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RESUMEN

El Alto Valle de Rio Negro y Neuquén constituye unas de las principales areas productoras
y exportadoras de peras de Argentina, concentrando el 90% de la superficie de la
produccion de peras y manzanas del pais. Las variedades con mayor volumen de
exportacion son Beurr¢ D’Anjou y Packham’s Triumph, las cuales se almacenan en
camaras frigorificas (-1 a 0°C y 95% HR) entre 3 y 7 meses. Es durante este periodo donde
se producen grandes peérdidas por la aparicion de enfermedades postcosecha. Los
importantes presentes en esta etapa son Botrytis cinerea y Penicillium expansum, como
también en los Gltimos afios han aparecido en la region Alternaria-Cladosporium spp. El
uso de fungicidas quimicos ha sido una préactica habitual y efectiva como primera medida
en el control de enfermedades postcosecha en diversos cultivos. Sin embargo, esta siendo
actualmente reconsiderada debido a los problemas de toxicidad que provoca.

El Control Bioldgico se presenta como una alternativa prometedora para sustituir el uso de
fungicidas quimicos en el manejo de enfermedades postcosecha, ofreciendo varias ventajas
significativas tanto para la sostenibilidad ambiental como para la produccion de fruta
orgénica. En este sentido, se ha aislado y seleccionado previamente en el laboratorio de
Biologia y Biotecnologia de Levaduras del PROBIEN la levadura Vishniacozyma victoriae
NPCC 1263. El empleo de esta levadura como agente de control bioldgico (ACB) se
encuentra patentado por el CONICET y la Universidad Nacional del Comahue
(20120101053) y lleva como titulo “Cepas de levadura para el biocontrol de frutas post
cosecha, composiciones que las contienen, métodos de aplicacion de las composiciones y
usos”.

En esta Tesis se utilizaron dos medios de cultivo previamente optimizados basados en
residuos agroindustriales para la produccién de biomasa de la levadura. Se utilizé un medio
basado en suero de queso en polvo (SQP) de composicion: SQP, 80 g/L; (NH4)2SO4 1,2
g/L; KH,PO4, 10 g/L; y otro basado en mosto de manzana (MM) de composicion: MM,
44% v/v; KH2PO4 , 7,3 g/L y urea, 2 g/L. Con estos medios de cultivo se llevé a cabo la
produccion de biomasa de la levadura en dos reactores semicontinuos (RSC) de 27 L.

Al evaluar los distintos parametros cinéticos y de produccion de biomasa en los dos medios
de cultivo, se encontraron similitudes cuando se compara productividades y rendimientos

en la produccion de la levadura antagonista. En cuanto a la biomasa obtenida, se obtuvo

C



mayor biomasa cuando se empled el medio de cultivo MM, las levaduras viables (UFC)
fueron 3 6rdenes de magnitud mayores en comparacion a las obtenidas empleando el medio
de cultivo SQP.

La biomasa obtenida en ambos medios de cultivo fue evaluada en ensayos a escala
semicomercial. Se determiné la incidencia natural de las enfermedades naturales causadas
por P. expansum, B. cinerea y Alternaria-Cladosporium spp. Al obtener los porcentajes de
control, se pudo ver que estos superan el 40% y en algunos casos alcanzan el 100% de
control para B. cinerea cuando la levadura antagonista crece en el medio MM. Cuando la
biomasa es aplicada inmediatamente luego de su produccion, los porcentajes de control son
mayores que cuando la biomasa fresca se conserva un tiempo a 4°C.

En términos generales, los ensayos mostraron que la incidencia de enfermedades
provocadas por los hongos fitopatdgenos fue mayor en pera que en manzanas, asi mismo,
los porcentajes de control con el ACB fueron superiores en peras.

El uso de V. victoriae como ACB es una herramienta con un gran potencial para el control
de enfermedades fungicas en la produccién de fruta organica de la zona. EI empleo de esta
levadura antagonista permitiria reducir o sustituir el uso de fungicidas quimicos, evitando
asi el impacto negativo de estos Gltimos en la salud de los consumidores y del medio

ambiente.



ABSTRACT

The high Valley of Rio Negro and Neuquén constitutes one of the main pears producing
and exporting areas in Argentina, concentrating 90% of the country's pear and apple
production area. The varieties with the highest export volume are Beurre D'Anjou and
Packham's Triumph, which are stored in cold rooms (-1 to 0°C and 95% RH) between 3
and 7 months. It is during this period where large losses occur due to the appearance of
postharvest diseases. During the storage period the fruit is susceptible to being attacked by
various phytopathogenic fungi, the most important present at this stage are Botrytis cinerea
and Penicillium expansum, as well as in recent years Alternaria-Cladosporium spp have
appeared in the region. The use of chemical fungicides has been a common and effective
practice as a first measure in the control of postharvest diseases in various crops. However,
it is currently being reconsidered due to the toxicity problems it causes.

Biological Control is presented as a promising alternative to replace the use of chemical
fungicides in the management of postharvest diseases, offering several significant
advantages both for environmental sustainability and for the production of organic fruit. In
this sense, the yeast Vishniacozyma victoriae NPCC 1263 has been previously isolated and
selected in the PROBIEN Yeast Biology and Biotechnology laboratory. The use of this
yeast is patented as a biological control agent (BCA) by CONICET and the National
University of Comahue (20120101053) and carries as title “Yeast strains for biocontrol of
post-harvest fruits, compositions containing them, methods of application of the
compositions and uses.”

In this Thesis, two previously optimized culture media based on agroindustrial waste were
used for the production of yeast biomass.

In this Thesis, two previously optimized culture media based on agroindustrial waste were
used for the production of yeast biomass (Gorordo, 2024). A medium based on whey
cheese powder (CWP) of composition was used: CWP, 80 g/L; (NH4)2SOs4 1.2 g/L;
KH2POy4, 10 g/L; and another based on apple must (AM) with composition: AM, 44% vl/v;
KH2POq4, 7.3 g/L and urea, 2 g/L.

With these culture media, the production of yeast biomass was carried out in two 27 L

semi-continuous reactors (SCR).



When evaluating the different kinetic and biomass production parameters in the two culture
media, similarities were found when comparing productivities and yields in the production
of the antagonist yeast. Regarding the biomass obtained, greater biomass was obtained
when the AM culture medium was used, the viable yeasts (CFU) were 3 orders of
magnitude greater compared to those obtained using the CWP culture medium.

The biomass obtained in both optimized culture media was also evaluated in semi-
commercial scale trials. The natural incidence of natural diseases caused by P. expansum,
B. cinerea and Alternaria-Cladosporium spp. was evaluated. When the control percentages
obtained were evaluated, they exceeded 40% and, in some cases, reached 100% control for
B. cinerea when the antagonist yeast grew in the AM medium. When the biomass is applied
immediately after its production, the control percentages are higher than when the fresh
biomass is stored for a period of time at 4°C.

In general terms, the trials showed that the incidence of diseases caused by phytopathogenic
fungi was higher in pear than in apples, however, the control percentages with CBA were
higher in pears.

The use of V. victoriae as CBA is a tool with great potential for the control of fungal
diseases in organic fruit production in the area. The use of this antagonist yeast would allow
the use of chemical fungicides to be reduced or replaced, thus avoiding the negative impact
of the latter on the health of consumers and the environment.
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ABREVIATURAS

ACB: Agente de control biologico

ADE: agua destilada estéril

AVRNyN: Alto Valle de Rio Negro y Neuquén

CB: Control Biolégico

FAN: nitrégeno facilmente asimilable

GRAS: Generally Regarded As Safe (Considerados generalmente como seguros)
h: Horas

ha: Hectéarea

HR: Humedad relativa

I (%): Incidencia

Kg: Kilogramo

kra: Coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno
min: Minuto

mL: Mililitro

mm: Milimetro

MM: Mosto de manzana

p/p: peso/peso

PS: peso seco

p/v: peso/volumen

ppm: Partes por millon



RB: reactor batch

rpm: Revoluciones por minuto

RSC: Reactor semicontinuo

SQ: Suero de queso

SQP: Suero de queso en polvo

SS: s6lidos solubles

Tn: Tonelada

UFC: Unidades formadoras de colonias
UV: Ultravioleta

v/v: volumen/ volumen

Yx/s: Rendimiento de biomasa producida con respecto a sustrato consumido

Umax: Velocidad maxima de crecimiento



INTRODUCCION

1 Produccion de fruta de pepita en Argentina

Argentina se encuentra en el puesto 17 como productora de frutas en general, con
5.322.357 Tn producidas, ocupando el 3° lugar como productor de peras y el 2° lugar como
exportador a nivel mundial (siendo el 1° en el hemisferio sur). En cuanto a manzanas,
ocupa el 12° lugar como productor, el 5° como exportador mundial y el 2° en el hemisferio
sur, después de Chile (Marini et al., 2020). A nivel nacional, el sector fruticola se encuentra
en el 7° lugar con el 4% del total de las exportaciones, siendo el Alto Valle de Rio Negro y
Neuquén (AVRNyN) quien concentra el 90 % de la superficie en la produccion de peras y
manzanas del pais. La produccion anual de peras actual alcanza las 560.000 Tn y si bien la
produccion es baja en comparacion con el periodo pre-2015, se encuentra en niveles dentro
del promedio 2016-2021(Barrios Lopez, 2022).

Segun datos del SENASA, en la region del AVRNyN se registraron 35.699 ha de
frutales de pepita, en donde 18.411 ha pertenecen a la pera. De esa superficie total, cerca
del 85,8 % se encuentra en la provincia de Rio Negro y el 14,2 % restante en la provincia
de Neuquén.

La region del alto Valle de Rio Negro y Neuquén constituye unas de las principales
areas productoras y exportadoras de peras de Argentina. En cuanto a las principales
variedades de peras plantadas (Figura 1): William’s Bon Chrétien 7.419 ha, Packham’s
Triumph 5.375 ha y Beurré¢ D’Anjou 2.711 ha, Abate Fetel 921 ha y 2.025 ha otras
variedades (Beurre Bosc, Beurre Giffard, Clapps Favourite y Red Beurre D’Anjou). En
manzanas, Red Delicious constituye el principal varietal con 11.194 ha, seguido de Granny
Smith y Gala con 2.167 ha y 2.097 ha, respectivamente (Santagni et al., 2022). El principal
destino de la produccion de peras se orienta a la exportacion, lo que representa el 60%,
mientras que el mercado interno constituye el 13% y la industria el 27%. En cuanto a los
destinos de exportacion de la produccion regional, Brasil es un mercado clave. Dicho esto,
los principales importadores son Brasil para con 100.000 Tn, Rusia con 88.000 Tn y la
Union Europea con 30.000 Tn, y, en menor medida diferentes paises asiaticos y

latinoamericanos.



Principales varietales de pera Principales varietales de manzana
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Figura 1: Porcentaje de distribucion plantada con las variedades principales de fruta de
pepita.

1.1 Produccion organica de frutas

De las casi 45-50.000 toneladas de frutas organicas exportadas por Argentina durante
los ultimos afios, la mayor parte correspondian a manzanas y peras (96-97%). lo que
demuestra que la participacion de las restantes frutas es minima (Santagni et al., 2022). La
gran ventaja de la region del AVRNyN es su clima seco, practicamente desértico (230 mm
de precipitacion al afio). Los inviernos frios, veranos calidos, gran amplitud térmica entre el
dia y la noche, a lo que se suma suficiente agua para regar, todos estos factores transforman
al AVRNyN en un lugar ideal para la produccion de frutas y especialmente la que posee
denominacion de orgédnica. Durante los ultimos 10 afos la exportacion total de peras paso
de las 450.000 toneladas a las 300.000. Durante ese periodo, la de peras organicas pasé de
22-24.000 toneladas a 25-30.000, incrementdndose el interés tanto de los paises

importadores como de los consumidores por los productos orgénicos.

1.2 Procesamiento de la fruta para consumo en fresco

Para alcanzar la calidad requerida por los consumidores, las frutas de pepita son
sometidas a cuidadosos procesos de cosecha, clasificacion, empaque, conservacion y
distribucion. El objetivo de la conservacion de los frutos es proporcionar un entorno que

permita almacenarlos durante el mayor tiempo posible, sin deteriorar su calidad.



Entendiéndose por calidad a un conjunto de caracteristicas como sabor, textura, contenido
de humedad y otros factores asociados con la aceptabilidad (Lidster y Hildebrand, 1988).
Entender la influencia de cada una de las variables que intervienen en la conservacion de
los frutos es esencial para seleccionar las mejores combinaciones en funcion del estado de

madurez y el destino de las distintas especies y variedades (Herrero y Guardia, 1992).

1.2.1 Proceso de empaque

Después de la cosecha, la fruta es transportada en bines hasta el establecimiento de
empaque. Alli se acondiciona, clasifica y embala segin el destino que vaya a tener:
consumo en mercado interno o exportacion. El almacenamiento puede prolongarse desde
unos pocos dias hasta un afio. El proceso de empaque implica una secuencia de operaciones
realizadas por maquinas y por personal entrenado para el acondicionamiento, clasificacion
y embalado (Figura 2). El proceso comienza con la descarga de la fruta contenida en bines
en un hidroinmersor, luego a través de una noria de elevacion, la fruta se traslada a través
de la linea e ingresa al mddulo de lavado y enjuague. El mddulo de lavado consiste en
cepillos que giran sobre su propio eje y sobre los cuales la fruta avanza rotando por efecto
del empuje que provocan los frutos que vienen ingresando por detrés. El lavado se realiza
con agua potable sobre los primeros cepillos. A continuacidén, se aplican productos
fitosanitarios destinados al control y prevencion de enfermedades patologicas y fisiologicas
(produccion convencional), aunque también podrian ser bioldgicos (produccion organica).
El sistema mas utilizado es la aplicacion mediante boquillas de pulverizacion. El encerado
se realiza en el caso de la manzana para mejorar el aspecto externo del fruto dandole brillo,
con el fin de reemplazar la cera natural eliminada en el lavado y reducir la deshidratacion.
Luego se procede al secado, este proceso se lleva a cabo mediante aire forzado a 30-45°C
con ventiladores, para acelerar el secado de la fruta. Posteriormente la fruta se clasifica para
su comercializacion en diferentes grados de calidad, de acuerdo con la reglamentacion
vigente y segun la estrategia comercial de cada empresa. Esta seleccion se basa en aspectos
de calidad externa de los frutos tales como el color, la forma, la presencia de manchas,

heridas, lesiones, etc. Tradicionalmente la clasificacion se efectia en forma manual, pero en



la actualidad existen selectores Opticos de color y sistemas de deteccion no destructivos que

permiten diferenciar la calidad de la fruta de manera automatizada.
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Figura 2: Esquema del procesamiento de la fruta en la linea de empaque para frutales de
pepita (peras y manzanas).



1.2.2 Sistemas de almacenamiento de fruta

Al tratar con frutos climatéricos, esta caracteristica les permite tener largos periodos
de almacenamiento en camaras frigorificas, extendiéndose también su periodo de
comercializacion. Los frigorificos, que luego del periodo de cosecha se utilizan para
conservacion, poseen distintas tecnologias. La mayoria son de frio convencional (61 %), en
un porcentaje menor son camaras de atmosfera controlada y modificada (26 %), tuneles de
preenfriado en menor medida (12%) y atmosfera dindmica, sin encontrarse registros sobre
el grado de adopcidn de la misma en la region. El objetivo del enfriamiento en postcosecha
es remover el calor de los frutos para disminuir la tasa respiratoria, reducir la produccion de
etileno y minimizar la pérdida de agua, con el fin de extender la vida de los frutos durante
el almacenamiento. Se intenta disminuir al minimo los procesos metabolicos que
desencadenan la maduracion y senescencia natural del fruto. Si la fruta madura durante el
periodo de conservacidon incrementa su susceptibilidad a las enfermedades de origen
fisiogénico y al ataque de los organismos parasitos (Calvo et al., 2018).

El frio convencional, el sistema de conservacion mads utilizado en la region del
AVRNyN, se basa en la conservaciébn a temperaturas en torno a los 0°C, sin que
intervengan otros factores reductores del metabolismo. Para las peras, la temperatura
optima de conservacion es entre -1 y 0°C. En el caso de las manzanas se mantienen en
buenas condiciones con temperaturas entre los -0,5 y 0,5°C, dependiendo de la variedad
(Villalba et al., 2016, Calvo et al., 2018). El nivel de humedad relativa toma importancia ya
que retarda la pérdida de agua por parte del fruto (deshidratacion) y mejora la vida util del

mismo. Este valor debe rondar entre el 90 y 95% (Calvo et al., 2018).

2 Pérdidas postcosecha en frutas

La fruta, al ser un producto perecedero, requiere de tecnologias adecuadas para su
conservacion que permitan el mantenimiento en el tiempo de sus -caracteristicas
organolépticas, asi como su apariencia durante el tiempo de almacenamiento (febrero a
septiembre), que permitan contar con un producto acorde a las exigencias del mercado

durante el mayor periodo posible. Los sistemas de comercializacion modernos exigen la
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aplicacion de técnicas postcosecha a los productos fruticolas con el objeto de mantener la
calidad (apariencia, textura, sabor, valor nutritivo y sanitario) por periodos mas
prolongados y de reducir las pérdidas entre la cosecha y el consumo.

Las variedades con mayor volumen de exportacion en peras son Beurré D’Anjou y
Packham’s Triumph, las cuales se almacenan en cdmaras frigorificas (-1/0°C y 95% HR)
hasta 7 meses. En las manzanas la de mayor conservacion es la variedad Red Delicious
(-0,5/0,5°C y 95% HR) las cuales se almacenan hasta 8 meses. Durante la conservacion la
fruta es susceptible a diferentes enfermedades fungicas, que se desarrollan invadiendo los
tejidos y causando grandes pérdidas por la aparicion de enfermedades de postcosecha
(Barkai-Golan, 2001). Se destacan principalmente las podredumbres causadas por
patégenos fingicos de diversos géneros, principalmente Penicillium y Botrytis. Estas,
tipicamente se manifiestan después de tres a cuatro meses de conservacion en frio, y
aumentan considerablemente durante periodos mas largos (Li et al., 2007). Ademas, en la
region del AVRNyN, Alternaria spp. presenta una creciente importancia como responsable
de podredumbres que afectan la calidad y la comercializacién en mercados exigentes. En la
region del AVRNyN, las pérdidas de frutas de pepita por podredumbres ascienden a USS
17 millones anuales (CAFI 2017). Aunque las pérdidas econdmicas causadas por hongos
durante la postcosecha, son variables y no estdn bien documentadas, se cree que alcanzan
entre 30 y 50 %, pero en algunas ocasiones la pudricion puede conducir a la pérdida total

del producto (Bautista Bafios, 2006).

2.1 Penicillium expansum

La podredumbre azul o blanda causada por hongos del género Penicillium, en mayor
medida P. expansum, es la patologia postcosecha mas importante en manzanas y peras en
nuestro pais y en todo el mundo. Aparece como lesiones blandas, deprimidas, profundas y
de bordes definidos en la epidermis del fruto que varian del color marrén claro a pardo
oscuro. La pulpa dafiada se presenta blanda y acuosa y se separa facilmente de los tejidos
sanos, siendo éste el principal sintoma de la enfermedad. La superficie de las lesiones mas
antiguas se cubre de esporas verdes azuladas caracteristica que le da el nombre a la

enfermedad (Figura 3). También se lo puede encontrar sobre el pedinculo del fruto,



principalmente en peras. No forma nidos de frutos podridos porque no se transmite por
contacto directo, sino que necesita una herida para colonizar la espora, sin embargo, los
frutos infectados producen numerosas esporas que se diseminan facilmente por las camaras

y facilitan la dispersion del moho (Mondino, 2009).

Figura 3: Enfermedad causada por el moho azul (P. expansum) en peras del varietal Beurre
D Anjou.

A escala global, P. expansum puede aparecer durante la temporada de crecimiento, en
la cosecha, en almacenamiento postcosecha o transporte. Este ingresa al fruto a través del
tejido danado causado por p4jaros, insectos o areas dafiadas proximas a lenticelas (Amiri y
Bompeix, 2005). Por otro lado, posee la caracteristica de desarrollarse atn a -1°C. Esta
particularidad, mas la capacidad de fructificar y producir nuevas infecciones en condiciones
de alta humedad y en oscuridad, tipicas de las camaras de almacenamiento, lo convierten en
el hongo mas importante en conservacion en la mayoria de las zonas productoras de fruta
de pepita del mundo. A nivel microscopico, se caracteriza por mostrar esporas pequeas, de
forma esférica o eliptica, que parten de una estructura ramificada.

El uso de fungicidas inmediatamente antes o después de la cosecha para prevenir la
podredumbre estd limitdndose cada vez mas por legislacion, debido a los riesgos para la
salud de los consumidores, la contaminacion ambiental y la incipiente resistencia de cepas
patogenas. Penicillium expansum, en particular, se ha vuelto resistente a algunos

fungicidas.



2.2 Botrytis cinerea

La podredumbre gris es generada por el hongo Botrytis cinerea, es un parésito
necrotrofo, que produce la muerte de la célula del hospedante provocando una
podredumbre progresiva del tejido vegetal infectado. Es la segunda enfermedad en
importancia en frutas de pepita en nuestro pais.

Generalmente ataca al peduinculo y origina grandes pérdidas debido a su capacidad de
propagarse desde los frutos afectados hacia los sanos durante el almacenamiento. Esta
infeccion fruto a fruto produce el fendomeno denominado anidacion, o formacion de nidos.
Posee consistencia firme, es relativamente seca y no forma depresiones, pero profundiza en
la pulpa y genera margenes difusos. Tiene una coloracion marrén que cambia a tonalidades
mas oscuras con el transcurso del tiempo. Sobre la epidermis de la fruta afectada se
desarrolla un micelio blanquecino que evoluciona a gris a medida que el hongo esporula
(Figura 4). Ademas, se pueden desarrollar estructuras oscuras (esclerosis) en la superficie
de los frutos. Las infecciones pueden ocurrir antes de la cosecha, en la etapa de campo, y
pueden permanecer latentes hasta el almacenamiento, cuando el patégeno toma ventaja para
el desarrollo de la enfermedad dadas una mayor humedad relativa y bajas temperaturas (0-
5°C), que disminuyen las defensas del hospedante. Se inician por aperturas naturales o

heridas mecanicas en el fruto (Romanazzi et al., 2016).

Figura 4: Enfermedad causada por el moho gris (B. cinerea) en peras del varietal Beurre
D Anjou.



2.3 Alternaria-Cladosporium spp.

La podredumbre negra generada por hongos del género Alternaria, es una patologia
que se desarrolla principalmente en la postcosecha de frutas de pepita en nuestra region. Se
trata de una podredumbre con forma redonda y de consistencia firme y seca, de desarrollo
lento y tonalidades de colores oscuros, que van desde diferentes tonos marron hasta el
negro. La podredumbre se inicia en la parte exterior del fruto, pero avanza en profundidad
hacia el interior, observandose una zona deprimida. A medida que evoluciona, la
podredumbre se vuelve ligeramente esponjosa y se va oscureciendo. En condiciones de alta
humedad, el moho puede desarrollar un micelio de aspecto algodonoso y de color gris
oscuro o negro. Este moho es sapréfito y puede sobrevivir en tejidos muertos, debilitados o
previamente afectados por otras enfermedades. De hecho, la infeccion se puede producir en
campo, pero no se manifiesta hasta que el fruto madura. Las esporas sobreviven en el
campo en los restos organicos del cultivo y en el suelo. Los conidios estan presentes
también en el aire y sobre la superficie de la fruta (Dobra y Rossini, 1993). En las
instalaciones del empaque, son fuentes de esporas el agua utilizada en el proceso, el aire y
las superficies de la linea de empaque, las paredes y pisos de las camaras de

almacenamiento (Snowden, 2010).

Figura 5: Enfermedad causada por el hongo egro Alternaria-Cladosporium spp en peras
del varietal Beurré D Anjou.



3 Manejo de enfermedades postcosecha

En el AVRNyN los principales patogenos de postcosecha de frutas de pepita son B.
cinerea 'y P. expansum. Por lo tanto, la mayoria de las practicas de manejo se concentran en
el control de estos dos patégenos. Estas son practicas de cardcter preventivo y comienzan
por el manejo a campo, realizando practicas de fertilizacion y nutricion equilibradas, que
estimulen la resistencia natural de los frutos. Durante la cosecha de la fruta, se recomienda
evitar golpes y heridas en las mismas, depositindolas en canastas y bines limpios y
desinfectados. Es importante, respetar la fecha de cosecha en madurez fisiologica.
Finalmente, en planta de empaque se requiere una manipulacion cuidadosa para evitar
golpes y heridas. Las instalaciones deben presentar una higiene adecuada y se debe proteger
a la fruta con fungicidas u otros tratamientos preventivos, acompaiadas con el
almacenamiento a bajas temperaturas, con altos porcentajes de humedad relativa (HR) y en
distintos tipos de atmosferas. Las pérdidas en postcosecha por patdogenos de heridas se
deberian reducir llevando de manera adecuada las practicas mencionadas anteriormente. El
cumplimiento de estas pautas no resulta suficiente para controlar totalmente a los patdégenos
postcosecha, debido a ello lo mas habitual es afiadir productos quimicos que aseguren la

proteccion de la fruta.

4 Control biologico postcosecha

El término control biologico (CB) fue utilizado por primera vez por Smith para
describir la introducciéon de enemigos naturales de insectos exoticos para la supresion
permanente de plagas de insectos (Smith, 1919). En general, este término incluye
practicamente todas las medidas de control de plagas excepto la aplicacion de productos
quimicos. En este contexto, el control biolodgico resulta una de las alternativas mas
prometedoras para la sustitucion de los fungicidas en particular por las ventajas que
presenta en cuanto a la sostenibilidad ambiental. En diferentes estudios se ha demostrado
que el control biologico de enfermedades de postcosecha mediante microorganismos
epifitos (bacterias y levaduras) es una alternativa promisoria y factible de incorporarse en

sistemas de produccion de fruta organica e integrada (Bettiol et al, 2014; Usall, 2016). El
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ambiente confinado y las condiciones ambientales controladas en la cdmara frigorifica

durante la conservacion de postcosecha favorecen el ¢éxito de la aplicacion de

microorganismos con capacidad de biocontrol. Esta aplicacion puede hacerse directamente

sobre la fruta en la linea de empaque como sprays o por inmersion. De esta manera se

protege la superficie completa del fruto, con sus posibles heridas; estas ultimas constituyen

la principal via de ingreso de los patdgenos (Lutz et al., 2012).

Dicho esto, para que un microorganismo pueda ser considerado un ACB debe reunir

ciertas caracteristicas (Di Canito et al., 2021; Droby et al., 2009; Sharma et al., 2009),

pensando en la aplicacion directa sobre la fruta durante el almacenamiento postcosecha:

¢

¢

Ser genéticamente estable.

Ser eficaz en bajas concentraciones.

Ser capaz de sobrevivir en el medio ambiente adverso en cuanto a nutrientes y
condiciones ambientales del almacenaje: bajas temperaturas y atmosferas
controladas o modificadas.

Ser capaz de multiplicarse en sustratos de bajo costo, con bajos requerimientos
nutricionales.

Ser capaz de sobrevivir en condiciones ambientales adversas y lograr formularse
con una vida util prolongada y de facil aplicacion.

Ser compatible con las practicas del procesamiento comercial.

No ser patogeno para el hospedante.

No producir metabolitos perjudiciales para el ser humano.

Ser eficaz frente a un amplio espectro de productos y agentes patdgenos, en
diferentes condiciones.

Ser resistente a los agentes quimicos utilizados en el ambiente de postcosecha.

Debe tener una ventaja adaptativa sobre patdgenos especificos.

4.1 Mecanismos de accion de los agentes de control bioldgico (ACB)

La actividad antagonista de los agentes de biocontrol ha sido ampliamente

demostrada, sin embargo, los mecanismos de accion de la mayoria de los agentes de

biocontrol de enfermedades postcosecha son poco conocidos (Nunes, 2012). Los estudios
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microbioloégicos, microscopicos y/o bioquimicos se han centrado en los mecanismos de
biocontrol durante muchos anos (Massart y Jijakli, 2007). Estos mecanismos implican una
compleja interaccion entre el hospedador, el patdgeno, los antagonistas y el medio ambiente
(Figura 6). Un ACB efectivo suele estar dotado de varios atributos que suelen funcionar de
manera conjunta y pueden ser cruciales para controlar el desarrollo de la enfermedad
(Jamalizadeh et al., 2011). El estudio y conocimiento de los mecanismos de accion es la
base para el desarrollo y la aplicacion de levaduras antagonistas, ya que es probable que
funcionen a través de multiples mecanismos, pero en ningin caso se ha encontrado un
unico mecanismo responsable del control bioldgico. La competencia por nutrientes
(principalmente carbono, nitrogeno y oxigeno) y espacio es considerado uno de los
principales mecanismos de accidon de los microorganismos antagonistas contra los hongos
patdgenos postcosecha (Droby et al., 2016; Nunes, 2012). La competencia se define como
el solapamiento de nichos, derivado de una situacion en la que existe una demanda
simultanea del mismo recurso por parte de dos o mas poblaciones microbianas (Droby y
Chalutz, 1998). Las principales enfermedades postcosecha son causadas por patdégenos de
heridas, y para competir con éxito, el agente de biocontrol debe crecer rapidamente,
utilizando bajas concentraciones de nutrientes y estar mejor adaptado al medio y a las
condiciones de conservacion de la fruta (El1 Ghaouth et al., 2004). De esta manera, agotara
los nutrientes disponibles en la herida antes que el patdégeno, impidiendo que este utilice los

nutrientes para germinar e iniciar el proceso de infeccion (Nunes et al., 2001).
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Figura 6: Esquema de las posibles interacciones entre los componentes del sistema de
biocontrol: patdogeno, levadura antagonista, hospedante y ambiente (Zhang et al., 2020).

4.2 Levaduras como ACB

La mayoria de los estudios sobre potenciales ACB estan centrados en las levaduras y
muchos menos en las bacterias (Di Canito et al., 2021; Schisler et al., 2011; Spadaro y
Droby, 2016; Zhang etal., 2020) ya que muchas de las levaduras son consideradas
organismos seguros 0 GRAS (Generally Recognized As Safe). Las levaduras se encuentran
ampliamente distribuidas en microbiomas en todo el mundo, crecen en todo tipo sustratos y
ambientes, capaces de colonizar ambientes terrestres, aéreos y acuaticos. Todas las especies
de levaduras conocidas hasta el momento asimilan glucosa y fructosa. Por otro lado, las
levaduras generalmente tienen una alta tolerancia a las condiciones ambientales estresantes
como bajas y altas temperaturas, desecacion, amplio rango de humedad relativa, bajos
niveles de oxigeno, fluctuaciones de pH, radiaciéon UV, que prevalecen durante las etapas
de pre y postcosecha. Ademds se adaptan al microambiente presente en los tejidos de la
fruta, alta concentracion de azlcar, alta presion osmotica y bajo pH (Spadaro y Droby,
2016). Debido a estas caracteristicas y otras, una gran cantidad de los ACB reportados en

bibliografia son levaduras.
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A nivel mundial, hay algunos bioproductos basados en levaduras que estan
registrados, formulados y comercializados, pero el alto costo de importacion y la
inconsistente respuesta en otras regiones y cultivos han dificultado su uso universal (Droby
et al., 2009; Usall et al., 2016).

En Argentina, en los ultimos afos, ha habido un aumento de estudios sobre el uso de
levaduras antagonistas para abordar la problematica de los patégenos de postcosecha,
aunque ninguno ha llegado aun a la etapa de comercializacion. Varios autores han aislado
cepas de levaduras a partir de diferentes cultivos y han determinado su capacidad
inhibitoria sobre diferentes patdgenos. Rhodotorula rubra y Candida pelliculosa
demostraron ser efectivas en el control de B. cinerea en tomates en postcosecha en Buenos
Aires (Dal Bello et al., 2008). Pesce et al., (2018) probaron la efectividad de distintas cepas
de levaduras frente a Colletotrichum gloeosporioides en aceitunas en la provincia de San
Juan. Nally et al., (2012); Ponsone et al., (2011) aislaron levaduras a partir de uvas, de las
provincias de San Juan y Mendoza respectivamente, y las seleccionaron por su capacidad
controladora sobre B. cinerea y Aspergillus. Otros autores han determinado la accioén
inhibitoria de cepas de levaduras sobre el crecimiento de mohos patdégenos (del género
Penicillium) sobre citricos de las provincias de Jujuy, Entre Rios y Tucuman, (Ahrendts y
Carrillo, 2004; Visintin et al., 2007; Diaz et al., 2020). El grupo de investigacion en el cual
realicé mi proyecto integrador profesional selecciond a Cystofilobasidium capitatum por su
capacidad controladora sobre P. crustosum y M. piriformis en frutas finas de la Patagonia
(Lopez et al., 2016; Villalba et al., 2016). Asi mismo han seleccionado y patentado el uso
de levaduras nativas (Pichia membranifaciens y V. victoriae) con capacidad
biocontroladora sobre P. expansum y B. cinerea en peras (Robiglio et al., 2011, Lutz et al.,
2013; Gramisci et al., 2018) en las provincias de Rio Negro y Neuquén. Este ultimo caso es
el unico en el pais donde se han optimizado los métodos de produccion de biomasa a gran
escala y se han evaluado los ACB en ensayos a escala comercial en lineas de empaque

(Lutz et al., 2020; Gorordo et al., 2022; Gorordo et al., 2023).
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4.3 Vishniacozyma victoriae como ACB

La especie V. victoriae es una levadura perteneciente al phyllum Basidiomycete, clase
Tremellomycetes, orden Tremellales (Liu et al., 2015). Se encuentra en ambientes frios, sin
embargo, también es capaz de crecer a temperaturas mayores (Luo et al., 2019). No es
capaz de crecer mas alla de los 25°C por lo cual no es patogena para los seres humanos. Es
capaz de utilizar sacarosa y lactosa como fuente de carbono y energia, asi como también
glucosa entre otros azucares (Kurtzman et al., 2011). El primer reporte de esta levadura
como agente de control biologico fue realizado por Lutz et al. (2012) frente a B. cinerea y
P. expansum en heridas de pera con la cepa seleccionada V. victoriae NPCC 1263. Los
posibles mecanismos de accion descriptos para esta levadura son: produccion de toxinas
killer, actividad glucanasa, proteasa y quitinasa contra ambos patdgenos en condiciones de
camara fria (-1/0°C) y presenta produccion de biofilms (Lutz et al., 2013). Asi mismo tiene
la capacidad de sobrevivir y colonizar las heridas hasta los 120 dias de almacenamiento en
frio y competir por diferentes nutrientes frente a los fitopatégenos (Gramisci et al., 2018).
Ademas, esta levadura mostrd capacidad de inhibir la germinacion de los conidios de P.
expansum (Lutz et al., 2013). Por ultimo las pruebas de patogenicidad realizadas no
mostraron crecimiento de V. victoriae a 37°C, ni crecimiento en condiciones de simulacion
gastrica, por otro lado no se detect6d actividad fosfolipasa ni formacion de pseudomicelio
(Lutz et al., 2020). Por lo cual estos ensayos preliminares muestran que V. victoriae no
tiene caracteristicas para ser patdgena ni oportunista para el ser humano. Por otro lado,
Gramisci et al. (2018) evaluaron el efecto de diferentes aditivos sobre el crecimiento de V.
victoriae y de los hongos patogenos P. expansum y B. cinerea con el fin de desarrollar una
combinacion que mejore el biocontrol de estos patdgenos en la postcosecha de pera. Se
determind que la manipulacion del entorno quimico mediante la adicion de CaClz 2% da
como resultado una actividad antagonica mejorada de V. victoriae contra dos enfermedades
fingicas postcosecha de frutos de pera. Estudios realizados en otras partes del mundo y con
otras frutas demuestran que V. victoriae es un prometedor ACB para reducir la enfermedad
causada por B. cinerea en kiwi mediante la formacion de biofilm (Nian et al., 2023), como
también se aislaron dos cepas de V. victoriae que presentan actividad antagonista frente a

Phlyctema vagabunda en manzanas organicas a 20°C en Chile (Sepulveda et al., 2022).
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5 Métodos de produccion de biomasa

Al momento del desarrollo de un ACB de postcosecha debe considerarse que el
mismo debe producirse en cantidades suficientes para poder evaluar su capacidad
antagonista en condiciones comerciales, es por ello que el proceso de produccion debe ser
escalado al menos a nivel planta piloto (Patifio Vera et al., 2005).

Existen distintos tipos de cultivo empleados para la produccion de biomasa: batch,
batch alimentado, cultivo continuo o cultivo semicontinuo. El tipo de cultivo seleccionado
para la produccion del antagonista va a depender del fin que persiga tal produccion de
biomasa. También debe tenerse en cuenta que los nutrientes para un medio deben satisfacer
los requisitos bésicos para la biomasa celular y la producciéon de metabolitos,
proporcionando un suministro adecuado de energia para la biosintesis y el mantenimiento

celular (Stanbury et al. 1995).

5.1 Cultivo batch o lote

Los cultivos por lotes funcionan como sistemas cerrados. El medio de cultivo se
afiade al principio del proceso, se inocula el microorganismo a producir y una vez
alcanzada la fase de crecimiento deseada, los productos (biomasa + medio de cultivo
agotado) se recuperan (Doran, 2013). Si no hay fugas ni evaporacion dentro del recipiente,
el volumen de liquido se considera constante. El tipo de reactor utilizado para llevar a cabo
este tipo de cultivos es el tanque agitado, el cual puede incluir o no, sensores y controles
automatizados para monitorear el crecimiento microbiano. El costo de funcionamiento de
un reactor discontinuo depende del tiempo necesario para alcanzar la concentracion de
biomasa deseada o el nivel de conversion del sustrato. El tiempo de cultivo necesario para
completar el proceso es importante, ya que, a menores tiempos de produccidon, menores
seran los costos de funcionamiento (Doran, 2013; Shuler y Kargi, 2002). Por otro lado, un
frasco Erlenmeyer agitado podria ser considerado para llevar a cabo un cultivo batch. Esto
hace que sea la primera eleccion al momento de optimizar medios o para la realizacion de

pruebas preliminares de cultivos.
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5.2 Cultivo semicontinuo

El agotamiento de los nutrientes del medio de cultivo y en algunos casos la
acumulacion de productos inhibidores limita las densidades celulares obtenidas en los
cultivos por lotes, la produccion de biomasa y la productividad volumétrica de los cultivos
puede aumentarse mediante el tipo de cultivo semicontinuo. En este proceso de produccion
se cosecha parcialmente una cantidad de medio de cultivo (junto con las levaduras que
vienen creciendo en él) a intervalos regulares y luego se afiade la misma cantidad de medio
fresco al reactor, de manera que las levaduras que permanecen dentro de éste puedan seguir
su crecimiento a partir de los nutrientes incorporados. De esta manera se logra mantener a
las células en fase exponencial, asi la concentracion de células aumentara con el tiempo y
no se alcanzard el estado estacionario. Este sistema, permite obtener concentraciones de
biomasa mucho mayores que las obtenidas en los cultivos batch, ademas presenta la ventaja
que se reducen los tiempos y costos que conlleva producir mas de un cultivo en lote

(Doran, 2013).

6 Sustratos econémicos para la formulacion de medios de cultivo

Un factor clave a tener en cuenta para llevar a cabo el crecimiento de un
microorganismo, es el desarrollo de un medio de cultivo econdmico que soporte la
produccion de grandes cantidades del ACB a bajo precio, manteniendo la eficacia del
biocontrol (Patifio-Vera et al., 2005; Yanez-Mendizabal, 2012). Los sustratos para un
medio de cultivo econdomico deben satisfacer los requisitos basicos para la biomasa celular
y la produccion de metabolitos, brindando la energia suficiente para la biosintesis y el
mantenimiento celular (Stanbury et al., 1995) asi como también la produccion suficiente de
biomasa para alcanzar niveles industriales. El uso de productos comerciales o subproductos
de la industria alimentaria como fuentes de nitrégeno y carbono cumplen con la mayoria de
los criterios mencionados para formular medios de cultivo, ya que son sustratos baratos que
favorecen el crecimiento de los agentes microbianos (Yéanez-Mendizédbal et al., 2012;

Gorordo et al., 2022). Sin embargo, en algunos casos, la presencia de productos indeseables
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y la falta de homogeneidad en los subproductos pueden limitar su utilidad en la producciéon
a grandes escalas (Zhang y Greasham, 1999). El medio deber aportar principalmente
hidratos de carbono y compuestos nitrogenados, ya que son los principales nutrientes
requeridos para el crecimiento celular y constituyentes de la composicion elemental de
cualquier microorganismo (Costa et al., 2001). En el primer caso, los sustratos que aportan
hidratos de carbono son los granos, melazas, celulosas, suero de queso fresco o en polvo,
mosto de uva, residuos de jugueras, entre otros (Armando et al., 2013; Bosso et al., 2020;
Ferrari et al., 2001; Gramisci, 2019; Lutz et al., 2020; Zhihui et al., 2008). En el caso de los
compuestos nitrogenados, son cominmente utilizados los de naturaleza inorgéanica, como la
urea o sales de amonio y algunas de origen orgdnico como, extracto de carne, o extracto de

malta (Costa, Teixido, et al., 2002).

6.1 Suero de queso en polvo

El suero de queso en polvo (SQP) es un subproducto de la industria lactea, compuesto
por lactosa, proteinas, lipidos y sales minerales. El SQP se obtiene del suero deshidratado,
previa pasteurizacion mediante secado spray, siendo esta la principal forma de afiadir valor
al suero (Lavari et al., 2014; Yang y Silva, 1995). Esto permite conservar la calidad del
suero durante mas tiempo para su transporte o manipulacion posterior (Siso, 1996). Este
subproducto representa un problema para el medio ambiente debido a su alta demanda
biologica de oxigeno (Park y Nam, 2015). Aproximadamente se obtienen 9 L de suero
lacteo a partir de 1 kg de queso producido, resultando una demanda quimica de oxigeno
(DQO) de alrededor de 50.000 a 80.000 mg/L y una demanda bioquimica de oxigeno de
40.000 a 60.000 mg/L (Capdevila et al., 2020; Lappa et al., 2019). La industria lactea de
Argentina en el afo 2008 destin6 4200 millones de litros de leche para la industria quesera,
cifra equivalente al 42 % de su produccion generando 3.800 millones de litros de suero de
queso, el cual se utiliza para consumo animal, como materia prima para la industria y como
fertilizante, tratdndose como efluente unicamente el 1% de esta produccion (Gonziles,
2012; Valencia y Ramirez, 2009). Estos usos del suero permiten reducir minimamente los
problemas econdmicos y medioambientales que supone como residuo (Bosso et al., 2020).

Sin embargo, se reportan en bibliografia una gran cantidad de posibles usos biotecnologicos
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del suero de queso en la actualidad, existiendo innumerables alternativas de procesamiento
de complejidad tecnologica creciente (Ryan y Walsh, 2016).

La levadura V. victoriae es capaz de crecer usando lactosa (Kurtzman et al, 2011). En
el grupo de investigacion se ha demostrado por primera vez el uso de suero de queso como
sustrato para la produccion de biomasa de la levadura V. victoriae (Gorordo et al., 2022 y

2023).

Figura 6: Suero de queso. (A) Suero de queso en polvo (SQP). (B) Suero de queso en
polvo disuelto en agua y esterilizado. (C) Suero de queso en polvo diluido, estéril y filtrado.

6.2 Mosto de manzana

En Argentina, la produccion de manzanas presenta historicamente una distribucion
de aproximadamente un 35% para consumo en fresco, 17% para exportacion y el 48%
restante se industrializa para la produccion de mosto o jugo, fruta deshidratada y diferentes
preparaciones. La fruta industrializada se considera fruta de descarte por su estado sanitario
o por no cumplir con las condiciones de calibre para ser destinada al mercado internacional
para su consumo en fresco (Carciofi, 2022). Los principales factores que afectan al descarte
de manzanas son climaticos (helada, rameado, deformada, granizo), por sanidad
(carpocapsa, psilido, erinosis, chinche, chaqueta amarilla, arafiuela), de manejo
(fertilizacion, madurez, tamafio) y en cosecha (golpes, heridas, pedunculo, hojas,
color)(Aguilar y Masi, 2020).

La industrializacion de la manzana es una actividad complementaria de la cadena de
produccion, en donde la mayor parte del procesamiento corresponde a la produccion de
mosto de manzana, estimada en 17.000 toneladas en 2020 (Santagni et al., 2022). EIl jugo

constituye una commodity de bajo valor agregado utilizado por ejemplo en produccion de
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sidra de manzana y se estima que la industria requiere aproximadamente 7 kg de manzana
para obtener 1 kg de mosto de manzana (Carciofi, 2022). En el complejo de frutas de
pepita, la mayoria de las industrias no contienen programas de reutilizacion de residuos,
desconocen alternativas de valorizacion, y por lo general conceden los desperdicios a
productores y agentes interesados en su reutilizacion.

El mosto de manzana obtenido a partir de la molienda y prensado de estas frutas,
contiene numerosos compuestos, principalmente carbohidratos, vitaminas, minerales y
aminoacidos, que son metabolizados o transformados quimicamente por microorganismos
(Gonzales Flores, 2018). La fructosa, la sacarosa y la glucosa son los principales
carbohidratos presentes. El mosto es un sustrato econdémico y es considerado un
subproducto de la industria fruticola (Anvari et al., 2014; Champagne et al., 1989). Existe
muy poca bibliografia sobre el crecimiento de levaduras en mosto de manzana, sus
caracteristicas lo convierten en un sustrato apropiado para la produccién de biomasa. El
aprovechamiento de este desecho como medio de cultivo proporcionaria una opcioén viable
para minimizar el dafio ambiental ocasionado por el mismo y al mismo tiempo disminuir
costos en la produccion industrial del agente de control bioldgico (Gramisci, 2019; Bravo et

al, 2019).

Figura 7: (A) osto de manzana como medio fresco. (B) Molienda de manzana. (C)
Mosto de manzana estéril.

7. Ensayos a escala semicomercial

En los programas de desarrollo de ACB, se determina el éxito del microrganismo
antagonista a través de experimentos y ensayos a escala semicomercial que involucran
grandes cantidades de fruta y biomasa de levaduras del ACB. Los resultados de estos
experimentos a gran escala realizados con biocontroladores seleccionados son escasos a

nivel mundial (Alegre et al., 2013; Carvalho Castro et al., 2020; Chand-Goyal y Spotts,
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1997; Droby et al., 1998; El-Ghaouth, Smilanick, Brown, et al., 2000; Gorordo et al., 2022;
Govender et al., 2005; Janisiewicz y Jeffers, 1997; Lutz et al, 2020). Muchos estudios
tienen una alta variabilidad e inconsistencia en los niveles de control de las enfermedades
fangicas (Mari, 2014; Nunes, 2012). Por lo tanto, actualmente no se puede utilizar como
unica estrategia para el manejo de enfermedades postcosecha y se integra a otros sistemas
de control (Talibi et al., 2014). Existen varios factores que influyen en la variabilidad de los
resultados, como el proceso de produccion y formulacion, el método de aplicacion, la
presion de inoculacion, el estado fisiologico de la fruta y las estrategias de mejoramiento
utilizadas (Freimoser et al., 2019). Ademas, el nivel de susceptibilidad del huésped, el
tiempo transcurrido entre la infeccion y el tratamiento, y la posible presencia de infecciones
latentes también pueden afectar los resultados (Sanzani et al., 2009).

Por lo tanto, la formulacion sigue siendo una cuestion clave para los biocontroladores
y su aplicabilidad en condiciones comerciales, junto con la compatibilidad con las précticas
habituales de procesamiento y almacenamiento de la fruta. Es importante integrar los
biocontroladores con sustancias GRAS como sales de calcio, carbonato o bicarbonato de
sodio, o inductores de resistencia, con el objetivo de generar efectos aditivos o sinérgicos
entre diferentes estrategias de control (Gramisci et al., 2018; Zhimo et al., 2014). En las
evaluaciones a escala semicomercial, se utilizan los sistemas de aplicacion cominmente
utilizados para los fungicidas (Droby et al., 2016), como sistemas de tanque de inversion,
pulverizacion o cortina de liquido (drencher). De estas alternativas, la menos recomendada
son los tanques de inmersion, ya que incrementan los propagulos de patdgenos en la
solucion a medida que ingresa la fruta, lo cual afecta la eficacia del biocontrol. Los mas
utilizados son aquellos que pulverizan o empapan la fruta en la linea de empaque. Se
emplean boquillas tipo cono impulsadas hidraulicamente o por presion de aire para
pulverizar el liquido sobre la fruta. Sin embargo, este tipo de boquillas reduce
considerablemente la viabilidad del ACB debido a la presion generada para que puedan ser
aplicados (Gorordo et al., 2022; Lutz et al., 2020). En los experimentos de eficacia de un
ACB a escala semicomercial, se evalua la incidencia natural con y sin la aplicacién de
ACB, luego de un determinado periodo de conservacion de la fruta en camaras frias de
postcosecha. Estos ensayos son necesarios para el proceso de registro de los

biocontroladores.
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OBJETIVOS

Objetivo general
En este Proyecto Integrador Profesional se tiene como objetivo el crecimiento de

Vishniacozyma victoriae NPCC 1263 con diferentes sustratos (SQP y MM) en cultivo
semicontinuo. Para comprobar si las diferentes condiciones de crecimiento afectan la
habilidad de la levadura para controlar el avance de las enfermedades postcosecha, se
realizaran evaluaciones de la actividad antagonica de la levadura a escala semicomercial
sobre peras y manzanas.

Estos ensayos de produccion de biomasa en diferentes condiciones permitirdn
establecer una condicion ideal para el desarrollo de la levadura antagonista de manera
econdémica y compatible con la formulacién industrial de las mismas. Lograr el objetivo
general de esta propuesta contribuird a mejorar las practicas de la agroindustria de la fruta
organica, aumentando las herramientas disponibles para la puesta en practica de las

normativas de calidad vigentes en el mundo.

Objetivos especificos
» Caracterizar los parametros de produccion de biomasa de V. victoriae en cultivo

semicontinuo con los medios basados en suero de queso en polvo (SQP) y mosto de
manzana (MM).

» Evaluar la actividad antagonista de V. victoriae crecida en las diferentes condiciones en
ensayos a escala semicomercial en empaques de pera.

* Profundizar el manejo de técnicas de laboratorio y uso de equipamiento disponible.

* Analizar los resultados obtenidos y redaccion de trabajo de Tesis.
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MATERIALES Y METODOS

1 Equipamiento utilizado
e Agitadores magnéticos

e Aireadores de pecera

e Antiespumante

e Autoclave tipo Chamberland VZ 50 L

e Balanza analitica

e Balanza granataria

e Bomba peristaltica

e Cabina de flujo laminar

e Cémara de Neubauer

e Centrifuga refrigerada

e Chiller

e Espectrofotdmetro Shimadzu 1603 UV-Vis de doble haz

e Estufa37°C y de 105°C

e Filtro tangencial

e Freezer -20°C

e Heladeras con control de temperatura

e Material de vidrio (vasos de precipitado, frascos con tapa, etc.)

e Material descartable (tubos eppendorf de 2ml, tips, guantes de nitrilo, etc.)

e Material estéril (tubos de centrifuga para toma de muestra, tips)

e Microscopio Nikon Eclipse 801

e PC con software para control y medicion de temperatura, de oxigeno y
espuma

e Pipetas automaticas (de 20, de 200, de 1000 y de 5000 uL)

e Placas de Petri

e Reactor batch de acero inoxidable (capacidad 15 L)

e Vortex
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2 Medios de cultivo
2.1 Medio de cultivo s6lido

GPY Agar: Extracto de levadura 5 g/L; Peptona 5 g/L; Glucosa 40 g/L; Agar 20 g/L.
(Kurtzman et al., 2011).

2.2 Medios de cultivo liquido

Para la produccion de V. victoriae se emplearon dos medios de cultivos previamente
optimizados (Gorordo et al, 2020 y 2023) basados en residuos agroindustriales: SQP y
MM.

2.2.1 Medio optimizado SQP

El SQP, marca Vacalin® sirvi6 como fuente de carbono, energia y otros elementos
nutricionales para el crecimiento de la levadura. La mayor parte de este sustrato
corresponde a lactosa (75% p/p) y proteinas (15% p/p). Se prepard6 una solucion
concentrada de suero de queso (20%) en agua destilada, luego se esteriliz6 en autoclave
durante 20 min a 121°C, para permitir la precipitacion de la caseina, y después se filtré en
condiciones asépticas. Se prepard por otro lado la solucién concentrada estéril de los
micronutrientes seleccionados. Finalmente, esta solucion es incorporada hasta alcanzar las
concentraciones definidas en la optimizacion del medio de cultivo. El medio de cultivo
optimizado tuvo una composicion final de: SQP 80 g/L, (NH4)2SO4 1,2 g/L, KH,PO4 10
g/L (Gorordo et al, 2023).

2.2.2 Medio optimizado MM

El MM fue obtenido de una sidrera de la ciudad de Allen, Rio Negro (Saenz Briones
y Cia S.A). La composicion de este mosto fue de 143,23 g/L de azucares reductores, 42,84
ppm de amonio total y 14,0 ppm de amonio libre. EL MM se esterilizd en autoclave
durante 20 min a 121°C y después se filtré en condiciones asépticas. El mosto fue diluido
hasta alcanzar las concentraciones definidas en la optimizacion del medio para el

crecimiento de la levadura. El medio de cultivo optimizado tuvo una composicion final de:

MM 44,4% v/v, urea 2 g/L, KH,PO4 7,3 g/L (Gorordo et al, 2020).
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3 Material biologico y vegetal

3.1. Microorganismo y preparacion de indculo

Se utilizé una cepa de levadura identificada como V. victoriae NPCC 1263 (North
Patagonian Culture Collection, Neuquén, Argentina.) que fue aislada de la superficie de
peras conservadas en camara frigorifica y seleccionada por su capacidad de actuar como
levadura antagonista para el control biologico de enfermedades postcosecha (Lutz et al.,
2012). Esta levadura, junto con la levadura Pichia membranifaciens NPCC 1250 estan
patentadas para este uso: “Cepas de levadura para el biocontrol de podredumbres en frutas
durante la post cosecha, composiciones que las contienen, métodos de aplicacion de las
composiciones y  usos.” N° de presentacion:  20120101053.  Titulares:
CONICET/Universidad Nacional del Comahue. La levadura V. victoriae se conservd en
glicerol 20% v/v a -20°C en la Coleccion de Cultivos de la Patagonia Norte. Para su
reactivacion, se repico la levadura en medio solido GPY-Agar durante 48 h a 20°C,
obteniéndose asi un cultivo fresco de la levadura. Para cuantificar el nimero de células de
levaduras para iniciar los cultivos, se realizd una suspension en agua destilada y se

cuantifica el nimero de células por mL en camara de Neubauer.

3.2 Frutas de produccion organica

Para la evaluacion de la efectividad del ACB en ensayos a escala semicomercial se
emplearon peras de los cultivares Beurr¢ D’Anjou y Packham’s Triumph y manzanas del
cultivar Red Delicious. Todas las frutas, de produccidon orgénica, fueron provistas por el
empaque La Deliciosa S.A. ubicado en la ciudad de Centenario, provincia de Neuquén,
quien también cedid sus instalaciones para los ensayos en linea y conservacion en camara
fria en cada temporada (Convenio CONICET 8915-2014 y UNCo 876/00-2014). Los dos
tipos de frutas fueron cosechados con madurez fisiologica y conservados en camaras
frigorificas (-1/0°C y 95% de HR). En este proyecto integrador profesional, se tuvo en

cuenta las consideraciones del galpon de donde provienen las frutas.
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4. Métodos analiticos

4.1 Cuantificacién del crecimiento de las levaduras

El crecimiento de las levaduras a lo largo del tiempo de cultivo se cuantificd por
medicion de densidad Optica en espectrofotometro a 640 nm con cubeta de vidrio. La
biomasa de los cultivos se determind por peso seco a partir de 10 mL del cultivo, esta
alicuota se lavé por centrifugacion a 4068 x g con agua estéril y se sec en estufa a 105°C
hasta peso constante. Para cuantificar el nimero de levaduras viables (UFC), se cuantifico
inicialmente el numero de células por mL en camara de Neubauer, se realizaron diluciones
en condiciones de esterilidad y se sembraron 100 puL de las suspensiones en agar GPY con
espatula de Drigalsky esterilizada a la llama del mechero, para obtener un recuento de

colonias entre 30 y 300 UFC al cabo de 48 h de almacenamiento a 20°C.

4.2 Cuantificacion de azucares

La cuantificacion de azucares reductores se realizo por el método colorimétrico DNS
(Miller, 1959). Se afiadieron 100 pL. de DNS (Acido 3,5 dinitrosalicilico) a 100 pL de
muestra, se incubd a 100°C durante 5 min y se detuvo la reaccion con hielo. Se afiadié 1mL
de agua destilada y se midi6 la absorbancia a 540 nm. Se utilizé un patron de glucosa o
lactosa de 5 g/L para la curva de calibracion correspondiente. Para contrastar los resultados
obtenidos por DNS, muestras iniciales y finales de los reactores semicontinuos (RSC) se
analizaron mediante HPLC. Se utilizdé una columna SHODEX SP8&810, la fase movil fue
agua destilada con un caudal de 0,6 mL/min y una temperatura de columna de 85°C. El

detector utilizado fue un indice de refraccion marca Konik Instruments.

4.3 Cuantificacion de nitrégeno libre

La cuantificacion del nitrogeno en forma de amonio presente en las muestras fue

realizada por el kit comercial de medicion Urea Color 2R de la marca Wiener Lab®. Se
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anadié 2 mL de reactivo a 10 pLL de muestra, se incubd a 37°C durante 5 min y se detuvo la
reaccion con frio. Se midi6 la absorbancia a 570 nm. Se utilizd un estdndar de urea 60 g/L
para la determinacion de amonio en las muestras. La cuantificacion de nitrogeno facilmente
asimilable (FAN) se realizd por el método de Serensen (Serensen, 1908). Se agregan 10
mL de formol a 50 mL de muestra con pH=8. La solucion es titulada con NaOH 0,1 N

hasta alcanzar nuevamente pH=8.

4.4 Determinacion de Proteinas

La cuantificacion de la concentracion de proteinas en el sobrenadante se realizo por el
método descripto por Lowry et al., (1951). Se agreg6d 1 mL de reactivo a 10 uLL de muestra,
luego de 10 minutos, se agregan 100 pL de reactivo de Fooling y se dejo reaccionar durante
30 minutos a temperatura ambiente. La concentracion de proteina se determiné mediante

una curva estandar de albiimina sérica bovina (Sigma). Se midi6 la absorbancia a 750 nm.

4.5 Determinacion de pardmetros cinéticos

El parametro cinético A es el valor maximo de densidad oOptica alcanzado: Ln(DO¢#DO;).
Este se obtuvo a partir de los valores experimentales de densidad oOptica inicial (DOj) y
densidad optica final (DOy). La velocidad especifica de crecimiento maxima pmax, se
obtuvo a partir del calculo de la pendiente de la curva Ln(DO¢DO;) vs. Tiempo, en cada

una de las etapas batch seglin la siguiente ecuacion:

X,—X
Hméx = Yz—Yll (Ec.1)

donde X> y X son dos valores de abscisas de la recta correspondientes al tiempo, Y1y Y2

son dos valores de ordenadas de la recta correspondientes a Ln(DO¢DO;).
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4.6 Determinacion de parametros de produccion

La concentracion final de biomasa (X), se obtuvo a partir de la determinacion de
peso seco de las levaduras en estufa a 105°C.

Durante el crecimiento celular existe, una relacion lineal entre la cantidad de
biomasa producida y la cantidad de sustrato consumido. Esta relacion se expresa
cuantitativamente mediante el rendimiento de biomasa (Yxss). Este parametro se determin6

de acuerdo a la siguiente ecuacion:

g de biomasa producida AX X —X;

YX/S = (EC 2)

g de sustrato consumido T ZAS —(Sf -5)

La concentracion de células viables (UFC/mL), se obtuvo a partir del recuento en
placa de petri sembraron 100 pL de las suspensiones en agar GPY con espatula de
Drigalsky esterilizada.

La productividad volumétrica (Py) se determiné como la cantidad de biomasa en
peso seco generada por unidad de volumen dentro del reactor en un tiempo determinado. Se

determin¢ al final de cada reactor.
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5 Produccion de biomasa en reactor

Para lograr la cantidad necesaria de levaduras para los ensayos a escala comercial, se
deben realizar varios cultivos batch sucesivos, esto demandaria mucho tiempo, ademas
durante este periodo la biomasa pierde viabilidad y efectividad (Gorordo et al, 2022). Una
propuesta para aumentar la produccion de biomasa y reducir los tiempos de trabajo, es
realizar cultivos semicontinuos.

La produccion de biomasa a escala laboratorio se llevd a cabo utilizando un reactor
de 15 L de capacidad maxima con un software de control (NovaScada) (Figura 7). El
reactor esta provisto de un sensor de oxigeno disuelto marca Hamilton®, sensor de
temperatura PT100, 4 baffles verticales, sensor de espuma, serpentin interno para
refrigeracion, 3 bombas peristalticas que permiten la adicion de antiespumante u otros
liquidos, aireador tipo herradura con orificios de 1,5 mm y 3 paletas con 6 aletas planas
(tipo Rushton) regulables. Cuenta con un motor superior de 0,15 CV de 220 VAC.
Velocidad maxima 800 rpm y sello mecanico simple. El agua es refrigerada utilizando un
equipo de enfriamiento (chiller) que mediante una bomba transporta el agua hacia el
serpentin del reactor. El aire es provisto estéril por aireadores con filtros de 0,22 pm. Todas
las fermentaciones se llevaron a cabo con un volumen de 12 L, a 20°C, 300 rpm y 0,64 vvim

de aireacidn.

5.1 Reactor semicontinuo

Se realizaron cultivos en Erlenmeyer de 250 mL con 100 mL del medio de cultivo
segtin el caso. Estos cultivos se empelaron como indculo fresco (1x10° cel/mL), se crecid
hasta la mitad de la fase exponencial y en ese momento se incorpor6 a un Erlenmeyer de 2
L de capacidad con 900 mL del mismo medio cultivo. Cuando se llegd a mitad de la fase
exponencial, se inoculod este cultivo en el reactor que contenia previamente 11 L del mismo
medio de cultivo estéril. El cultivo inici6 como un reactor batch y una vez alcanzada la
mitad de la fase exponencial, a las 48 h aproximadamente, el reactor se alimento tres veces
a intervalos de 24 h. Antes de cada alimentacidn, se retiraron 5 L del contenido del reactor

y, a continuacion, se afadieron 5 L del medio de cultivo fresco hasta alcanzar una
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produccion final de 27 L de volumen (Figura 9). El cultivo semicontinuo podria
considerarse como una sucesion de 4 cultivos batch, por esto, en cada una de las etapas del
RSC, se determinan los pardmetros cinéticos y de produccion. La productividad

volumétrica (Pv) se determina para el proceso global de produccion.

Figura 8: (A) Reactor escala de laboratorio con motor y equipo de refrigeracion. (B) Parte
interna del reactor, agitadores, serpentin y aireador. (C) Software de control.

6 Separacion de levaduras del medio de cultivo por filtracion tangencial

La biomasa obtenida en el reactor se concentré utilizando un filtro tangencial de 100
KDal de tamafio y 0,5 m? de superficie. El filtro se esterilizé previamente utilizando una
soluciéon de NaOH 0,5 N durante 30 min y luego con ADE para eliminar el NaOH durante
30 minutos. Durante el proceso de filtracion, la biomasa concentrada se almacen6 en un
recipiente estéril hasta su uso y el sobrenadante se descarto.

El filtro cuenta con un manémetro de salida, cuya presion se ajustd mediante una
valvula de ajuste. Mientras mdas cerrada se encuentra la valvula de ajuste, mayor sera la
presion transmembrana y mayor sera la cantidad de permeado filtrado. La presion del
mandémetro de entrada es funcién de la velocidad de la bomba y de la resistencia que
presente el filtro al paso del medio. Esta inicialmente es aproximadamente cero y a medida
que el filtro se vaya obstruyendo, ira aumentando. Se recomienda no exceder lbar (0,1

MPa) de presion de entrada.
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Figura 9: Esquema de produccion de biomasa en reactor semicontinuo.

7 Ensayos en linea de empaque

La evaluacion a escala semicomercial de las levaduras antagonistas producidas en el

reactor semicontinuo se llevd a cabo en un empaque regional con manejo organico,

incluyendo linea de procesamiento y camaras de almacenamiento frigorifico (La Deliciosa

S.A.). Este ensayo se realizd para evaluar la efectividad de V. victoriae como ACB en

varietales de pera y manzana. Se evalua también el acondicionamiento fisioldgico y la

capacidad antagonica de levaduras frescas crecidas en la configuracion de produccion de

biomasa semicontinuo, ademas de comparar los medios de cultivos utilizados.

7.1 Aplicacion de las levaduras antagonistas

La fruta ingres6 a la linea de procesamiento en cajones bins con capacidad de 430-

450 Kg (~1400 frutas por bins). Los cajones se sumergieron en el hidroinmersor que

contenia una solucion de hipoclorito de sodio (100 ppm), siguiendo la metodologia habitual
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de los empaques. Luego las levaduras se pulverizaron en el sector de aplicacion de
productos. La suspension de cada tratamiento con levaduras se prepard con agua de red. Se
utilizaron 25 L de preparaciéon de levaduras conteniendo 108 UFC/mL. Las levaduras se
aplicaron con el agregado de 2% p/v de CaCl; en dos tratamientos: biomasa producida en
RSC con medio de cultivo basado en MM (TMM) y biomasa producida en RSC con medio
de cultivo basado en SQP (TSQP).

Posteriormente al tratamiento con levaduras, la fruta se secé en un tunel constituido
por un sistema de ventiladores, hasta llegar al sector de clasificacion manual de la fruta. La
fruta tratada y clasificada se almacen6 en bandejas de carton, dentro de bolsas plasticas y
cajas de carton, siguiendo las practicas tradicionales del manejo postcosecha y se conservo
en atmoésfera convencional a -1/0°C - 95% HR (Figura 10). Las cajas obtenidas de los
tratamientos (20-30), se almacenaron en pallets en las camaras frias. Luego de 120 y 150
dias se determiné el porcentaje de incidencia natural (Seccion 7.4 Ec. 4) de Alternaria-

Cladosporium, P. expansum y B. cinerea.

7.2 Efecto del sistema de aplicacion sobre las levaduras

Se tomaron muestras de las suspensiones de las levaduras a la salida del sistema de
aplicacion utilizado durante el ensayo, para establecer el efecto del sistema de aplicacion
sobre el nimero de células aplicadas en cada tratamiento. Se determinaron las UFC/mL de
cada tratamiento en GPY agar con el agregado de cloranfenicol (200 ppm), las placas se

incubaron por 15 dias a 4°C para favorecer en primer lugar el desarrollo de la levadura.

7.3 Capacidad de colonizacion de las levaduras sobre la superficie de fruta

Se realizd un recuento de unidades formadoras de colonias (UFC) a partir de la
superficie de los frutos (dos frutos por cada tratamiento) antes del embalaje y cada un mes
durante el periodo de conservacion en frio. Para ello, se colocaron dos frutas en una bolsa
con 100 mL de agua destilada estéril, se sometieron a agitacién y friccion manual de
superficie por 2 min. Se realizaron diluciones seriadas de las aguas de lavado (AL) y se

realiz6 la siembra de alicuotas en GPY-agar con cloranfenicol (200 mg/L). Las placas se
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incubaron a 4°C durante 15 dias. Se determin6 el nimero de UFC, y los resultados se
expresaron como log UFC/cm? de fruto segin el calculo de superficie de los frutos
evaluados (Babic et al., 2012).

El crecimiento en superficie (UFC/cm?) durante el periodo de almacenamiento (180 dias) se

ajustd al modelo de Gompertz propuesto por Zwietering et al., (1990):

y=A*exp{— exp K(Hmaf@) (l—t)+1l} (Ec.3)

donde pmax es la velocidad especifica de crecimiento mdxima, A el valor méximo de
densidad optica alcanzado y / la duracién de la fase de latencia. Siendo pmax, A y /
parametros de ajuste del modelo.

y=Ln(N¢No), No y N; son la densidad Optica inicial y a tiempo t respectivamente.
A=Ln(N./No) es el maximo valor de densidad optica alcanzado con Noo como asintota
maxima. Los datos correspondientes a cada experiencia fueron ajustados mediante una
estimacion no lineal minimizando la suma de las desviaciones al cuadrado de los valores
observados de la variable dependiente respecto a los predichos por el modelo. Los céalculos

fueron realizados utilizando el paquete estadistico STATISTICA 8.0.

7.4 Analisis estadisticos

La incidencia de la enfermedad causada por los dos patdogenos estudiados en los
ensayos se analizo utilizando un modelo lineal no generalizado de distribucion binomial
(GLM) a través del sistema de analisis estadistico (INFOSTAT, version 2018e).

El parametro de cuantificacion del porcentaje de incidencia se establecio de acuerdo con la

siguiente expresion:
b
%Il = Pl 100 (Ec.4)

Donde: %l: porcentaje de incidencia, x: nimero de frutos inoculados, b: numero de frutos

inoculados y enfermos.
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Figura 10: Etapas del procesamiento de la fruta tratada con las levaduras como agentes de control bioldgico.
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RESULTADOS

1 Produccidon de biomasa en reactor semicontinuo

Se evaluo el sistema de configuracion semicontinuo para produccion de biomasa en el
reactor de 15 L, con el objetivo de comparar luego los resultados obtenidos con dos medios
de cultivo optimizados: Reactor con medio basado en suero de queso en polvo (RSQP) y

Reactor con medio basado en mosto de manzana (RMM).

1.1 Medio de cultivo basado en SQP

La biomasa alcanzo6 la fase estacionaria luego de 119 h de cultivo y alcanzé un volumen
de produccion de 27 L. Se concentr6 la biomasa utilizando un filtro tangencial, obteniendo
asi 3,5 L. Tal biomasa se concentrdé durante seis dias, proceso en el cual perdio el 90,2% de
viabilidad. Se almacen6 en heladera durante 28 dias hasta su aplicacion.

Se determinaron los pardmetros cinéticos y de produccion de biomasa del RSQP (Tabla
1). Por otro lado, el cultivo se inicié con 66,06 g/L de azlcares y termind con 40,44 g/L de
azucares en el RSQ. El consumo de nitrégeno fue de 0,34 g/L de nitrégeno en el tiempo
inicial y de 0,007 g/L en el tiempo final observdndose un mayor consumo en las Ultimas dos
etapas de cultivo. El porcentaje de oxigeno disuelto alcanz6 el 20 % al final del cultivo
(Figura 11). La concentracion de azlcares, amonio y oxigeno aumentan con cada recambio
de medio de cultivo, mientras que la concentracion de biomasa disminuye (Figura 11). La

produccion de biomasa promedio fue de 9,89 g/L.

Tabla 1. Parametros cinéticos y de produccion obtenidos en RSQ.

Parédmetros cinéticos Parédmetros de produccién
X YX/s Pv
RSQ A max () Lag(h) t(h) UFC/ml (g/L) (gX/gS) (g/L.h)
RB1 2,28 0,073 - 5,57 0,47
RB2 3,22 0,061 5 7,9X108% 7,9 0,44 0,08
RB3 3,38 0.028 - 119 10,08 0,43
RB4 3,94 0.023 - 12,45 0,48

umax: velocidad especifica de crecimiento maxima; A: Ln(DOf/DOi), DOf: densidad optica
final, DOi: densidad optica; inicial X: concentracion final de biomasa; Yx/s: rendimiento de
biomasa expresado como g de biomasa (peso seco) /g de sustrato consumido; Pv:
productividad volumétrica; RBi: reactor i de cada etapa considerada como batch, con i=1,2,3

y 4.
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Figura 11: Produccion de biomasa en RSQP semicontinuo de V. victoriae a 20°C en un
biorreactor a escala de banco en medio optimizado. pO2: porcentaje de presion parcial de
oxigeno. PS: peso seco (g/L).

1.2 Medio de cultivo basado en MM

La biomasa alcanz6 la fase estacionaria luego de 142,5 h de cultivo y alcanzo un
volumen de produccion de 27 L. Se concentrd la biomasa utilizando un filtro tangencial,
obteniendo asi 5,25 L. Finalizado el cultivo, la biomasa se concentr6 por medio del filtro
tangencial durante cinco dias, lo que generd una pérdida de viabilidad del 99%. La biomasa
se conservo en heladera durante 25 dias hasta su aplicacion.

Se determinaron los pardmetros cinéticos y de produccion de biomasa del RMM (Tabla
2). El cultivo inicié con 57,94 g/L. de azucares y termind con 28,8 g/L de azlcares en el
RMM. El consumo de nitrégeno fue de 1,28 g/L de nitrégeno en el tiempo inicial y de 0,63
g/L en el tiempo final observandose un mayor consumo en las ultimas dos etapas de cultivo.
El porcentaje de oxigeno disuelto alcanzo6 el 28,8 % al final del cultivo (Figura 12). La

produccion de biomasa promedio fue de 11,03 g /L.
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Tabla 2. Parametros cinéticos y de produccion obtenidos en RMM.

Parametros cinéticos Parametros de produccion
Lag X YX/s Pv
RMM A ) (h)y t(h) UFC/ml  (g/L) (gX/gS) (g/L.h)
RB1 2,69 0,069 - 9,10 0,80
RB2 2,77 0,037 5 1425 2,7X10* 9550 0,53 0,08
RB3 2,72 0,035 - 9,60 0,24
RB4 2,96 0,039 - 13,05 0,47

umax: velocidad especifica de crecimiento maxima; A: Ln(DOf/DOi), DOf: densidad optica
final, DOi: densidad optica; inicial X: concentracion final de biomasa; Yx/s: rendimiento de
biomasa expresado como g de biomasa (peso seco) /g de sustrato consumido; Pv:
productividad volumétrica; RBi: reactor i de cada etapa considerada como batch, con i=1,2,3

y 4.
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Figura 12: Produccion de biomasa en RMM semicontinuo de V. victoriae a 20°C en un
biorreactor a escala de banco en medio optimizado. pO2: porcentaje de presion parcial de
oxigeno. PS: peso seco (g/L).

Las levaduras de V. victoriae son capaces de asimilar tanto glucosa como fructosa y
utilizarlas aerdbicamente como fuente de carbono y energia (Figura 13). Se observa que la

glucosa se consume en un 74,6%, mientras que la fructosa en un 38,8%. Por otro lado, el
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100% de la sacarosa presente en el MM se desdobla para obtener los monosacaridos glucosa

y fructosa; esto representa un consumo total de aztcares del 54,6%.

B Azicares totales MFructosa M Glucosa M Sacarosa

60
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Amicares (g/L)
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Figura 13: Consumo de azUcares de los cultivos de levaduras en RMM cuantificados por
HPLC. to tiempo inicial y tf: tiempo final.

2 Ensayo en linea de empaque de produccion organica

Con el objetivo de evaluar la capacidad antagonica de V. victoriae crecida en los
medios de cultivo optimizados basados en MM y SQP se realizaron ensayos en linea de
empaque en peras y manzanas en las condiciones habituales de procesamiento y
almacenamiento de la fruta. Los ensayos fueron realizados sobre los varietales, Packham's
Triumph y Beurre D’ Anjou de pera y Red Delicious de manzana con el agregado de 2% de
CaClz, en un empaque regional con manejo organico. Cada bins del varietal de pera
Packham's Triumph contenia 1700-2400 frutas con una presiéon promedio de 12,8 Ib y
contenido de SS de 15%, mientras que cada bins de Beurré D’Anjou contenia 1800-2400
frutas con una presion de 12,4 1b y 14% de SS. Para el caso del varietal de manzana Red
Delicious, cada bins contenia 2000-2200 frutas con una presion de 16,5 Ib 'y 16% de SS. Los
tratamientos se conservaron en camaras frias durante seis meses respondiendo al manejo del
empaque. Durante este periodo se evalu6 la incidencia natural de enfermedades fungicas.

La incidencia total de las podredumbres en el varietal Beurre D’ Anjou en el
tratamiento control (solo agua) fue del 2,61% después de 100 dias de almacenamiento en
camara frigorifica. E1l TMM redujo la incidencia total en 42,56%, controldé un 80,53% a P.
expansum, controld totalmente a B. cinerea y no logrd controlar la incidencia causada por
Alternaria-Cladosporium spp (Figura 14, A). El TSQP redujo la incidencia total en 45,62%,
logro controlar la incidencia causada por Alternaria-Cladosporium spp en un 51%, controld

un 42,90 % a P. expansum 'y control6 un 41,60% a B. cinerea (Figura 14, A).
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La incidencia total de las podredumbres en el varietal Beurre D’ Anjou en el tratamiento
control (s6lo agua) fue del 7,06 % después de 150 dias de almacenamiento en camara
frigorifica. E1l TMM redujo la incidencia total en 40%, logr6 controlar la incidencia causada
por Alternaria-Cladosporium spp en un 35,14%, controld un 68,60% a P. expansum y
controlo totalmente a B. cinerea. E1 TSQP redujo la incidencia total en 43,70%, logro
controlar la incidencia causada por Alternaria-Cladosporium spp en un 62.81%, controld un
65,33 % a P. expansum y control6 un 54,13 % a B. cinerea (Figura 14, B).

La incidencia total de las podredumbres en el varietal Packham's Triumph en el
tratamiento control (solo agua) fue del 6,31% después de 150 dias de almacenamiento en
camara frigorifica. El TMM redujo la incidencia total en 40,94 %, controld el 59,0 % de
incidencia causada por Alternaria-Cladosporium spp., sin embargo, no fue capaz de controlar
a B. cinerea y tampoco P. expansum (Figura 14, C).

Por otro lado, la incidencia total de enfermedades en Red Delicious en el tratamiento
control a los 100 dias fue de 0,092% y a los 150 dias fue de 0,37%. La incidencia total de las
podredumbres en el varietal Red Delicious en el tratamiento control (s6lo agua) fue del
0,87% después de 180 dias de almacenamiento en camara frigorifica. E1 TSQP redujo la
incidencia total en 40,94 %, y tal tratamiento logrd controlar a B. cinerea en un 57,23 %,
Alternaria-Cladosporium spp en un 23,96 % y pudo controlar a P. expansum en un 67,92 %

(Figura 14, D).

2.1 Aplicacion y colonizacion de la superficie de la fruta de la levadura

Para evaluar si el sistema de aplicacion de las levaduras a través de los orificios
pulverizadores podria tener algin efecto sobre el nimero total de células viables, se tomaron
muestras de la suspension de los tratamientos con levaduras a la entrada y a la salida de los
tubos de PVC perforados (Tabla 3). La cantidad inicial de UFC aplicadas en cada tratamiento
en la linea de empaque se mantuvo constante a la salida de la pulverizacién en cada
tratamiento, con respecto al nimero inicial en el agua de tanque. No hubo una reduccién de la

viabilidad (Tabla 3).
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Figura 14: Efecto de los tratamientos con levaduras sobre la incidencia natural total tras 100
dias (A), 150 dias (B y C) y 180 dias (D) de almacenamiento a -1/0°C y 95% HR en cdmara
frigorifica para el varietal Beurre D’Anjou (A y B), Packham's Triumph (C) y Red Delicious
(D). Enfermedades evaluadas: Incidencia total, P. expansum, B. cinerea y Alternaria-Cladosporium sp. Los

asteriscos (*) indican diferencias significativas entre el tratamiento y el control (agua + CaCl; 2%).

Luego de la aplicacion de las levaduras sobre las frutas, se determino el nimero UFC
en la superficie de las frutas en el tiempo inicial y durante los 180 dias de conservacion en
camara fria (Figura 15). Sobre el varietal Beurré D" Anjou se observo que el TSQP muestra un
crecimiento exponencial durante los 30 y 70 dias de almacenamiento, luego comienza a
desacelerar el crecimiento exponencial y por ende la concentracion de UFC/cm? hasta
alcanzar finalmente un valor constante (fase estacionaria). Por otro lado, el TMM muestra un
crecimiento exponencial entre los 30 y 60 dias de almacenamiento, luego concentracion de
UFC/cm? disminuyé paulatinamente hasta alcanzar el estado estacionario. EI TMM muestra
un valor maximo de 2,23x10°> UFC/cm?, y el tratamiento TSQP muestra un valor maximo de
3,6x10° UFC/cm?>.

Sobre el varietal Packham’s Triumph se observa que las levaduras aplicadas en el
tratamiento TMM muestran fase lag extendida hasta los primeros 60 dias aproximadamente,
luego un crecimiento exponencial entre los 60 y 110 dias de almacenamiento. En los dias de

almacenamiento restantes, la concentracion de UFC/cm? disminuyé paulatinamente hasta
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alcanzar un valor constante, es decir se estaciona. El TMM muestra un valor maximo de
2,3x10° UFC/cm?.

Sobre el varietal de manzana Red Delicious, ocurre algo similar. Las levaduras
aplicadas en el TSQP muestran una fase /ag hasta los primeros 30 dias aproximadamente,
luego un crecimiento exponencial entre los 60 y 150 dias de almacenamiento. En los dias de
almacenamiento restantes, la concentracion de UFC/cm? disminuyd paulatinamente hasta
alcanzar el estado estacionario. El TSQP muestra un valor maximo de 7,53x10?> UFC/cm? a
los 150 dias de almacenamiento. Estos resultados tienen una correlacién con los datos de

control de las enfermedades.
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Figura 15: Crecimiento sobre la superficie de la fruta (UFC/cm?) durante el periodo de
conservacion en camara frigorifica: Varietal Beurre D’Anjou TMM ( & ) Varietal Beurre
D'Anjou TSQP (-#-). Varietal Packham’s Triumph TMM: ( & ), Varietal Red Deliciouos
TSQP (- ). Las curvas fueron modeladas por el modelo de Gompertz

Tabla 3: Concentracién de V. victoriae en el tanque y a la salida del sistema de aplicacion en
la linea de empaque comercial.

Beurre D’Anjou Packham’s Triumph Red Delicious
Tanque Salida Tanque Salida Tanque Salida
Tratamiento  (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL)
TSQP 1,0x10°  1,0x10° - - 1,0x10°  1,0x10°
TMM 4,0x10*  3,95x10° 9,90x10°  2,54x10° - -
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DISCUSION

El control biologico en postcosecha ofrece una alternativa sostenible y prometedora
para reducir la dependencia de los fungicidas quimicos y controlar patdgenos de postcosecha.
El desarrollo de resistencia de los patogenos a los fungicidas quimicos, ademas de las
consideraciones ambientales y de salud, son algunas de las razones que impulsan el desarrollo
de tecnologias de manejo de las enfermedades que sean alternativas, seguras y efectivas
(Droby et al., 2016; He et al., 2024; Teixido et al., 2022).

El control bioldgico de las enfermedades de frutas en postcosecha constituye un desafio
unico y de crecimiento constante. El ambiente controlado en temperatura y humedad de las
camaras de conservacion de frutas ayuda a modificar el equilibrio en las interacciones entre el
hospedante, el patdgeno y el antagonista a favor de este Ultimo. Los ACB presentan claras
ventajas, ya que son mas seguros que los fungicidas de sintesis para su uso en alimentos, son
capaces de persistir y crecer sobre la superficie de la fruta por largos periodos de tiempo,
producen un efecto insignificante en el equilibrio ecoldgico, ya que no destruyen a los
enemigos naturales, y son compatibles con otras medidas de manejo (Carvalho Péssaro et al.,
2012; Ezzouggari et al., 2024; Teixido et al., 2022). De acuerdo a esto, las levaduras son un
grupo versatil de microorganismos eucariotas que exhiben perfiles nutricionales heterogéneos
y una sorprendente capacidad de sobrevivir en una amplia gama de habitats naturales y
artificiales (Shivaji y Prasad, 2009; Starmer y Lachance, 2011; Buzzini et al., 2012). Estas
caracteristicas hacen que sean herramientas biotecnoldgicas con un elevado potencial para
distintos fines. Como ACB de las enfermedades de postcosecha las levaduras tienen ventajas
sobre otros microorganismos, ya que son la comunidad més abundante cuando los frutos
estan maduros y estan mas adaptadas a las bajas temperaturas que las bacterias. (Buzzini y
Margesin, 2014; Ferreira et al., 2023; Hu et al., 2015; Luo et al., 2019; Margesin, 2009).

En esta Tesis se trabajo con dos medios de cultivo. A partir de que se optimizaron dos
medios de cultivo (SQP y MM) y se encontrd que la biomasa crecia de forma favorable en
tales medios (Gorordo et al., 2022, 2023), se tomaron como base para llevar a cabo la
produccion de biomasa en RSC y evaluar la capacidad de la levadura V. victoriae para

combatir enfermedades postcosecha en peras y manzanas.
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1 Comparacion de la produccion de biomasa con los dos medios de cultivo utilizados

En los ultimos afios se ha incrementado el uso de residuos de distintas industrias
alimenticias, ya que son materia prima renovable, abundante y econdmica, pudiendo
utilizarse como sustrato para la produccion de biomasa de distintos microrganismos a escala
industrial (Bosso et al., 2020; Zhihui et al., 2008). Desde hace muchos afios la melaza, un
subproducto de la industria azucarera, es utilizada como fuente econémica de carbohidratos
para la propagacion de cepas de levaduras en diversas aplicaciones industriales debido a su
composicion rica en azlcares y nutrientes (Pérez-Torrado et al., 2015). Sin embargo, su
composicion es muy variable, ya que depende de la variedad de cafia de azcar, el suelo, el
clima, el periodo de cosecha del cultivo, la eficiencia de la operacion de la fabrica, el sistema
a de obtencion y en ocasiones puede presentar sustancias toxicas para el crecimiento de las
levaduras (Gomez-Pastor et al., 2011). Buscando otras alternativas de residuos
agroindustriales, en esta Tesis se trabajo con dos medios previamente optimizados (Gorordo
et al., 2022, 2023), mediante disefos estadisticos experimentales basados en dos residuos:
SQP y MM.

La produccion de biomasa en el RSQP alcanzé mejores resultados que el RMM en
cuanto a UFC totales, aunque con el RMM se obtuvo mayor cantidad biomasa (peso seco).
En cuanto a productividad volumétrica, se obtuvo el mismo valor para ambos casos (Tabla 4).
En ambos cultivos, se observa una corta fase /ag al inicio del cultivo, mientras que en los
sucesivos recambios de medio de cultivo no se observa fase lag, ya que las levaduras estan
adaptadas al medio de cultivo (Figura 11, Figura 12). La concentracion de azlicares, amonio y
oxigeno aumentan con cada recambio de medio de cultivo, mientras que la concentracion de
biomasa disminuye. Esto genera que la velocidad especifica de crecimiento disminuya a
medida que avanza el cultivo, si bien las células que permanecen en el reactor estan en
crecimiento exponencial cuando se adiciona medio de cultivo, tienen una capacidad de
metabolizar los sustratos adicionados y por lo tanto una velocidad de duplicacion menor
(Tabla 5).

Con respecto al tiempo de cultivo, el RMM tiene mayor duracion, sin embargo, la
produccion de biomasa en este, resulta ser superior a la alcanzada en RSQP. Esto puede
explicarse desde los valores del coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno (kza), el
cual se determiné previamente para cada uno de los medios de cultivo: MM y SQP (Gorordo

et al,, 2022, 2023). El RMM tiene una kza mayor que el RSQP (Tabla 4), es decir la
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transferencia de oxigeno es mejor. Una mayor transferencia de oxigeno hace que las
levaduras tengan mas oxigeno disponible para metabolizar y consumir azlcares, y por lo

tanto para crecer.

Tabla 4: Comparacion de produccion de biomasa en RSC: RSQP y RMM

RSQP RMM
VVolumen (L) 27 27
t cultivo (h) 119 142,50
DOmax 36,60 44,80
Biomasa total () 267,15 297,75
Biomasa (g/L) 9,89 11,03
UFC total 9,40x10Y 2,98x10%
UFC/mL 7,87x10%1 2,72x10%°
Pv (g/L.h) 0,08 0,08
Consumo azucar (g/L) 23,42 29,14
Consumo amonio (g/L) 0,30 0,59
Yx/s (*) (*)
pmax (N7) (*) (*)
kia (hh) 23,70 30,72

(*) Ver datos de la Tabla 5 para cada una de las etapas de los RSC analizados.

Tabla 5: Rendimientos (Yx;s) Y Umax €n cada una de las etapas de los reactores semicontinuos.

RSQP RMM
Yx/s Umax () Yx/s Hmax ()
RB1 0,47 0,073 0,80 0,069
RB2 0,44 0,061 0,53 0,037
RB3 0,43 0,028 0,24 0,035
RB4 0,56 0,023 0,47 0,029

2 Proceso downstream

El procesamiento posterior (downstream) para la recuperacion del producto util luego
de la produccion de biomasa, se centra en la obtencion de células, en nuestro caso el ACB.
Dichos procesos incluyen principalmente la filtracion y la centrifugacion o, en algunos casos,
la floculacion (Teixido et al., 2022). Muchas veces, las operaciones que son factibles y
eficientes a pequefia escala en el laboratorio pueden volverse costosas o poco practicas
cuando se intentan implementar a gran escala en un entorno industrial. Sin embargo, al igual
que ocurre con la produccion de biomasa a nivel de reactor, las técnicas aplicadas
industrialmente para el procesamiento posterior se desarrollan y prueban primero utilizando

aparatos a pequena escala (Doran, 2013). Cuando el agua es el principal componente de los
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medios de cultivo, la purificacion a partir de soluciones diluidas implica varios pasos de
recuperacion y costos mas elevados que cuando el producto estd disponible en una forma
concentrada. Los caldos de fermentacion cosechados son susceptibles de contaminacion
cuando el medio de cultivo que contiene las células se retira del entorno controlado del
reactor, por lo tanto, el procesamiento posterior se debe realizar rapidamente y sin demoras
(Doran, 2013).

En este trabajo integrador profesional se utilizo la filtracion tangencial como
metodologia para concentrar el ACB. En el caso de la biomasa crecida en medio optimizado
con SQP, el porcentaje de pérdida fue de 90%, disminuyendo en un orden de magnitud la
concentracion celular. Para la biomasa crecida en medio optimizado con MM la pérdida de
viabilidad fue del 99%. Esta pérdida de viabilidad puede explicarse al hecho que las
levaduras se encuentran sometidas a una gran variedad de factores estresantes durante el
proceso downstream, lo que puede afectar su viabilidad y eficacia (Macarisin et al., 2010; Sui
et al., 2015). Esto puede afectar negativamente a las propiedades del ACB, sin embargo, no
se han evaluado en bibliografia los efectos que tienen las tecnologias aplicadas al
procesamiento posterior a pequefia y gran escala de agentes de biocontrol (Wisniewski et al.,

2010).

3 Evaluacion de la capacidad antagdnica de V. vicforiae en ensayos a escala comercial

La produccion de biomasa a gran escala es un paso crucial cuando se busca aplicar
ACB a nivel comercial. En estos ensayos se debe comprobar que el ACB sea capaz de
sobrevivir al paso por la linea de procesamiento y tineles de secado, asi como también ser
capaz de crecer sobre la superficie de la fruta durante el periodo de almacenamiento (Di
Canito et al., 2021; Torres et al., 2014). Por esto, es necesario comprobar tanto su eficacia en
ensayos a escala semicomercial, como también considerar todos los factores intervinientes en
el sistema (Nunes, 2012). Para la realizacion de este trabajo integrador profesional, se llevo a
cabo la produccion de V. victoriae a escala laboratorio en RSC utilizando dos medios de
cultivo optimizados. La biomasa de V. victoriae obtenida en los reactores fue evaluada a
escala semicomercial. Se evalu6 la incidencia natural de las enfermedades naturales causadas
por P. expansum, B. cinerea y Alternaria-Cladosporium spp., sobre dos varietales de pera
(Packham’s Triumph y Beurré D’Anjou) y uno de manzana (Red Delicious). Los porcentajes

de control obtenidos a nivel semicomercial en linea de empaque de produccion organica, son
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similares a los reportados por Lutz (2015) y Gramisci (2019) con la misma cepa de V.
victoriae crecida en otros medios de cultivo, superando el 24% y en algunos casos 100% de
control.

Los ensayos mostraron que las peras fueron mas susceptibles a las podredumbres en
comparacion con las manzanas. Esto podria explicarse con las investigaciones (Gramisci,
2019; Lutz et al., 2017; Manso y Nunes, 2011; Torres et al., 2006) que proporcionan
consistencia a la idea de que ciertos varietales de peras son mdas susceptibles a las
enfermedades causadas por fitopatdgenos en comparacion con los varietales de manzanas.
Esto refuerza la importancia de comprender las diferencias entre variedades de frutas en
términos de resistencia a enfermedades, lo que puede ayudar a los agricultores y cientificos a
desarrollar estrategias mas efectivas de manejo de enfermedades en cultivos de peras y
manzanas. Uno de los enfoques basicos para el uso de ACB en el control de las enfermedades
postcosecha es la utilizacion de microorganismos que ya existen en la fruta, antagonistas
microbianos naturales (Siddiqui, 2015). A pesar de esto, ya que el ACB fue aislado y
seleccionado para peras, se alcanzaron buenos porcentajes de control en manzana.

Independientemente del varietal analizado, cuando la levadura creci6 en medio de
cultivo con SQP, se alcanzaron los porcentajes de control sobre P. expansum (43-68%),
Alternaria-Cladosporium spp. (24-63%) mientras que para B. cinerea estuvo entre 42-57%.
Cuando la levadura aplicada crecié en medio de cultivo con MM, el porcentaje de control
alcanzado sobre P. expansum fue del 68% unicamente sobre el varietal D Anjou. El
porcentaje de control alcanzado para Alternaria-Cladosporium spp. fue de 35-59% en ambos
varietales de pera, mientras que el porcentaje de control para B. cinerea fue de 100% en D
Anjou.

En los varietales de pera, la incidencia de las enfermedades fue mayor sobre Packham’s
Triumph. Esto podria explicarse, ya que el contenido de sélidos solubles fue mayor en este
varietal, frutas con indices de madurez mdas avanzados tienen menor potencial de
conservacion. El avance de la madurez y la incidencia de enfermedades se agravan y
determinan un deterioro en postcosecha.

Considerando que el ACB fue aislado por su capacidad biocontroladora sobre B.
cinerea y P. expansum en peras, es importante destacar que el control sobre Alternaria-
Cladosporium spp. resultdé ser muy bueno, con porcentajes que alcanzaron el 60%
aproximadamente en algunos casos. Existen pocos estudios sobre Alternaria-Cladosporium
spp. en particular que afecta a peras y manzanas y que ha incrementado su incidencia en los

ultimos afios en la region del AVRNyN (Lutz et al., 2017).
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Con respecto al sistema de aplicacién, Droby (2006) asegura que este es un factor
importante en el rendimiento final de los ACB, indicando que los sistemas de pulverizacion
en linea son los mas adecuados, sin embargo, existe poca bibliografia sobre el efecto de las
boquillas de pulverizacion sobre los ACB (Lutz et al., 2020). El sistema de aplicacion
utilizado es un tubo de PVC perforado (Figura 16). Tal sistema, disminuye la presion ejercida
en las boquillas, permitiendo que las c€lulas pasen a través de los orificios gracias a la fuerza
de gravedad. Los resultados obtenidos en este proyecto integrador profesional muestran que
el sistema de aplicacion utilizado durante el ensayo en linea no disminuye significativamente
la viabilidad de las levaduras cuando se compara con los datos previos empleando boquillas

de aspersion.

Figura 16: Sistema de aplicacion en la linea de empaque comercial sobre la viabilidad de las
levaduras V. victoriae.

Un requerimiento importante para que un microorganismo sea un buen ACB es que sea
capaz de colonizar las heridas presentes en la fruta. Los mejores antagonistas son capaces de
colonizar el sitio de herida rapidamente, debido a que son metabdlicamente activos a las bajas
temperaturas en que se realiza el almacenamiento de los frutos (Janisiewicz y Korsten, 2002;
Li et al., 2016; Vero et al., 2013). La cepa de levadura seleccionada V. victoriae NPCC 1263
tiene la caracteristica particular de haber sido aislada de la superficie de pera en
conservacion, desde heridas que se mantuvieron sanas a pesar de la presencia de conidos de
hongos en el ambiente. La seleccion de una cepa de levadura que ha sido aislada
especificamente de la superficie de una fruta en condiciones de conservacion frigorifica es
una estrategia inteligente y prometedora, por lo cual su metabolismo est4 adaptado al sustrato
y a las bajas temperaturas presentes en las cdmaras de conservacion frigorificas (Lutz et al.,

2013). Sin embargo, en este proyecto integrador profesional fue necesario evaluar la
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capacidad de colonizacion de esta cepa de levadura antagonista en la condicidon de cultivo
utilizada para la produccion de biomasa. Este paso es fundamental para comprender como el
acondicionamiento fisiologico puede afectar el comportamiento y la eficacia de la levadura
como ACB. Los resultados de los ensayos en superficie de peras muestran que las levaduras
desarrolladas en diferentes condiciones de cultivo presentan una poblacion similar hasta los
30 dias de realizado el ensayo, es decir, una fase de adaptacion (fase lag) seguida de un
crecimiento exponencial entre los 30 y 90 dias de conservacion, alcanzando la fase
estacionaria luego de este tiempo hasta el final del periodo de conservacion, aumentando la

concentracion de UFC/cm?

en dos o6rdenes de magnitud con respecto a la concentracion
inicial al momento del ensayo (Figura 15). En el caso del varietal de manzana Red Delicious,
el TSQP presentd un buen antagonismo para los tres varietales analizados. Esto podria
deberse a que la concentracion de levaduras sobre la superficie de la fruta durante la segunda
mitad del periodo de almacenamiento se mantuvo constante, lo que demuestra que una
concentracién de 1,69x10° UFC/cm, es suficiente para controlar la incidencia de las
enfermedades.

Con respecto al medio de cultivo, V. victoriae crecida en la condicion SQP logr6é una
poblacion al final del ensayo ligeramente superior a la lograda por la misma levadura crecida
en el medio MM. Ambas condiciones de cultivo lograron aumentar un orden de magnitud
durante su crecimiento en superficie (SQP: 3,51x10?> UFC/cm? a 1,13x10° UFC/cm? y MM:
5,64x10% UFC/cm? a 2,23x10° UFC/cm?) a 180 dias de conservacion en frio. Estos resultados
coinciden con los valores obtenidos en ensayos en superficie de peras previos realizados en
este equipo de investigacion, en donde los valores iniciales se encuentran en el orden de 102
UFC/cm? (Gramisci, 2019; Lutz, 2015). Lutz (2020) reporta que V. victoriae tuvo la mayor
capacidad de establecimiento y colonizacion sobre la superficie de los dos varietales de peras
a partir de los tres meses, manteniéndose constante la poblacion viable luego de cinco meses
de conservacion.

De acuerdo a la bibliografia, solo se encuentran reportes en ensayos in sifu en heridas
provocadas, en tiempos cortos y en condiciones distintas a las comerciales (Hu et al., 2015;
Liu et al., 2011; Zhang et al., 2013). A diferencia de los estudios antes mencionados, los
ensayos de colonizacion de este proyecto integrador se realizaron en condiciones de
almacenamiento comercial, es decir 0°C y 95% HR, durante 150-180 dias, por lo tanto, son
mucho mas representativos de las condiciones de conservacion de frutas en postcosecha.

El uso de Agentes de Control Bioldgico (ACB) es, sin duda, una estrategia prometedora

para el control de enfermedades fungicas en la produccion de fruta organica. Estos agentes
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pueden ofrecer varias ventajas significativas. En primer lugar, son respetuosos con el medio
ambiente, ya que no introducen compuestos quimicos sintéticos al ecosistema agricola.
Ademés, al ser selectivos en su accion, los ACB tienden a tener un impacto minimo en la
microbiota natural del suelo y en los organismos no objetivo, lo que contribuye a la
biodiversidad y la salud del ecosistema agricola.

Es importante destacar que el éxito del uso de ACB depende de varios factores, como la
seleccion adecuada del agente bioldgico, las condiciones ambientales y de cultivo, y las
practicas agricolas adecuadas. Sin embargo, cuando se implementan de manera efectiva, los
ACB pueden ser una herramienta valiosa para el control de enfermedades fungicas en la
produccion de fruta organica, contribuyendo a la sostenibilidad y la salud tanto del medio

ambiente como de los consumidores.
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CONCLUSIONES

El uso de residuos agroindustriales para la produccion de biomasa de levadura no solo
€s una practica econdmica y sostenible, sino que también contribuye a una economia
circular y permite producir grandes cantidades de biomasa. E1l MM presenta ventajas
con respecto al SQP, dado que es un sustrato facilmente accesible a nivel regional.

La levadura es capaz de crecer en reactor a escala laboratorio en RSC en medio
optimizado, obteniendo 7,87x10'3> UFC/ml con SQP y 2,72x10'° UFC/ml con MM
para ser aplicadas en ensayos a escala semicomercial sobre frutas postcosecha.

La produccion en RSC presenta la ventaja que reduce los tiempos y costos que
conlleva producir mas de un cultivo batch.

En cuanto a productividad volumétrica (Py) se obtiene el mismo valor utilizando
cualquiera de los dos medios de cultivo (MM y SQP).

En cuanto a rendimiento (Yxss), en las primeras dos etapas en RMM (etapas batch) se
obtienen mejores resultados que en RSQP. Sin embargo, en las Gltimas dos etapas
sucede lo contrario.

En cuanto a velocidad especifica de crecimiento (umax), en las primeras dos etapas en
RMM se obtienen velocidades méas bajas que en RSQP. Ocurre lo contrario en las
ultimas dos etapas cuando el medio es MM.

El consumo de azlcares y amonio es mayor en RMM en comparacién con RSQP.

Se obtuvo mayor concentracion de células viables en el RSQP, obteniéndose 3
6rdenes de magnitud méas en comparacion con el RMM.

En cuanto a kia se obtiene un valor mas alto cuando el medio es MM, lo que explica
una mayor produccion de biomasa (peso seco) en RMM.

Teniendo en cuenta que la biomasa y las UFC son igual de importantes a la hora de
comparar la produccion de biomasa, la produccion es buena en cualquiera de los dos
medios analizados y se consigue la cantidad necesaria para llevar a cabo los ensayos
en linea.

El proceso dowstream afecta la viabilidad de las levaduras. Cuando crecen en RSC, la
pérdida de viabilidad es grande independientemente del medio de cultivo utilizado,
obteniendo en promedio 94,6 £ 6,2 %. En ensayos a escala semicomercial, las
levaduras controlaron entre el 50-100% a las principales enfermedades postcosecha,
demostrando que se adaptan a la tecnologia de aplicacion utilizada en los empaques

regionales y que son capaces de crecer sobre la superficie del fruto (pera y manzana)
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durante el periodo de almacenamiento, logrando controlar las enfermedades durante

3-6 meses de conservacion.

Perspectivas futuras
(J Para maximizar el rendimiento, la eficacia y la vida util del producto biofungicida, se
deberia optimizar mediante DEE (disefio estadistico experimental) la formulacion del
ACB.
J Evaluar la capacidad antagonista de la levadura contra hongos fitopatdgenos en
diferentes cultivos de la region, como membrillo, durazno, cerezas, entre otros.
J Con el objetivo de lograr un escalado con mayores volumenes, se debera evaluar la
factibilidad técnica, econdémica y comercial del producto para determinar si su

transferencia es viable y beneficiosa.
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