae, una de ellas conocida por su potencial enolégico previamente
informado (S. cerevisiae, IOC 18-2007) y S. cerevisiae ATCC 9763. Para ello, se determi-
naron algunas caracteristicas esenciales, como la capacidad de tolerar hasta 15,0%
(v/v) de etanol, el poder fermentativo, capacidad de floculaciény la tolerancia al SO,.

Poder fermentativo: las levaduras que se utilizan en fermentaciones de mostos de
uvas deben ser capaces de consumir en un tiempo razonable los azlcares presentes,
garantizando que el proceso de vinificacion llegue a término. Para determinar la ca-
pacidad de fermentacién de la glucosa, se utilizaron tubos con tapén airlock que per-
mitié observar el desprendimiento de CO, como consecuencia de la misma. El proceso
fue monitoreado registrando la pérdida de peso de cada tubo como medida indicativa
del desprendimiento de CO,. Luego de que transcurrieron 12 dias, el peso se mantuvo
constante y se dio por terminada la fermentacién.

Algunos autores definen el “vigor fermentativo” como la cantidad de CO, producido
por las cepas hasta el tercer dia de fermentacién de la glucosa, es decir durante la fase
tumultuosa (Acufa-Fontecilla et al,, 2017; Vaudano et al,, 2019). Si se tiene en cuenta
como valor minimo de referencia, al obtenido de la fermentacion de la glucosa con la
levadura comercial para vinificacion (I0C 18-2007) (63 g CO_/L), el 49,06 % de las cepas
de levaduras nativas aisladas de Tannat produjeron desprendimiento de CO, mayores
a 63 g CO,/L en ese periodo. El 38,68 % registraron valores entre 30 y 63 g CO,/L, mien-
tras que en el restante 12,26 %, la produccion fue inferior a 30 g CO,/L. Para la variedad
Marselan, se observa que el 31,68 % de las cepas de levaduras aisladas presentaron
valores superiores a 63 g CO,/L, mientras que el 49,50 % produjeron entre 30y 63 g
CO,/L. De acuerdo a los resultados obtenidos, se observa que la mayor proporcion de
cepas de levaduras nativas con elevado vigor fermentativo, como asi también los valo-
res maximos registrados, corresponden a la variedad Tannat. El vigor fermentativo de
las levaduras nativas ensayadas permitié una primera selecciéon de cepas potencial-
mente aptas para una adecuada vinificacion: P. kudriavzevii (33 cepas, 16% del total de
aislados), H. uvarum (9 cepas, 4% del total de aislados), S. cerevisiae (39 cepas, 19% del
total de aislados).

Se destaca que en algunos aislados estudiados se observd una disminucién pro-
nunciada del contenido de sélidos solubles (indicando el consumo de glucosa) y gran
desprendimiento de gas. Dentro de las cepas se encuentran las identificadas como P.
kudriavzevii (5 cepas), M. pulcherrima (1 cepa), H. uvarum (2 cepas); H. vinae (2 cepas)
y S. cerevisiae: (9 cepas).

Tolerancia al etanol: de acuerdo a los resultados hallados se observa que, el 50,47 %
de las cepas ensayadas se desarrollaron en 15% v/v de etanol, demostrando su toleran-
cia al mismo. De éstas, el 35,71 % se corresponde a cepas aisladas de Tannaty el 14,76
% a las aisladas de Marselan. Si sélo se tiene en cuenta las cepas sefialadas con un
mayor poder fermentativo del apartado anterior, sélo algunas de ellas toleraron el 15%
v/v de etanol: P. kudriavzevii (17 cepas), H. uvarum (5 cepas), S. cerevisiae (23 cepas).

Tolerancia al SO, existen levaduras que pueden ser seleccionadas en base a la ca-
pacidad de resistir diferentes concentraciones de SO,. Las multiples propiedades que
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presenta este compuesto en la elaboracién de los vinos han supuesto que en la actuali-
dad no exista ninguna otra sustancia o tratamiento alguno capaz de sustituirlo (Girard,
2004). Las propiedades positivas del diéxido de azufre superan ampliamente las nega-
tivas, siendo hoy en dia un instrumento indispensable en la tecnologia de elaboraciony
conservacion de vinos. Dentro de las primeras cabe destacar los efectos antioxidantes
y sus propiedades antimicrobianas selectivas especialmente frente a bacterias, entre
otros (Ribéreau Gayon et al.,, 2003). En general, la mayoria de las cepas aisladas demos-
traron una resistencia a 100y a 150 ppm de SO,; ademas, se observo que algunos aisla-
dos tuvieron un abundante crecimiento con la maxima concentracion de SO, aunque
no evidenciaron vigor fermentativo ni resistencia al 15 % (v/v) de etanol: P. kudriavzevii
(3 cepas), M. pulcherrima (1 cepa), H. opuntiae (1 cepa) y S. cerevisiae (1 cepa). Por otro
lado, todas las cepas que se destacaron por su capacidad fermentativa y resistencia al
15% (v/v) de etanol, se desarrollaron a la maxima concentracion de SO, ensayada. Hay
que tener en cuenta que, al realizar este ensayo se utilizé una alta concentracion de
SO,, que rara vez se utiliza durante la fermentacion enolégica (Vaudano et al, 2019).

Floculacién: la floculacién es una caracteristica peculiar de las levaduras y permite
la clarificacion de los mostos en fermentacién. Este caracter fisiolégico puede des-
cribirse como una aptitud natural de las cepas de levadura para formar una biomasa
microbiana compacta que desciende al fondo del medio de fermentacion y evita eta-
pas posteriores de filtracion (Suranska et al,, 2016). Algunas cepas que se destacaron
por su capacidad fermentativa, resistencia al 15% (v/v) de etanol y a 150 ppm de SO,
demostraron su capacidad de floculacion, dentro de los grupos reconocidos como: P,
kudriavzevii (12 cepas), H. uvarum (5 cepas) y S. cerevisiae (15 cepas). Ademas, 7 ce-
pas identificadas como P. kudriavzevii se desarrollaron produciendo abundante gas,
dejando el medio de cultivo efervescente y con abundante espuma. En la bibliografia
consultada no se ha encontrado que otros autores hicieran mencién a estas diferencias
en el crecimiento de P. kudriavzevii.

Factor killer: el fenotipo killer en una cepa de levadura vinica otorga a ésta una
ventaja competitiva en procesos industriales frente a las cepas sensibles de su misma
u otras especies. La ausencia de este factor en las levaduras iniciadoras de procesos de
fermentacién puede poner en peligro su implantacion durante la vinificacion. Por ello,
la bausqueda de la toxina killer se suma al resto de parametros analizados para la selec-
cién de levaduras con propiedades enolégicas 6ptimas (Riberéau Gayon et al,, 2003).

Se realiz6 la evaluacién del efecto killer de 84 cepas de levaduras nativas identifica-
das como S. cerevisiae (41 obtenidas a partir de la variedad Marselan y 43 de Tannat).
Se observo que el 40,48% de las cepas de S. cerevisiae ensayadas presentaron el fac-
tor killer. Los halos de inhibicién y muerte de la cepa sensible, variaron entre 1,3 a 4,5
mm, encontrandose los mayores didmetros para las cepas M36 (4,5mm), M39 (3,5mm)
provenientes de uvas Marselan y T70 (3,7 mm) de Tannat. Estos valores resultaron su-
periores al producido por la cepa de referencia (S. cerevisiae IOC 18-2007) que fue de
2,9mm.

Como se ha mencionado previamente, la presencia del fenotipo killer en las leva-
duras destinadas a vinificacion es una caracteristica deseable. Por lo tanto, si tenemos
en cuenta todos los resultados de las pruebas enolégicas realizadas y la produccion de
la toxina killer, las cepas de levaduras nativas T44, T69, T70, T87, T96, T98, T100, M47,
M60, podrian ser una primera seleccion para ensayarlas como fermento iniciador en
mostos de uvas destinados a vinificacién.
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Discusion general de caracteristicas enologicas

Luego de realizar los ensayos de las propiedades enolégicas de las 210 cepas de
levaduras aisladas de uvas Tannat y Marselan, se seleccionaron para ser probadas en
mostos de uvas todas aquellas que presentaron gran poder fermentativo, es decir pér-
dida de CO, mayores a 63 g/L, crecimiento y resistencia a 15% (v/v) de etanoly 150 ppm
de SO, y floculacion adecuada. Las mismas son: P. kudriavzevii (12 cepas), H. uvarum
(5) y S. cerevisiae (15). Es ampliamente conocido que S. cerevisiae es la especie mas
utilizada en la elaboracion de vinos y H. uvarum ha sido reportada en vinificacién por
algunos autores en los ultimos afios (Capozzi et al,, 2019; Guaragnella et al.,, 2020; Pres-
tianni et al,, 2022). En cuanto a P. kudriavzevii, hay estudios que destacan el uso de esta
especie por sus capacidades fermentativas y aportes aromaticos al vino (del Ménaco
et al,, 2014, 2016; Pongcharoen et al., 2018; Shi et al,, 2019; Nieto-Sarabia et al,, 2022).

CONCLUSIONES

Se aislaron e identificaron levaduras nativas de la fermentacion espontanea de uvas
de las variedades Tannat y Marselan del departamento Concordia, Entre Rios. En las
mismas, se observo que P. kudriavzevii (levadura no Saccharomyces) coexistié con S.
cerevisiae en las diferentes etapas de la fermentacion alcohélica. S. cerevisiae y P. ku-
driavzevii fueron las especies en las que mas cepas fueron aisladas. Contribuyeron con
el 40 % y el 35 % de todos los aislamientos en ambas variedades, seguidas por H. uva-
rum (13 %). Otras levaduras identificadas fueron: M. pulcherrima, I. terricola, P. occiden-
talis, P. bruneiensis, C. albicans, C. parasilopsis, H. opuntiae y H. vineae. Ademas, se eva-
luaron las principales caracteristicas enologicas de las levaduras aisladas: capacidad
de tolerar hasta 15,0% (v/v) de etanol, poder fermentativo, capacidad de floculacion,
tolerancia al SO, y el factor killer. De acuerdo a los resultados, 32 cepas podrian ser
aptas para procesos de vinificaciéon: 5 H. uvarum, 12 P. kudriavzevii y 15 S. cerevisiae. Es
necesario continuar estudios para determinar el rol de P. kudriavzevii en las fermenta-
ciones de mosto de uva, asi como el comportamiento enolégico en cofermentaciones
con S. cerevisiae.
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Facultad de Ciencias de la Alimentacion, UNER, Concordia, E. Rios.

Dictado del Crédito “Microbiologia Aplicada a los Alimentos”, 30 horas reloj, 2022, 2021,
2020. Docentes: Liliana Gerard y Maria Belén Corrado. Res. C.D. N° 198/22, 138/21y
31/20. Facultad de Ciencias de la Alimentacion, UNER, Concordia, E. Rios.

CURSOS DE POSGRADO REALIZADOS

Curso de posgrado virtual: “Verificacion de métodos microbiolégicos en alimentos se-
gun la norma ISO 16140-3:2021: Interpretacion y aplicacién practica”. Asociacion
Argentina de Microbiologia (AAM). Noviembre 2022. Participante: Belén Corrado.

Curso de posgrado “Metodologias de Caracterizacién Sensorial de Alimentos” (Res.
C.D. N° 505/21), 45 horas reloj. Facultad de Ciencias de la Alimentacién, UNER. Ju-
nio-julio 2022. Participante: Cristina Davies. Aprobado.

Curso: “Bioseguridad en el Laboratorio Microbiolégico”, 24 horas reloj. Instituto Nacio-
nal de Tecnologia Industrial. Junio-julio 2022. Participante: Maria Veroénica Fernan-
dez Martinez. Aprobado.

Curso corto de posgrado internacional: “Procesamiento de Alimentos: Simulacién, Op-
timizacién e Innovacioén”, 100 horas reloj. Universidad de Mondragén, (Espaia), junio
a octubre 2022. Participante: Gabriela Dalzotto. Aprobado.
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Simposio en Ciencia y Tecnologia Enologica, organizado por el Centro de Investigacién,
Desarrollo, Extension y Servicios “Padre Francisco Oreglia®, Facultad Don Bosco de
Enologia y Ciencias de la Alimentacién, Universidad Catélica de Cuyo. Maipu, Men-
doza. Noviembre 2021. Participantes: Cristina Davies, Liliana Gerard y Belén Corrado.

Curso de Posgrado: “Desafios y Prospectivas en Biotecnologia Farmacéutica y Alimen-
taria”, 120 horas reloj. CONICET, Instituto de Biotecnologia Farmacéutica y Alimen-
taria, Tucuman, Argentina, 19 de octubre al 3 de noviembre de 2020. Participante:
Cristina Davies. Aprobado.

Curso de Posgrado: “Métodos de Biologia Molecular”, 30 horas reloj. Fundaciéon Quimi-
ca Argentina. Agosto-Setiembre 2020. Participante: Liliana Gerard. Aprobado.

Curso: “Analisis microbiolégico de bebidas alcohélicas”, 25 horas catedra. Asociacion Ar-
gentina de Microbiologia (AAM). Abril 2020. Participante: Belén Corrado. Aprobado.

Cursos doctorales realizados

Curso doctoral: “Aplicaciones de Bacterias Lacticas: desde lo tradicional a lo moderno.
Alimentos fermentados, nutraceuticos y seguridad alimentaria”. 40 horas. Universi-
dad Nacional de Tucuman (UNT) y Centro de Referencia de Lactobacilos (CERELA).
Julio/Septiembre 2021. Participantes: Belén Corrado y Carina Solda. Aprobado.

Curso doctoral: “Estadistica y disefio de investigacion”. 90 horas. Facultad de Ciencias
de la Alimentacion, UNER. Agosto 2021. Participantes: Belén Corrado y Carina Solda.
Aprobado.

Curso doctoral: “Principios en Biologia Molecular y analisis informatico para la iden-
tificacion de organismos y sus aplicaciones biotecnolégicas”. 60 horas. Escuela de
Posgrado, Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad Nacional de Jujuy. Julio 2021.
Participante: Belén Corrado. Aprobado.

Curso doctoral: “Genética y Biologia Molecular para el mejoramiento de la Calidad de
la Carne”. 30 horas. Facultad de Ciencias de la Alimentacién, UNER. Febrero 2020.
Participante: Carina Solda. Aprobado.

Presentaciones en Jornadas

IV Jornadas de Difusion de Actividades de Doctorandos e Investigacién: “Biotecnologia
del proceso de vinificacién en tinto a partir de dos variedades de Vitis vinifera de
la region de Concordia (Entre Rios, Argentina) utilizando una levadura autéctona’,
noviembre de 2021, Concordia, Entre Rios (Res. C.D. N° 773/21). Disertante: Carina
Solda.

IV Jornadas de Difusién de Actividades de Doctorandos e Investigacion: “Aislamiento
y caracterizacion de levaduras vinicas nativas provenientes de frutos de la vid (Vitis
vinifera) de los cultivares Tannat y Marselan de la regién de Concordia (Entre Rios,
Argentina) con potencial biotecnolégico”, noviembre de 2021, Concordia, Entre Rios
(Res. C.D. N° 773/21). Disertante: Belén Corrado.

Jornadas Virtuales sobre “Actualizacion en Levaduras Enolégicas”. 7,5 horas reloj. Aso-
ciacién Argentina de Microbiologia Filial Cuyo. Agosto 2021. Asistente: Cristina Da-
vies.

Actividades de extension realizadas

Taller “Tu pasantia en la FCAL". Expositoras: Cristina Davies, Verénica Fernandez, Cari-
na Solda, Gabriela Dalzotto y Belén Corrado. Facultad de Ciencias de la Alimenta-
cién (UNER), Concordia, Entre Rios, 6 al 16 de junio de 2022.
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Feria “Vivi la UNER". Docentes expositoras: Carina Solda y Belén Corrado. Universidad
Nacional de Entre Rios, Concordia, Entre Rios, 31 de agosto de 2022.

“V Encuentro Regional Escuelas Agrotécnicas”. Expositoras: Cristina Davies, Veronica
Fernandez, Carina Solda y Belén Corrado. Facultad de Ciencias de la Alimentacién
(UNER), Concordia, Entre Rios, 6 de septiembre de 2022.

Programa de Estrategias de Articulacion Territorial: “Saberes y practicas en relacion a
la elaboracion de alimentos para emprendedores/as de la Region de Salto Grande”.
Directora: Solda, Carina. Septiembre 2021 (Res. Rector N° 507/21).

“Jornadas de Puertas Abiertas a las Ciencias”, ediciones XII y XIV. Disertantes: Davies,
Cristina; Gerard, Liliana; Corrado, M. Belén; Solda, Carina; Fernandez, Veronica, Ga-
briela Dalzotto. Fac. de Ciencias de la Alimentacion (UNER), Concordia, E. Rios, oc-
tubre 2020 y mayo 2022.

“Curso de Ambientacién a la Vida Universitaria”. Disertantes: Davies Cristina, Corrado
Belén, Solda Carina. Facultad de Ciencias de la Alimentacion (UNER), Concordia, E.
Rios, febrero 2020y 2022.

Semana Nacional de la Ciencia y la Tecnologia, ediciones 2019 y 2022. Ministerio de
Educacién, Cultura, Cienciay Tecnologia. Presidencia de la Nacién. Septiembre 2019
y octubre 2022. Disertantes: Davies Cristina, Gerard Liliana, Corrado M. Belén, Solda
Carina, Fernandez M. Veronica.
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