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RESUMEN

El Alto Valle de Rio Negro y Neuquén concentra el 90% de la superficie de la
produccidén de peras y manzanas del pais. Durante el periodo de almacenamiento la fruta es
susceptible a ser atacada por diversos hongos fitopatdgenos, l1os mas 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 comUnmente la primera medida en el control de enfermedades
postcosecha. Sin embargo, esta siendo actualmente reconsiderada debido a los problemas
de toxicidad que provoca. EI Control Biologico resulta una alternativa para la sustitucion de
estos fungicidas, con ventajas para la sostenibilidad ambiental y producciéon de fruta
organica.

La levadura Vishniacozyma victoriae ha sido aislada y seleccionada previamente en
nuestro laboratorio como agente de control biolégico (ACB). En esta Tesis se optimizaron
dos medios de cultivo basados en residuos agroindustriales para la produccion de biomasa
de la levadura.

Inicialmente se utilizé suero de queso en polvo (SQP) con el objetivo de optimizar el
medio de cultivo. Se realiz6 un disefio estadistico experimental (DEE) evaluando diferentes
concentraciones de SQP, KH,PO,4 y (NH4),SO,. Con la mejor condicién determinada a
partir de la ecuaciéon del modelo, se llevé a cabo la validacién del medio de cultivo: SQP,
80 g/L; (NH4),SO4 1,2 g/L; KH,PO,4, 10 g/L. experimentales. Para obtener una medida
cuantitativa del rendimiento del modelo, se calculan dos indices de validacion: factor de
precision (Ar) y factor de sesgo (Br). Los valores obtenidos de Asy Bs fueron de 1,13y 0,91
respectivamente, valores que permiten validar el modelo. Con este medio de cultivo
optimizado, se llevo a cabo la produccién de biomasa de la levadura a escala laboratorio, en
reactor batch de 12 L, en reactor semicontinuo (RSC) de 27 L y a escala piloto, en reactor
batch de 100 L. A escala laboratorio, el cultivo en RSC permite obtener mejor resultados
gue en reactor batch, ya que aumenta tres érdenes de magnitud las células viables por mL y
en 1,2 veces la biomasa total obtenida. Por otro lado, a escala piloto, la produccién en
reactor batch supera en gran medida la produccion de biomasa en el mismo tipo de reactor.
Logrando duplicar el peso seco por litro y aumentando en un orden de magnitud las células
viables totales y duplicar la productividad volumétrica.

Se evalud el secado de la biomasa por liofilizacion y secado spray. Se evaluaron
distintos protectores, resultando en glutamato monosodico (GMS) 1% p/v con SQP o leche
descremada en polvo (LDP) 30% p/v los mejores. Durante la liofilizacion se pierden dos
ordenes de magnitud de viabilidad de las levaduras, mientras que, durante el secado spray
redujo en siete ordenes de magnitud la viabilidad de la biomasa luego del proceso,
alcanzando porcentajes de viabilidad menores al 15% durante el periodo de
almacenamiento. Esto puede deberse a las altas temperaturas del proceso.

Una segunda optimizacion se llevd a cabo utilizando mosto de manzana (MM), se
realiz6 un DEE obteniendo que el mejor medio de cultivo para la produccion de biomasa
es: MM, 44% viv; KH,PO,4, 7,3 g/L y urea, 2 g/L. Para la validacion, el valor obtenido fue
el mismo para As y Br de 1,12, valores que permiten validar el modelo. Con este medio de
cultivo optimizado, se llevo a cabo la producciéon de biomasa de la levadura es escala
laboratorio, en reactor batch de 12 L, en RSC de 27 L. Como ocurre con SQP, la
produccién en RSC permite obtener mejores resultados en cuanto a produccién de biomasa



que el reactor batch, ya que aumenta en seis ordenes de magnitud las células viables por
mL y 2,4 veces la biomasa total obtenida.

Se evalud la formulacion seca del ACB por liofilizacion con GMS 1% p/v como
crioprotector en combinacién con SQP o LDP 30% p/v como agentes protectivos. Se
obtuvieron porcentajes de viabilidad entre 30 y 70% luego de 90 dias de conservacion. Esta
metodologia de secado disminuye entre uno y dos 6rdenes de magnitud la biomasa viable
luego del proceso.

La biomasa obtenida en ambos medios de cultivo optimizados en las diferentes
escalas, tanto fresca como liofilizada-rehidratada, fue evaluada en ensayos a escala
semicomercial. Se evalué el agregado de CaCl, (2% p/v) como potenciador del
antagonismo y distintos tiempos de conservacion en frio de la biomasa fresca antes de su
aplicacion. Se evalud la incidencia natural de las enfermedades naturales causadas por P.
expansum, B. cinerea y Alternaria-Cladosporium spp. Cuando se evalud la aplicacion de la
levadura sola o en combinacion con CacCl,, se observo que el agregado de esta sal mejora la
capacidad antagénica de V. victoriae (efecto sinérgico), aumentando los porcentajes de
control. Los porcentajes de control obtenidos superan el 50% y en algunos casos alcanzan
el 100% de control, con la levadura fresca y rehidratada (liofilizada). Cuando la biomasa
fresca 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 los porcentajes de incidencia provocados por los hongos
fitopatdgenos estudiados fueron mayores en pera que en manzanas, sin embargo, los
porcentajes de control con el ACB fueron superiores en peras. En cuanto al medio utilizado
para producir el ACB, un mejor nivel de biocontrol se alcanza cuando las levaduras crecen
en el medio de cultivo optimizado con SQP, sin embargo, rendimientos y productividades
similares se observan cuando las levaduras crecidas en el medio de cultivo optimizado con
MM.

El uso de V. victoriae como ACB es una herramienta con gran potencial de aplicacion
para controlar las enfermedades fungicas en la produccion de fruta organica de la zona,
siendo respetuosos con el medio ambiente y sin generar efectos secundarios. Permitiendo
reducir o sustituir el uso de fungicidas quimicos debido a su impacto en la salud de los
consumidores y el medio ambiente.



ABSTRACT

The high Valley of Rio Negro and Neuquén concentrates 90% of the country's pear
and apple production surface area. During the storage period the fruit is susceptible to
attack by various phytopathogenic fungi, the most important pathogens present are Botrytis
cinerea and Penicillium expansum, and in recent years Alternaria-Cladosporium spp. have
appeared in the region. The use of fungicides is the first step in the control of postharvest
diseases. However, it is currently being reconsidered because of toxicity. Biological
control is an alternative for the substitution of chemical fungicides, with advantages for
environmental sustainability and organic fruit production.

The yeast Vishniacozyma victoriae has been previously isolated and selected in our
laboratory as a biological control agent (BCA). In this thesis, two culture media based on
agro-industrial wastes were optimized for yeast biomass production.

First, cheese whey powder (CWP) was used in order to optimize the culture medium.
An experimental statistical design (SED) was performed evaluating different concentrations
of CWP, KH,PO, and (NH,4),SO4. With the best condition determined from the model
equation, validation of the culture medium was carried out: CWP, 80 g/L; (NH4),SO,4 1.2
o/L; KH,PO4, 10 g/L. To obtain a quantitative measure of model performance, two
validation indices were calculated: accuracy factor (As) and bias factor (Bs). The values
obtained for Ar and B were 1.13 and 0.91, respectively, values that allow validation of the
model. With this optimized culture medium, yeast biomass production was carried out at
laboratory scale, in a 12 L batch reactor, in a 27 L semi-continuous reactor (SCR) and at
pilot scale, in a 100 L batch reactor. At laboratory scale, SCR culture gives better results
than in a batch reactor, since it increases the number of viable cells/mL by three orders of
magnitude and the total biomass obtained by 1.2 times. On the other hand, at pilot scale,
batch reactor production greatly exceeds biomass production in the same type of reactor. It
achieves a doubling of dry weight per liter, increases total viable cells by an order of
magnitude and doubles volumetric productivity.

Drying of the biomass by lyophilization and spray drying was evaluated. Different
protectans were evaluated, resulting in monosodium glutamate (MSG) 1% (w/v) with CWP
or powdered skim milk (PSM) 30% (w/v) being the best. During freeze-drying, two orders
of magnitude of yeast viability were lost, while during spray drying the viability of the
biomass was reduced by seven orders of magnitude after the process, reaching viability
percentages of less than 15% during the storage period. This may be due to the high
temperatures of the process.

A second optimization was carried out using apple must (AM), a SED was
performed, obtaining that the best culture medium for biomass production is: AM, 44% vlv;
KH,PO,, 7.3 g/L and urea, 2 g/L. For validation, the value obtained was the same for A¢
and Bs of 1.12, values that allow validation of the model. With this optimized culture
medium, yeast biomass production was carried out at laboratory scale, in a 12 L batch
reactor and in a 27 L SCR. As with CWP, production in SCR vyields better results in terms
of biomass production than in the batch reactor, since it increases the number of viable
cells/mL by six orders of magnitude and the total biomass obtained by 2.4 times.

The dry formulation of BCA was evaluated by lyophilization with MSG 1% (w/v) as
cryoprotectant in combination with CWP or PSM, 30% (w/v) as protective agents. Viability
percentages between 30 and 70% were obtained after 90 days of preservation. This drying



methodology decreases the viable biomass after the process by one or two orders of
magnitude.

The biomass obtained in both optimized culture media at different scales, both fresh
and freeze-dried-rehydrated, was evaluated in semi-commercial scale trials. The addition of
CaCl, (2% wl/v) as antagonism enhancer and different cold storage times of the fresh
biomass before its application were evaluated. The natural incidence of natural diseases
caused by P. expansum, B. cinerea and Alternaria-Cladosporium spp. was evaluated. When
the application of the yeast alone or in combination with CaCl2 was evaluated, it was
observed that the addition of this salt improves the antagonistic capacity of V. victoriae
(synergistic effect), increasing the control percentages. The control percentages obtained
exceed 50% and in some cases reach 100% control with fresh and freeze-dried-rehydrated
biomass. When the fresh biomass was applied immediately after production, the control
percentages are higher than when the fresh biomass was kept at 4°C for a period of time.
Generally, the trials showed that the incidence percentages caused by the phytopathogenic
fungi studied were higher in pears than in apples; however, the control percentages with
BCA were higher in pears. Regarding the medium used to produce the CBA, a better level
of biocontrol is achieved when yeasts were grown in the culture medium optimized with
CWP, however, similar yields and productivities are observed when yeasts were grown in
the culture medium optimized with AM.

The use of V. victoriae as a BCA is a tool with great application potential to control
fungal diseases in organic fruit production in the area, being environmentally friendly and
without generating side effects. It allows reducing or substituting the use of chemical
fungicides due to their impact on the health of consumers and the environment.
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1 Produccion de frutas de pepita en Argentina

Argentina, se encuentra en el puesto 17 como productora de frutas en general, con
5.322.357 tn, 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 frutas de pepitas actual alcanza las 560.000 tn para peras y 420.000 tn
para manzanas. 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 regién 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
Neuqguén. En cuanto a las principales variedades de peras plantadas (Figura 1), William’s
Bon Chrétien suma 7.419 ha, Packham’s Triumph 5.375 ha y Beurre D’Anjou 2.711 ha,
Abate Fetel 921 ha y 2.025 ha otras variedades (Beurre Bosc, Beurre Giffard, Clapps
Favourite y Red Beurré D’Anjou). En manzanas (Figura 1), Red Delicious constituye el
principal varietal con 11.194 ha, seguido de Granny Smith y Gala con 2.167 hay 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% vy la industria el 27%.
En cuanto a los destinos de exportacion de la produccion regional, los principales
importadores son Brasil con 100.000 tn, Rusia con 88.000 tn y la Unién Europea con
30.000 tn, y, en menor medida, paises asiaticos y latinoamericanos. En caso de manzanas,
el principal destino es el mercado interno con el 32% del total, la exportacion representa el
25% v la industria el 43% (Santagni et al., 2022).
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Figura 1. Porcentaje de distribucion plantada con las variedades principales de frutas de
pepita.

Si bien, el principal varietal de pera producido en la region es William’s Bon
Chrétien, este solo se vende en fresco y no es apto para periodos largos de conservacion.
Por otro lado, los varietales Packham’s Triumph y Beurré¢ D’Anjou pueden permanecer en
conservacion durante 6-7 meses, lo que lo hace varietales mas apropiados para la aplicacién
de agentes de control bioldgico. Red Delicious ademéas de ser el principal varietal

producido de manzana, es el Unico de larga conservacion.

1.1 Cadena productiva de la fruta de pepita

En la cadena productiva de la pera y de la manzana, se distinguen dos etapas: la
produccion y el proceso industrial. La mayor parte de la produccion de esta fruta se destina
al consumo en fresco, siendo el 60% de esta produccién destinada a exportacion. La etapa
industrial es la que se ocupa del procesamiento de la fruta en fresco y comprende el
empaque Yy la conservacién en frio previa a la llegada al consumidor. El procesamiento de
la fruta en fresco para la exportacion va desde la clasificacion de la fruta (bajo parametros
de sanidad, tamafio y color) hasta el envasado que difiere segun el destino de exportacion.
Para que la fruta conserve sus cualidades, durante todo el tiempo que se encuentre en
conservacion hasta la venta local o exportacion, la utilizacion de camaras a baja
temperatura es indispensable. Los frigorificos que se encuentran localizados en la zona del
AVRNyN utilizan dos tipos de tecnologias para este fin: frio convencional y atmdsfera
controlada. La fruta de exportacion esta sujeta a una serie de barreras arancelarias y
barreras no arancelarias. Las arancelarias corresponden al pago de un arancel segun el

destino de exportacion mientras que las no arancelarias (presentes principalmente en la



Union Europea y Brasil) son exigencias basadas en el producto, como los limites maximos
de residuos agroquimicos y contaminantes. Los limites de estos residuos se suelen basar en
las Buenas Précticas Agricolas y tienen el fin de lograr frutas sin efectos toxicos para la
salud humana. En respuesta a estos requerimientos ha surgido la produccién orgénica de
frutas, que no permite la utilizacion de productos de sintesis quimica y que busca preservar
la calidad de los frutos mediante el uso de tecnologias no agresivas para la salud humana y
respetuosas del medio ambiente (SENASA, 2018).

1.2 Produccion organica de frutas de pepita

La produccion organica de frutas en Argentina ha crecido en los ultimos 20 afios en
forma muy significativa, posicionandose a nivel mundial en segundo lugar, después de
Australia, en lo que se refiere a superficie organica (3,2 millones de hectareas). El principal
destino de la produccion organica es la exportacion, siendo Norteamérica y Europa los
principales destinos. Argentina fue pionera en la legislacién de cultivos organicos y las
empresas certificadoras son reconocidas internacionalmente (Ernst, 2020).

Segun los ultimos informes realizados por el SENASA hay unas 12.000 ha fruticolas
bajo este sistema de produccion. La mayor parte se ubica en el Valle del Rio Negro con
montes de manzanas y peras. Con una superficie de 6.240 ha que aportan el 52% a la
superficie nacional de frutas organicas (SENASA, 2022). En caso de la exportaciéon su
preponderancia es ain mayor. De las casi 45-50.000 tn 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 incidencia 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; transforman al
Valle en un lugar ideal para la produccion de frutas y especialmente la que requiere
denominacion de orgéanica. Por otro lado, hay un contexto favorable creciente en cuanto a
agricultores con mente abierta y profesionales idoneos (Ernst, 2020).

Durante los ultimos 10 afios la exportacién total de peras ha disminuido

progresivamente, pasando de las 450.000 a las 300.000 tn. Durante ese periodo, la de peras



organicas paso de 22-24.000 a 25-30.000 tn, incrementandose el interés tanto de los paises
importadores como de los consumidores por los productos organicos. Dada esta
importancia de la produccion de peras organicas para exportacion, es que la mayoria de

nuestros ensayos fueron realizados para esta fruta de pepita.

1.3 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 & 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 & Guardia, 1992).

1.3.1 Momento oportuno de cosecha

Un tercio de la produccién se pierde entre el momento de la cosecha, transporte y
empaque, lo que representa una merma significativa de alimentos y un considerable dafio
econdémico (Wilson, 2018). El tratamiento de la fruta durante estas etapas es determinante
para el mantenimiento de todos los atributos que se obtuvieron en el campo. Desde el punto
de vista fisioldgico, el modo en que se realiza la cosecha influye directamente sobre los
atributos de la fruta, ya que suele ser el origen de numerosos dafios que afectan a la calidad
de la misma. La cosecha estimula los cambios metabolicos asociados con la madurez y la
senescencia (Lidster et al., 1988). Es por esto, que el momento oportuno de cosecha y el
manejo apropiado de la fruta resultan claves para el éxito final del producto. EI momento
oportuno de cosecha esta relacionado con el estado fisioldgico de los frutos y con el destino
posterior de los mismos. Las peras y las manzanas son frutos climatéricos, lo cual permite
gue sean cosechados con distintos estados de madurez y continuar su maduracion fuera de

la planta. Las cosechas tempranas y medias responden a estrategias comerciales de



almacenamiento a largo plazo; mientras que las cosechas tardias (frutos maduros en planta),
a comercializacion inmediata.

El estado de madurez de la fruta al momento de la cosecha resulta fundamental en el
desarrollo de podredumbres. Las manzanas y peras deben cosecharse antes del pico
climatérico, con lo cual los frutos son mas firmes y resistentes a dafios mecanicos. Ademas,
la resistencia interna de los frutos contra enfermedades fungicas disminuye con la madurez
(Tian, 2007). Esto significa que el momento de cosecha condiciona la susceptibilidad a

diferentes enfermedades de los frutos.

1.3.2 Proceso de empaque

Después de la cosecha, la fruta es transportada en bines hasta el establecimiento de
empaque. Alli se acondiciona, clasifica y embala segun el destino que vaya a tener:
consumo en mercado interno o exportacion. EI 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. En el procesamiento pueden identificarse las distintas etapas (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 modulo de lavado y enjuague. EI médulo 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 detras. El lavado se realiza con
agua potable sobre los primeros cepillos. A continuacion, se aplican productos
fitosanitarios destinados al control y prevencion de enfermedades patolégicas y fisioldgicas
(produccién convencional), aunque también podrian ser bioldgicos (produccidn organica).
El sistema mas utilizado es la aplicacién mediante boquillas de pulverizacién. 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.

Ingreso

Vaciado

Preclasificacion

Detergente

Enjuague v

NP Descarte
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tratamiento

Tamanado

Embalado

Romaneoy estibado

v

Frigorifico

v

Expedicion y despacho

Figura 2. Diagrama del procesamiento en la linea de empaque para frutales de pepita
(peras y manzanas).

La fruta seleccionada pasa al sector de tamafiado donde una balanza (mecénica o

electronica) discriminan los frutos en funcion de su peso o de su didmetro. Finalmente, la

fruta seleccionada segin su grado de calidad y tamafio es embalada. ElI proceso de



embalado se realiza de forma manual en donde los frutos son tomados individualmente de
la cinta transportadora o del “tambor” por un operario, y colocados en bandejas dentro del
envase correspondiente, el cual, una vez lleno, circula sobre una cadena transportadora
hacia el sector de romaneo y estibado. En esta etapa se identifica el producto para mantener
su trazabilidad. Los envases se paletizan de acuerdo con el tamafio y grado de calidad de

los frutos, asi como del envase y el destino. Luego la fruta es almacenada o distribuida.

1.3.3 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%), tlneles de
preenfriado en menor medida (12%) y atmosfera dindmica, sin encontrarse registros sobre
el grado de adopcién 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 produccién 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 maduraciéon vy
senescencia natural del fruto. Si la fruta madura durante el periodo de conservacion,
incrementa su susceptibilidad a las enfermedades de origen fisiogénico y al ataque de los
organismos parasitos (Calvo & Candan, 2018).

A continuacion, se describen los tres sistemas de conservacion mas utilizados en la
region del AVRNyN:

El frio convencional se basa en la conservacion a temperaturas en torno a los 0°C,
sin que intervengan otros factores reductores del metabolismo. EI manejo de la temperatura
es la herramienta mas efectiva para extender la vida postcosecha de los frutos, ya que
reduce la respiracion, el calor de respiracion, la produccion de etileno, la pérdida de agua y
la susceptibilidad al ataque de patdgenos (Calvo & Candan, 2018). Para las peras, la

temperatura Optima de conservacion es de -0,5°C + 0,5°C (Villalba et al., 2016). El nivel de



humedad relativa toma importancia ya que retarda la pérdida de agua por parte del fruto
(deshidratacién) y mejora la vida atil del mismo. Este valor debe rondar entre el 90 y 95%.

La atmosfera controlada (AC) consiste en reducir el contenido de O, e incrementar
el de CO, con respecto a la composicion en el aire. La proporcion de ambos gases es
controlada durante todo el periodo de almacenamiento en niveles preestablecidos (Barkai-
Golan, 2001). Las camaras deben estar a temperatura de conservacion 24 horas antes de
ingresar la fruta. El uso de AC mejora el efecto de la refrigeracion sobre la actividad
metabolica de los frutos, permitiendo que las temperaturas de conservacion sean un poco
mas elevadas que las utilizadas en frio convencional reduciendo los riesgos por dafios
causados por el frio (Calvo & Candan, 2018; Siddiqui, 2015).

La atmosfera modificada (AM) es al almacenamiento en cualquier atmédsfera con un
contenido gaseoso diferente al del aire (21% de O, y 0,03% de CO,), pudiéndose
reemplazar por otra mezcla gaseosa o alterarse en el interior de un envase mediante la
respiracion de los frutos (Calvo & Candan, 2018). La atmoésfera gaseosa cambia
continuamente durante el periodo de almacenamiento por la influencia de diferentes
factores como la respiracion del producto envasado, cambios bioguimicos y la lenta
difusion de los gases a través del envase. El envase en AM reduce el paso de O, hacia el
producto, lo que provoca un incremento en los niveles de CO, dentro del envase; también
evita que se almacene humedad en la superficie y absorbe gases como el etileno (Siddiqui,
2015).

2 Pérdidas en postcosecha en frutas de pepita

Después de la cosecha, los frutos frescos son susceptibles de ser atacados por
patdgenos sapréfitos o parasitos, debido a su alto contenido en agua y nutrientes, ademas
han perdido la mayor parte de la resistencia intrinseca que los protege durante su desarrollo
en el arbol. Las pérdidas econdmicas ocasionadas por las enfermedades de postcosecha
representan actualmente uno de los principales problemas de la fruti-horticultura mundial
(Gramisci, 2019; Lutz, 2015; Harvey, 1978). La reduccién de las unidades consumibles es
la pérdida por las enfermedades de postcosecha. Otros aspectos que no se tienen en cuenta

son: costos de acondicionamiento, transporte y reempadue (Janisiewicz, 1996).



Las mayores perdidas en postcosecha se producen por enfermedades ocasionadas por
patdgenos fuangicos de diversos geéneros (Penicillium, Botrytis, Alternaria, entre otros).
Estas pérdidas varian en funcion de la zona de produccion, de la especie, cultivo, edad del
arbol, de las condiciones climaticas, asi como también del manejo pre y postcosecha
(heridas y dafios durante la cosecha y transporte), efectividad de los tratamientos fungicidas
y la conservacion (Smilanick et al., 2006). En la region del AVRNyN alcanzan un 5% y en
casos extremos, las afecciones producidas por hongos pueden llegar a afectar hasta un 25%
de la produccién de frutas de pepita (Di Masi & Colodner, 2010). En general, las
variedades de mediana a la larga conservacién, como Beurre D"Anjou y Packham’s

Triumph, son las que presentan mayores problemas por enfermedades de origen fungico.

2.1 Penicillium expansum

La podredumbre producida por Penicillium expansum (Figura 3), es la enfermedad
postcosecha mas importante en manzanas y peras en nuestro pais y en todo el mundo ( Xu
& Berrie, 2005). El inicio de la enfermedad se caracteriza por la aparicion de una mancha
de color marron clara, blanda y acuosa, que se desarrolla rapidamente, en la cual el tejido
afectado se separa facilmente del sano. En general comienza a desarrollarse a partir de una
herida no cicatrizada sobre la cual se manifiesta la presencia del hongo, primero el micelio
de color blanco, que va cambiando de color hasta adquirir la coloracién azul caracteristica
que le da el nombre a la enfermedad, denominada “moho azul” (Figura 3). También se lo
puede encontrar sobre el pedunculo del fruto, principalmente en peras. No forma nidos de
frutos podridos porque no se transmite por contacto directo, sino que necesita herida. Sin
embargo, los frutos infectados producen numerosas esporas que se diseminan facilmente
por las camaras y facilitan la dispersion del moho (Mondino, 2009).

A diferencia de otras especies, posee la caracteristica de desarrollarse ain 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 microscépico, se caracteriza por mostrar esporas pequefias, de

forma esférica o eliptica, que parten de una estructura ramificada.
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Figura 3. (A) Crecimiento P. expansum en medio agar papa. (B) Conidiéforo de P.
expansum aumento 400X. (C) Enfermedad causa por el moho azul en peras del varietal
Beurre D Anjou.

2.2 Botrytis cinerea

Botrytis cinerea (Figura 4), es un parasito necrétrofo, 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 conocida
comunmente como “podredumbre gris”.

La podredumbre es de color marrdn palido, con una textura firme y margenes difusos,
y el tejido macerado se oscurece a medida que pasa el tiempo hasta alcanzar la coloracion
gris que le da el nombre. En la zona afectada se puede observar el desarrollo de micelio de
color blanco, en condiciones favorables de temperatura y humedad, puede esporular y
volverse de color gris. EI micelio o las esporas salen a menudo de las lenticelas del fruto y
forman una pelusa de color gris caracteristica. Este moho también se caracteriza por
infectar a los peddnculos de los frutos.

La podredumbre puede llegar a afectar a todo el fruto, y los sanos en contacto pueden
ser infectados formando nidos de frutos podridos. A nivel microscépico, se observan hifas
ramificadas muy caracteristicas y de morfologias mayoritariamente elipsoidales y globosas.
Presenta una temperatura éptima de crecimiento que oscila entre los 22 y los 25°C, no
obstante, el crecimiento del micelio puede producirse incluso a 0°C y requiere presencia de
altas humedades para llevar a cabo el proceso de infeccion.

Las esporas se pueden dispersar con el viento o con las gotas de agua de la lluvia.
Para iniciar la enfermedad, requiere de una via de entrada, como las heridas producidas en
campo durante la cosecha y/o el posterior manejo. Por lo tanto, es muy importante evitar
golpes y la formacion de heridas durante la cosecha y la posterior manipulacién en la
central.
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Figura 4. (A) Crecimiento B. cinerea en medio agar papa. (B) Conidioforo de B. cinerea
aumento 400X. (C) Enfermedad causa por el moho gris en peras del varietal Packham’s
Triumph.

2.3 Proceso de infeccion

Los principales factores ambientales que predisponen el inicio y desarrollo de las
enfermedades postcosecha son la temperatura, la humedad y la composicion del aire. P.
expansum, B. cinérea, asi como también Alternaria-Cladosporium spp., sobreviven en el
campo en los restos organicos del cultivo y en el suelo. Los conidios estdn presentes
también en el aire y sobre la superficie de la fruta (Dobra & 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). Debido a que son patdgenos que ingresan esencialmente
a través de las heridas, los dafios que se producen en los frutos durante o después de la
cosecha son la principal causa de podredumbres. Sin embargo, también pueden causar
podredumbres a través de la infeccion por las lenticelas, principalmente en fruta demasiado
madura, o cuando las lenticelas han sido dafiadas (Snowden, 2010). Cuando las esporas de
un hongo llegan a la superficie de un fruto y encuentran condiciones éptimas, pueden
germinar y desarrollar la infeccién en un tiempo relativamente corto, desde unas pocas
horas hasta algunos dias. Un solo conidio seria capaz de iniciar una infeccion y desarrollar
una podredumbre, sin embargo, esto en general no ocurre debido a las condiciones de
resistencia propias de la fruta, a la temperatura y a la humedad (Nunes, 2001; Sommer,
1985).

3 Manejo de enfermedades postcosecha
En el AVRNyN los principales patdgenos de postcosecha son B. cinerea y P.

expansum. Por lo tanto, la mayoria de las practicas de manejo se concentran en el control de
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estos dos patdgenos. Estas son practicas de caracter preventivo y comienzan por el manejo
a campo, realizando préacticas de fertilizacion y nutricién equilibradas, que estimulen la
resistencia natural de los frutos. Durante la cosecha de la fruta, se recomienda evitar golpes
y heridas en las mismas, depositandolas en canastas y bines limpios y desinfectados. Es
importante, respetar la fecha de cosecha en madurez fisioldgica. 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, acompafiadas con el almacenamiento a bajas
temperaturas, con altos porcentajes de humedad relativa (HR) y en distintos tipos de
atmosferas (AC 0 AM).

Las pérdidas en postcosecha por patégenos de heridas se deberian reducir llevando de
manera adecuada las practicas mencionadas anteriormente. ElI cumplimiento de estas pautas
no resulta suficiente para controlar totalmente a los patégenos postcosecha, debido a ello lo

mas habitual es afiadir productos quimicos que aseguren la proteccion de la fruta.

3.1 Aplicacion de fungicidas de sintesis quimica

La aplicacion de fungicidas en postcosecha es de caracter preventivo y su objetivo es
proteger a la fruta de la accion de los patdgenos. Esta practica se basa en la aplicacion de un
principio activo que asegure la proteccion de la fruta durante todo el periodo que esta se
encuentra almacenada. Segun el mercado comprador, existe un numero restringido de
principios activos autorizados con un limite maximo de residuos (LMR) presentes en la
fruta. En la Tabla 1, se observan los principios activos permitidos para ser usados en
postcosecha de pera con los LMR permitidos segun destino para la temporada de
produccidn 2022-2023.

Los fungicidas de sintesis contindan siendo el método mas utilizado debido
fundamentalmente a su relativo bajo costo, facilidad de aplicacion y efectividad. Dada la
utilizacion masiva de los mismos, y en muchos casos la falta de conocimiento y conciencia
sobre su correcto uso se han generado problemas como son la aparicion de cepas
resistentes, efectos carcinogénicos, teratogénicos, periodos largos de degradacion vy

contaminacion ambiental (Bautista-Bafios, 2006; Romanazzi et al., 2016).
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Actualmente los consumidores exigen productos méas saludables y sin riesgos para el
medio ambiente, esto ha conducido a la prohibicion definitiva de muchos de los principios
activos en los mercados compradores (Adaskaveg & Forster, 2010). En este sentido, desde
hace un tiempo, las politicas gubernamentales de muchos paises restringen fuertemente su

uso o estan reevaluando el registro de uso de moléculas ampliamente utilizadas.

Tabla 1. Limites maximos de residuos para peras y manzanas en ppm.

Grupo o _ Limites maximos permitidos
o Principio activo
guimico ARG USA UE
Pera Mna. Pera Mna. Pera Mna.
Ftalimida Captan 15 15 25 25 10 10
Benzimidazol Carbendazim 1 1 NR NR 0,2 0,2
Metil tiofanato 1 1 3 2 0,5 0,5
Tiabendazol (TBZ) 3 3 10 10 4 4
Dicarboximida Iprodione 5 5 3 RST 0,01 0,01
Fenilpirroles Fludioxonil 5 5 5 5 5 5
Imidazoles Imazalil 2 2 RST RST 0,01 0,01

Adaptada de Agon et al. (2022).NR: no registrado, aplica tolerancia cero. RST: registrado, pero sin
tolerancia para peras y manzanas.

4 Control bioldgico postcosecha

El control biolégico en postcosecha es una alternativa prometedora para lograr la
reduccion del uso de fungicidas de sintesis quimica para controlar patdégenos de
postcosecha. El desarrollo de resistencia de los patégenos 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 término control bioldgico (CB) fue utilizado por primera vez por Smith, (1919)
para describir la introduccién de enemigos naturales de insectos exdéticos 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 concreto, el uso de microorganismos seleccionados como agentes de
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biocontrol (ACB) fue introducido posteriormente por Baker & Cook, (1974) que definieron
el biocontrol como “la reduccion de la presencia de patégenos o de las actividades de la
enfermedad mediante la introduccion de uno o mas organismos antagonistas”. Por otro
lado, Mukerji, (1988) lo definen como “la manipulacion directa o indirecta por parte del
hombre, de los agentes vivos que, de forma natural, tienen capacidad de control. Esta
manipulacion provoca un incremento de su capacidad de inhibicion de las enfermedades”.

En el sector agroalimentario (Dictionnaire d’agroécologie), el biocontrol se refiere a
un conjunto de estrategias emergentes que son alternativas al uso de productos quimicos
para mitigar las enfermedades en frutas y hortalizas (Zhang etal.,, 2020). Los
microorganismos seleccionados o ACB con actividad antagonista frente a otros
microorganismos, permiten reducir el uso de pesticidas (Wilson & Wisniewski, 1989) y
potenciar la calidad y seguridad de los alimentos (Rodriguez-Navarro et al., 2011). Por otro
lado, la relacion bioldgica entre los ACB y los patdgenos es bastante especifica, de tal
forma que se debe buscar un método de control para cada enfermedad.

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 préacticas del procesamiento comercial.

+ No ser patdgeno 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.
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+ Ser resistente a los agentes quimicos utilizados en el ambiente de postcosecha.
+ Debe tener una ventaja adaptativa sobre patdgenos especificos.

La identificacion, desarrollo y comercializacion de un producto de biocontrol es un
proceso largo y costoso (Di Canito et al., 2021; Droby et al., 1998; Nunes, 2012). Todo este
proceso puede dividirse en dos fases principales: descubrimiento y desarrollo comercial
(Figura 5).
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Figura 5. Diagrama de flujo de las etapas que implican el desarrollo de un ACB postcosecha
(Nunes, 2012).

La primera etapa, debe considerar desde el aislamiento en el laboratorio hasta las
pruebas de eficacia a escala laboratorio y semicomercial, a fin de evaluar su
comportamiento frente a diferentes patégenos y la compatibilidad con las préacticas
postcosecha. El estudio de los mecanismos de accion del ACB, los requerimientos
nutricionales y metodologias para mejorar su actividad antagonica también se incluyen en
esta etapa (Nunes, 2012).

La segunda etapa incluye el desarrollo y la evaluacion comercial del ACB, es decir la
produccion a gran escala, el desarrollo de un producto formulado, la bioseguridad del
microorganismo y el registro/patentamiento (Nunes, 2012). Es importante conocer en
detalle varios factores que influyen en la incidencia de las enfermedades postcosecha: tipo
de patdgeno, hospedador, epidemiologia de la enfermedad, resistencia del hospedador y las

condiciones ambientales en las que se utilizara y producira el ACB.
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En la Tabla 2, se muestran algunos productos comerciales disponibles actualmente en
el mercado. EI nimero reducido de biofungicidas disponibles a nivel mundial es escaso ya
que los procesos de registro son complicados, lentos y caros. Para registrar un ACB, la
EPA (Agencia de Proteccion del Medio Ambiente), encargada de la regulacion de los
agentes de control biolégico en EE.UU. necesita unos dos afios, mientras que en Europa el

registro de los mismos productos tarda casi siete afos.

Tabla 2. Microorganismos antagonistas formulados comercialmente.

Microorganismo Nombre Patogeno blanco Fruta
comercial
Candida oleophila Nexy Botrytis, Penicillium. Pera, manzana,

citricos, platano.

Saccharomyces Romeo B. cinerea, Erysiphe. Uva, lechuga, tomate,
cerevisiae frutilla, pepino.
Aureobasidium Botector E. amylovora, B. cinerea, Uva, frutilla, tomate.

pullulans Colletotrichum gloeosporioide.
Aureobasidium Blossom B. cinerea, Erwinia amylovora, Pera, manzana,
pullulans Proctect Neofabraea spp., Monilia membirillo.

fructigena, P. expansum.

Adaptado de (Kowalska et al., 2022; Zhang et al., 2020).

Como ACB para el control de P. expansum y B. cinerea en frutas de pepitas (peras y
manzanas) se conocen numerosas levaduras con capacidad antagonista, pero no estan hasta
el momento disponibles como productos en el mercado de agroinsumos. Algunos ejemplos
son: Candida sake (Vifias etal., 1998), Candida saitona (El-Ghaouth, Smilanick, &
Wilson, 2000), Cryptoccocus albidus (Robiglio etal., 2011), Cryptoccocus laurentii
(Zhang et al., 2007), Leucosporidium scottii (Vero et al., 2011), Metschnikowia andauensis
(Manso & Nunes, 2011), Metschnikowia pulcherrima (Piano etal., 1997; Spadaro et al.,
2002), Pichia membranifaciens (Lutz et al., 2020; S. Tian et al., 2004; X. Xu et al., 2008),
Vishniacozyma victoriae (Gorordo et al., 2022; Lutz et al., 2020), Rhodotorula aurantiaca
(Chand-Goyal & Spotts, 1996), Rhodotorula glutinis (Zhang et al., 2008), Rhodosporidium
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paludigenum (Sun et al., 2018; Wang et al., 2011) y el hongo similar a levaduras o yeast-
like Aureobasidium pullulans (Zajc et al., 2020).

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 &
Droby, 2016; Zhang et al., 2020) ya que cumplen con los requisitos necesarios y muchas de
ellas son consideradas organismos seguros 0 GRAS (siglas en inglés Generally Recognized
As Safe).

4.1 Mecanismos de accion de los agentes de control biologico (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
microbiol6gicos, microscopicos y/o bioguimicos se han centrado en los mecanismos de
biocontrol durante muchos afios (Massart & Jijakli, 2007). Estos mecanismos implican una
compleja interaccién entre el hospedador, el patégeno, 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 accién es la
base para el desarrollo y la aplicaciéon 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 (Jamalizadeh et al., 2011; Zhang et al.,
2020; Lutz et al. 2013). Algunos de los mecanismos mas estudiados son: competencia por
nutrientes y espacio, amensalismo y parasitismo, induccién de resistencia en el hospedador,
produccién de biofilm y quorum sensing (Di Canito et al., 2021; Nunes, 2012; Spadaro &
Droby, 2016; Verma et al., 2022; Zhang et al., 2020a).

La competencia por nutrientes (principalmente carbono, nitrogeno y oxigeno) y
espacio es considerado uno de los principales mecanismos de accion de los
microorganismos antagonistas contra los hongos patdgenos postcosecha (Nunes, 2012;
Spadaro & Droby, 2016). La competencia se define como el solapamiento de nichos,
derivado de una situacién en la que existe una demanda simultanea del mismo recurso por

parte de dos o0 mas poblaciones microbianas (Droby & Chalutz, 1994).
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Las principales enfermedades postcosecha son causadas por patdgenos de heridas, y
para competir con éxito, el agente de biocontrol debe crecer rdpidamente, utilizando bajas
concentraciones de nutrientes y estar mejor adaptado al medio y a las condiciones de
conservacion de la fruta (EI-Ghaouth et al., 2004). De esta manera, agotara los nutrientes
disponibles en la herida antes que el patdgeno, impidiendo que este utilice los nutrientes

para germinar e iniciar el proceso de infeccion (Nunes et al., 2001).

Patogeno

( Hospedante

Fitotoxinas, compuestos antifingicos,
estrés oxidativo

Modificaciones de pH,
supresion/estimulacion de estrés oxidativo

Figura 6. Esquema de las posibles interacciones entre los componentes del sistema de
biocontrol: patdgeno, levadura antagonista, hospedante y ambiente (Zhang et al., 2020).

4.2 Mejoramiento de la accion biocontroladora de los ACB
Si bien muchos estudios han informado sobre los mecanismos de biocontrol de las
levaduras antagonistas, los mecanismos especificos adn requieren de una mayor
clarificacion (Oztekin & Karbancioglu-Guler, 2023; Zhang et al., 2020). En comparacion
con los fungicidas quimicos, las levaduras antagonistas ain deben mejorarse en muchos
aspectos, lo que también limita su comercializacion y aceptacion en el mercado. El uso

combinado de control biologico y metodos fisicos o quimicos es una forma eficaz de
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mejorar la eficacia del biocontrol. Se han evaluado diversos métodos para mejorar el

control bioldgico en enfermedades postcosecha.

4.2.1 Adicion de sales inorgéanicas

La adicion de sales inorganicas en los tratamientos postcosecha mejoran la actividad
controladora de los ACB (El-Ghaouth et al., 2004; Sharma et al., 2009). Dentro de las sales
evaluadas se destacan: cloruro de calcio, propionato de calcio, carbonato y bicarbonato de
sodio, metabisulfito de potasio, etanol y molibdato de amonio (Cao et al., 2010; Conway
etal., 2007; Csutak et al., 2012; Gholamnejad & Etebarian, 2009; Janisiewicz et al., 2008;
Torres et al., 2007). Estos compuestos estan clasificados como GRAS, lo cual presentan
una ventaja al momento de afrontar una estrategia que permita mejorar la actividad
antagonista de las levaduras (Nunes, 2012).

Estos compuestos tienen efectos directos sobre el patdégeno (actividad fungistatica y
fungicida) ya que estimulan la actividad antagonista y despiertan la resistencia de la fruta
(Gramisci et al., 2018). Al combinar ACB con estos compuestos se debe tener en cuenta
que la efectividad de los antagonistas depende de: la concentracion del antagonista, la
concentracion de aditivo, su compatibilidad mutua, la duracion y tiempo en que se
apliguen. Se demostrd que los aditivos, en combinacion con los ACB mejoran la eficacia a

niveles semejantes a los obtenidos con los fungicidas quimicos (Droby et al., 2009).

4.3 Desarrollo de un ACB

El desarrollo de un bioproceso, en particular la produccion de un ACB involucra una
serie de pasos que deben ser llevados a cabo de manera ordenada (Figura 7), los cuales
implican distintos tipos de conocimientos cientificos (Doran, 2013). La produccién de
biomasa de un ACB es ademas un paso esencial en el proceso de comercializacion y los
resultados obtenidos son decisivos para el desarrollo comercial del producto (Nunes, 2012).

El primer paso consiste en el aislamiento y screening de microorganismos capaces de
actuar como ACB. Este paso es muy importante ya que determina la eficacia de los ACB
que se seleccionaran y tiene un impacto directo sobre las especies aisladas y sobre el
mecanismo de accién de los antagonistas (Droby etal., 2009; Nunes, 2012). Los

microorganismos aislados son obtenidos en estado puro y evaluados individualmente en
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bioensayos sobre frutos (Figura 7, etapa 2). Esta estrategia permite la rapida seleccion de
los posibles antagonistas con un costo minimo de tiempo y dinero. Durante esta etapa, es
importante tener en cuenta que tanto el aislamiento de los microorganismos, como los
bioensayos se deben realizar a la temperatura de conservacion de la fruta. Otro aspecto a
tener en cuenta, es desarrollar una estrategia que utilice cepas de patdgenos locales. Una
estrategia de aislamiento innovadora, propuesta por Sangorrin et al. (2014) y Lutz et al.
(2012), fue almacenar frutas heridas durante 6 meses en cdmara fria. Transcurrido este
tiempo, el agua de lavado (AL) de la superficie de los frutos sanos y el AL de las heridas
sin signos de podredumbres, se utilizan como fuentes de aislamiento de potenciales ACB.
En bioensayos in situ las frutas sanas son lavadas y heridas, en ellas se inocula AL
junto con esporas del patdégeno conocido y luego son nuevamente almacenadas. Aquellas
AL que presenten una reduccion del 50% en la incidencia de la enfermedad luego de 50
dias de conservacion, se seleccionan para el aislamiento de levaduras. El aislamiento se
lleva a cabo en placas agar jugo de pera a baja temperatura, como presion selectiva para
potenciar el desarrollo de levaduras de crecimiento lento y adaptadas a la composicion
quimica de la fruta. Por ultimo, en bioensayos in situ de las levaduras aisladas
individualmente se evallUan frente a los patdgenos en condiciones de almacenamiento en
frio durante varios meses. A partir de estos segundos bioensayos, se seleccionan aquellas

que muestran una reduccién superior al 80% en la incidencia de las enfermedades.
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Figura 7. Desarrollo de un bioproceso para la produccion de un ACB (adaptado de Doran
2013).

Una vez aislado el potencial ACB, se deben determinar las caracteristicas de
crecimiento y produccion de las células, para definir un medio de cultivo (Figura 7, etapa
3). Se evaluan diferentes composiciones del medio de cultivo, pH, temperatura de
crecimiento, velocidad de agitacion, entre otros. Se llevan a cabo disefios estadisticos de
experimentos, en donde se realizan cultivos a pequefia escala (100-1000 mL) variando las
condiciones anteriormente mencionadas. En esta etapa, los pardmetros calculados, como
velocidad especifica de crecimiento, productividad y el rendimiento de biomasa, se utilizan
para describir el rendimiento de la produccion de biomasa del microorganismo. Una vez
conocidas las condiciones de cultivo para la produccion, se inicia el escalado del proceso.

El primer paso en el escalado es a nivel laboratorio (0 banco) (Figura 7, etapa 4), se
utilizan biorreactores de 1-10 L, equipados para monitorear y ajustar todas las variables del
proceso, como sensores de pH, temperatura, oxigeno disuelto, espuma, bombas
dosificadoras de antiespumante, acidos y bases, medio de cultivo fresco, agitadores, placas
contracorrientes (baffles), etc. Lo méas importante es que el reactor pueda proveer las
condiciones para un crecimiento optimo del microorganismo. El escalado a este nivel se

lleva a cabo mediante el calculo de pardametros como: el coeficiente de transferencia de
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oxigeno (k.a), la potencia del agitador, la tasa de disipacion de energia, entre otros. En esta
etapa también es importante definir el mejor proceso de produccién: discontinuo,
semicontinuo, continuo o alimentado, teniendo en cuenta los valores de viabilidad,
rendimiento y productividad obtenidos en cada proceso de produccion (Doran, 2013; Shuler
& Kargi, 2002).

Finalizada esta etapa, se aumenta el volumen de produccién a escala piloto (Figura 7,
etapa 5). Se utilizan biorreactores con 100-1000 L de capacidad. El biorreactor a escala
piloto debe ser similar al que se empled a escala laboratorio. El escalado se lleva a cabo
teniendo en cuenta el principio de similitud geométrica y para el caso de procesos aerébicos
el principal pardmetro tenido en cuenta es k_a. El objetivo de los estudios a escala piloto es
examinar la respuesta de las levaduras al aumento de escala. Cambiar el tamafio del equipo
parece un proceso sencillo; no obstante, a menudo se producen pérdidas o variaciones de
rendimiento. Aunque la geometria del reactor, el disefio del agitador, el método de
aireacion y otras caracteristicas puedan ser similares en ambos reactores, el efecto del
escalado sobre la produccion de biomasa puede ser grande (Garcia-Ochoa & Gomez, 2009;
Vieira et al., 2013).

Cuando el escalado a planta piloto se realiza de manera satisfactoria, comienza el
disefio de la produccion a escala industrial (Figura 7, etapa 6). El biorreactor y cada uno de
sus componentes deben disefiarse de manera correcta, asi como también deben disefiarse y
probarse todas las instalaciones auxiliares: equipos de aireacion, sistema de esterilizacion,
generador de vapor, suministro de agua de refrigeracion y de red, entre otros (Doran, 2013).

Una parte importante del proceso total es la recuperaciéon del producto (Figura 7,
etapa 7), también conocida como procesamiento posterior o downstream. Esta etapa se
Ileva a cabo una vez que la biomasa comienza su fase estacionara de crecimiento dentro del
reactor. La biomasa junto con el medio de cultivo agotado, se extraen del reactor para
separar la biomasa del medio de cultivo. La recuperacion de las levaduras suele ser un
proceso dificil y costoso. Los métodos mas utilizados para levaduras son filtracion (Patifio-
Vera et al., 2005), centrifugacion o, en algunos casos, la floculacion (Teixido et al., 2022).
En todos los casos se debe comprobar la viabilidad de las levaduras luego de ser sometidas
a estos tratamientos de separacion y secado. También debe tenerse en cuenta la eliminacién

del medio de cultivo tras la separacion de las levaduras. Muchas operaciones habituales en
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el laboratorio resultan muy costosas o poco practicas a escala 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 pequefia escala (Doran, 2013). Cuando el agua es el principal componente de los
medios de cultivo, la purificacion a partir de soluciones diluidas implica varios pasos de
recuperacion y costos méas elevados que cuando el producto esta 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).

Una vez obtenida la cantidad de biomasa suficiente, el producto esta listo para ser
envasado y comercializado (Figura 7, etapa 8). En distintas etapas del desarrollo del
producto (Figura 7, etapas 5b, 6b, 7b), se deben realizar pruebas para verificar la capacidad
antagonista del ACB sobre los fitopatdgenos de la fruta hospedadora. Estas pruebas deben
realizarse a gran escala y/o en condiciones comerciales, evaluando tanto los ACB frescos
como secos. Las pruebas en condiciones comerciales implican una gran cantidad de fruta y
por lo tanto una gran cantidad de biomasa (Nunes, 2012; Torres et al., 2007). S6lo después
de que se hayan llevado a cabo estos ensayos y se haya establecido la efectividad y
seguridad del producto, se puede registrar/patentar para su comercializacion.

4.3.1 Cultivos por lotes o batch

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. EI tiempo de cultivo necesario para
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completar el proceso es importante, ya que, a menores tiempos de produccién, menores
serén los costos de funcionamiento (Doran, 2013; Shuler & 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.

4.3.2 Cultivo semicontinuo

El agotamiento de los nutrientes del medio de cultivo y en algunos casos la
acumulacién de productos inhibidores limita las densidades celulares obtenidas en los
cultivos por lotes. La produccion de biomasa y, por lo tanto, la productividad volumétrica
de estos cultivos puede aumentarse mediante 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. En este tipo de
cultivo, las celulas permaneceran en fase exponencial mientras se alimente el reactor con
medio de cultivo fresco, sin alcanzar el estado estacionario hasta que el reactor deje de ser
alimentado con medio fresco. 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).

4.3.3 Escalado de la produccion de biomasa

El disefio de bioprocesos a escala industrial suele basarse en el rendimiento de
prototipos utilizados a pequefia escala. Siempre es mejor saber si un determinado proceso
funcionara correctamente a pequefia escala, antes de realizarlo en tamafio real. Determinar
las condiciones Optimas de funcionamiento a escalas de gran tamario es costoso y lleva
mucho tiempo. Lo ideal es que el escalado se lleve a cabo de modo que las condiciones en
el recipiente grande sean lo méas parecidas posibles a las que producen buenos resultados a

una escala laboratorio o banco (Doran, 2013; Shuler & Kargi, 2002).
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Sin embargo, el cambio de escala es un proceso intrinsecamente complicado debido a
que mientras los fendmenos termodindmicos y micro-cinéticos son independientes de la
escala, los fendmenos de transporte son dependientes de la escala (Garcia-Ochoa & Gomez,
2009; Vieira etal., 2013). Esto tiene importantes consecuencias en las caracteristicas del
ambiente donde se desarrollan las levaduras. Por ejemplo, a pequefias escalas, los
gradientes de concentracion y presion son casi nulos. A escalas de produccion industrial,
estos gradientes son significativamente mayores (Crueger etal., 1989). Cuando las
levaduras circulan a través del reactor se encuentran con presiones, esfuerzos de corte y
concentraciones de nutrientes y oxigeno que cambian continuamente. Estos fendmenos
afectan profundamente el comportamiento y viabilidad de las levaduras obtenidas (Pérez-
Torrado et al, 2015). La utilizacién de técnicas de analisis dimensional suele proporcionar
un cierto grado de conocimiento y guia para el disefio y cambio de escala de biorreactores
(Hewitt & Nienow, 2010). El analisis dimensional es una técnica en la cual grupos
adimensionales de pardmetros se mantienen constantes durante el escalamiento. Existen
reglas heuristicas de escalamiento que surgen de la experiencia practica en fermentaciones
industriales.

En este sentido, los biorreactores deben cumplir con ciertas especificaciones
geométricas de manera que se pueda llevar a cabo un proceso eficaz, eficiente, sin
complicaciones y obteniendo el mayor rendimiento y productividad posible. Uno de los
principales factores a tener en cuenta a la hora de realizar escalado, es el principio de
similitud geométrica, en donde estas especificaciones se deben cumplir tanto en el reactor
prototipo como en el reactor a escala piloto/industrial. La Figura 8 muestra las
especificaciones geométricas de un tanque agitado y en la Tabla 3 se detallan los rangos de

estas especificaciones.
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Figura 8. Especificaciones geométricas de un reactor de tipo tanque agitado. Cgg: distancia
entre bafle y pared del tanque; Wge: ancho de bafle; Wg: ancho del agitador; Lg: longitud del
agitador; D;: didmetro del agitador; Ss: distancia entre el aireador y el agitador; C;: distancia entre el
agitador y el fondo del tanque; Ds: diametro del aireador; H.: altura del liquido; D+: didametro del
tanque; Hr, altura del tanque.

Para los fermentadores a escala industrial, el suministro de oxigeno y transferencia de
oxigeno, son las principales limitaciones de disefio. Las necesidades de oxigeno dependen
de cada microorganismo y la transferencia de oxigeno, en particular el k a, depende del
reactor, del medio de cultivo y la temperatura. Si bien, k.a es un parametro dificil de
predecir, es un parametro que se puede medir (Figura 9). Existen cuatro métodos para su
medicion: estado inestable, estado estacionario, dindmico y ensayo con sulfito (Shuler &
Kargi, 2002). La forma de aplicar estos métodos depende de si la determinacion se realiza
en un sistema con presencia 0 ausencia de microorganismos. EI método dinamico, es uno
de los métodos mas sencillos, economicos y ampliamente utilizado a escala laboratorio. Se
realiza cuando las levaduras dentro del fermentador se encuentran en fase exponencial de
crecimiento y solo requiere un sensor de oxigeno disuelto y registrador de datos o graficos.
Este método requiere que el suministro de aire se cierre durante un breve periodo

(generalmente menor a 5 min) hasta que se alcance la concentracion critica de oxigeno
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disuelto (aproximadamente 20%) y a continuacion, se vuelve a conectar hasta que se
reestablezca la concentracién de oxigeno y se mantenga constante (Figura 9). Luego,
mediante una serie de calculos matematicos y analisis graficos, es posible determinar el
valor de ki a para las condiciones de cultivo a las cuales fue determinado. El k a debe
mantenerse constante para llevar a cabo un correcto escalado, parametro fundamental en el
caso de cultivos aerdbicos.

En resumen, el escalado es un proceso completamente empirico y sélo tiene sentido si

no hay cambios en el régimen de control y produccion de la biomasa durante el escalado.

Tabla 3. Rango de valores de especificaciones geomeétricas.

Relacion HT/DT LB/Di Di/DT WB/Di HL/DT WBF/DT Di/Ci Ci/DT

Valor [2;3] 0,25 [0,25;055] 0,2 [1;1,25] [0,08;0,1] 1 [0,16; 0,5]

Hy, altura del tanque; Dy: didmetro del tanque; Lg: longitud del agitador; D;: diametro del agitador; Wsg:
ancho del agitador; H,: altura del liquido; Wgr: ancho de bafle; C;: distancia entre el agitador y el fondo del
tanque.

Reinicio aireacion

Corte aireacion | Periodo de medicion
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Figura 9. Variacion de la concentracion de oxigeno disuelto para la medicién mediante el
método dindmico de ki a.

4.4 Factores que influyen en el proceso de produccion
Para la produccion de biomasa de levaduras deben ser considerados varios aspectos

relacionados con su crecimiento y reproduccion, que incluyen factores nutricionales
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relacionados con el medio de cultivo y factores fisicos relacionados con las condiciones de
cultivo.

4.4.1 Factores nutricionales

Los requerimientos de nutrientes se pueden clasificar, de acuerdo a la demanda por
parte de los microorganismos, en dos tipos: macronutrientes y micronutrientes. Los
macronutrientes son los compuestos requeridos en grandes cantidades, por lo que son el
compuesto mayoritario en los medios de cultivo. Los macronutrientes mas importantes son
el carbono y el nitrégeno, compuestos mayoritarios en el medio de cultivo (Schnierda et al.,
2014). Otros que se necesitan en menor proporcién son fosforo, azufre, potasio y magnesio,
que generalmente se incorporan a los medios en forma de sales. Los micronutrientes,
también denominados elementos trazas incluyen vitaminas, principalmente biotina, tiamina,
acido pantoténico e inositol y minerales esenciales para el crecimiento de los

microorganismos como hierro, manganeso, calcio, zinc y cobalto (Liu et al., 2017).

44.1.1 Carbono

La fuente de carbono tiene un doble papel en la produccion de biomasa y la
generacion de energia, siendo los carbohidratos la fuente mas frecuente para estos procesos.
Las levaduras son capaces de utilizar monosacaridos, tales como glucosa y fructosa, el uso
de polisacéridos es posible solo después de ser hidrolizados en el interior o exterior celular
(Kurtzman et al., 2011). En el caso de los disacaridos, como la lactosa y la sacarosa, se
deben hidrolizar primero para que los monosacaridos resultantes puedan ser metabolizados
por las levaduras. Aproximadamente un 50% de la composicién elemental de los
microorganismo es carbono (Doran, 2013), es por eso que se necesitan grandes

concentraciones para llevar a cabo la produccién de biomasa.

4.4.1.2 Nitrogeno
El nitrégeno puede ser inorganico, como las sales de amonio, u organico, como los
aminoéacidos, las proteinas o la urea (Costa et al., 2002). El nitrogeno es utilizado para la
biosintesis de proteinas, acidos nucleicos y polimeros de la pared celular. Representa el
14% de la composicion elemental de los microrganismos, por lo que, seguido del carbono,

el nitrogeno también es necesario en grandes concentraciones. Muchas levaduras pueden
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también asimilar peptidos y proteinas, que son hidrolizados a aminoacidos como la
arginina, acido glutdmico, prolina, entre otros por medio de proteasas producidas por ellos

mismos.

4.4.2 Factores fisicos

4.4.2.1 Oxigeno

El oxigeno es un componente esencial en el crecimiento de las levaduras. En el
metabolismo aerdbico el O, actia como ultimo aceptor de electrones, siendo este proceso
clave para la generacion de energia (ATP).

La solubilidad del oxigeno en soluciones acuosas a temperatura y presion ambiente es
inferior a 10 ppm. Esta cantidad de oxigeno se consume rapidamente en los cultivos
aerobicos y debe suministrarse constantemente al medio de cultivo, utilizando dispositivos
de aireacion y a través de la agitacion. Una poblacion celular en crecimiento exponencial
puede consumir todo el contenido de oxigeno del medio de cultivo en pocos segundos. Por
lo tanto, la cantidad méxima de oxigeno que puede disolverse en el medio debe transferirse
desde la fase gaseosa de 10 a 15 veces por minuto a la fase liquida. La tasa de transferencia
de oxigeno del gas al liquido es muy importante, especialmente en cultivos celulares densos
donde la demanda de oxigeno disuelto es elevada (Shuler & Kargi, 2002).

La velocidad a la que las células consumen el oxigeno en los fermentadores
determina la velocidad a la que debe transferirse el oxigeno de la fase gaseosa a la fase
liquida. Muchos factores influyen en la demanda de oxigeno. Los méas importantes son: el
microorganismo, la fase de crecimiento del cultivo y la naturaleza de la fuente de carbono

utilizada.

4422 Temperatura
La temperatura afecta la velocidad especifica de crecimiento, los requerimientos
nutricionales, la composicion quimica de las células y la transferencia de oxigeno. La
temperatura Optima de crecimiento de las levaduras es de alrededor de 25-30°C; sin
embargo, el rango estd comprendido entre 5°-37°C (Kurtzman et al., 2011). Cuando la
temperatura de cultivo no es la adecuada para el microorganismo que se desea producir, su

crecimiento se ve notablemente afectado. La temperatura dptima de crecimiento es en la
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cual su velocidad especifica de crecimiento es maxima. La necesidad de mantener la
temperatura de cultivo en el valor 6ptimo hace que los biorreactores cuenten con

dispositivos apropiados para tal fin.

4.4.2.3 Inoculo

Las condiciones en las que se encuentra el indculo es el factor mas importante para la
Optima produccion de un microorganismo a escala de reactor. Debe estar en estado puro,
libre de contaminaciones y activo metabolicamente para reducir la fase lag dentro del
reactor. Para minimizar la duracion de la fase de latencia, las células deben estar adaptadas
al medio y a las condiciones de crecimiento antes de la inoculacion, por estas razones es
adecuado que el indculo se encuentre en fase exponencial de crecimiento. La edad del
cultivo del inoculo también tiene un fuerte efecto sobre la duracion de la fase lag,
normalmente el periodo de latencia aumenta con la edad del in6culo. En general el in6culo
se obtiene mediante un pie de cuba, que corresponde a un escalado de menor a mayor
volumen del microorganismo a producir. El tamafio del indculo debe ser entre un 5% y un
10% del volumen de cultivo del reactor (Shuler & Kargi, 2002).

4.5 Sustratos econdémicos para la formulacién 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 econémico que soporte la
produccién de grandes cantidades del ACB a bajo precio, manteniendo la eficacia del
biocontrol (Patifio-Vera etal., 2005; Yéanez-Mendizabal, 2012). Los sustratos para un
medio de cultivo econémico 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 produccién suficiente de
biomasa para alcanzar niveles industriales. El uso de productos comerciales o subproductos
de la industria alimentaria como fuentes de nitrogeno 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 (Zabriskie et al., 1980). Sin embargo,

en algunos casos, la presencia de productos indeseables y la falta de homogeneidad en los
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subproductos pueden limitar su utilidad en la produccion a grandes escalas (Zhang &
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 composicién elemental de cualquier microorganismo (Costa et al.,
2001). En el primer caso, los sustratos que aportan hidratos de carbono, como azlcares
asimilables, son los granos, melazas, celulosas, suero de queso fresco o en polvo, mosto de
uva y residuos de jugueras, entre otros (Armando et al., 2013; Bosso et al., 2020; Ferrari
etal., 2001; Gramisci, 2019; Lutz etal., 2020; Zhihui etal., 2008). En el caso de los
compuestos nitrogenados, son cominmente utilizados los de naturaleza inorganica, como la
urea o sales de amonio y algunas de origen organico como, extracto de carne, o extracto de
malta (Costa et al., 2002).

45.1 Suero de queso

El suero de queso (SQ) es el principal subproducto de la industria lactea, definido
como la sustancia liquida obtenida por separacién del coagulo de leche durante la
elaboracion de queso (Foegeding & Luck, 2002, CAA, 2023). El suero de queso se obtiene
luego de la separacion de las caseinas y de la grasa como resultado de una coagulacion,
donde estos componentes precipitan y se disgregan del resto de la leche. Se compone
principalmente de agua, pero también contiene alrededor del 50% de los solidos de la leche.
La fraccion de materia seca retiene la mayor parte de la lactosa (66-77% p/p), 8-15% p/p de
proteinas globulares y un 7-15% p/p de sales minerales (Carvalho et al., 2013; Lievore
etal., 2015).

La produccion de leche bovina en la Argentina se concentra en la zona centro-
pampeana, que abarca las provincias de Santa Fe, Cordoba y Buenos Aires, principalmente,
y en menor medida en Entre Rios y La Pampa, alcanzando algo més de 11.000 millones de
litros por afio (Rozycki, 2021). El 75% de la produccion de leche se destina a la elaboracion
de productos lacteos, y dentro de éstos el 33% corresponde a quesos, por lo cual cerca el
25% de la leche se destina a estos productos. El suero de queso o lactosuero representa

aproximadamente el 85% de la leche destinada a quesos, es decir que alcanza entre 2.300 y
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2.500 millones de litros por afio, por lo cual su revalorizacion supone un muy importante
aspecto econdmico para las industrias lacteas de la Argentina (Rozycki, 2021).

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
etal., 2020; Lappa etal., 2019). Tradicionalmente, el destino del suero de queso es la
alimentacion animal y como fertilizante. Este uso, permite 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
del suero de queso en la actualidad, existiendo innumerables alternativas de procesamiento
de complejidad tecnoldgica creciente (Ryan & Walsh, 2016).

El suero de queso en polvo (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 & Silva, 1995). Esto permite conservar la calidad del suero
durante mas tiempo para su transporte 0 manipulacion posterior (Siso, 1996). La lactosa
presente puede ser convertida en biomasa por numerosos microorganismos, ya que la
asimilan en su metabolismo. Estos estudios se han realizado en diferentes cepas de
levaduras de Kluyveromyces fragilis, Kluyveromyces marxianus y Saccharomyces
cerevisiae. Estas especies utilizan lactosa como fuente principal de carbono y energia con
muy buenos rendimientos de crecimiento (Bosso et al., 2020; Farkas et al., 2019; Galvéo de
Souza Junior et al., 2001; Ghaly et al., 2005; Grba et al., 2002; Mahmood, 2015; Ozmihci
& Kargi, 2007c; Ryan & Walsh, 2016).

4.5.2 Mosto de manzana
En Argentina, la produccién de manzanas presenta histéricamente 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. Esta Gltima calidad de fruta 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
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sanidad (carpocapsa, psilido, erinosis, chinche, chaqueta amarilla, arafiuela), de manejo
(fertilizacion, madurez, tamafio) y en cosecha (golpes, heridas, pedunculo, hojas,
color)(Aguilar & Masi, 2020).

La industrializacion de la manzana es una actividad complementaria de la cadena de
produccién, en donde la mayor parte del procesamiento corresponde a la produccién de
mosto de manzana, estimada en 17.000 toneladas en 2020 (Santagni et al., 2022). El jugo
constituye una commodity de bajo valor agregado utilizado por ejemplo en produccion de
sidra de manzana Yy 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 reutilizacién de residuos,
desconocen alternativas de valorizacién, y por lo general conceden los desperdicios a
productores y agentes interesados en su reutilizacion.

El mosto de manzana (MM) obtenido a partir de la molienda y prensado de estas
frutas, contiene numerosos compuestos, principalmente carbohidratos, vitaminas, minerales
y aminodcidos, que son metabolizados o transformados quimicamente por microorganismos
(Gonzales Flores, 2018). La fructosa, la sacarosa y la glucosa son los principales
carbohidratos presentes. EI mosto es un sustrato econdmico y es considerado un
subproducto de la industria fruticola (Anvari et al., 2014; Champagne et al., 1989). Si bien
existe muy poca bibliografia sobre el crecimiento de levaduras en mosto de manzana, sus

caracteristicas lo convierten en un sustrato apropiado para la produccion de biomasa.

5 Empleo de disefio estadistico de experimentos

Cuando se busca optimizar la produccion de biomasa de un microrganismo es
necesario desarrollar un medio de cultivo econémico y adecuado que contenga la cantidad
minima y necesaria de los diferentes nutrientes. Para esto, las herramientas estadisticas son
sumamente Utiles, ya que permiten llevar a cabo la optimizacion mediante distintas
estrategias.

El Disefio Estadistico de Experimentos (DEE) es una metodologia basada en
herramientas matematicas y estadisticas cuyo objetivo es planear y realizar un conjunto de

pruebas que permitan generar datos que, al ser analizados estadisticamente, proporcionen
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evidencias objetivas que permitan responder las interrogantes planteadas por el
experimentador sobre determinada situacion con el minimo costo (Gutiérrez Pulido, 2012).

En un DEE se manipulan intencionadamente uno o méas factores vinculados a las
causas que influencian en el sistema, para medir el efecto que tienen en otra variable de
interés. ElI DEE establece qué factores hay que manipular, de qué manera, cuantas veces
hay que repetir el experimento y en qué orden para poder establecer con un grado de
confianza predefinido la necesidad de una presunta relacion causa-efecto. Segun Ferré y
Rius, (2001) la aplicacién del disefio de experimentos requiere considerar las siguientes
etapas:

1. Comprender el problema y definir claramente el objetivo.

2. Elegir la(s) variable(s) respuesta que serda medida en cada punto del disefio y
verificar que se mide de manera confiable.

3. Identificar los factores que podrian influir en la funcion objetivo y los valores que
éstos pueden tomar.

4. Establecer una estrategia experimental, Ilamada plan de experimentacion.

5. Efectuar los experimentos con los valores de los factores decididos en el punto 3
para obtener los valores de las respuestas estudiadas.

6. Interpretar los resultados. Si es necesario, volver a la etapa 1.

El método tradicional de experimentacion consiste en variar-un-factor-cada-vez
(VUFCV): dadas unas condiciones iniciales, se realizan experimentos en los cuales todos
los factores se mantienen constantes excepto el que esta en estudio. De este modo, una
variacion en la respuesta se puede atribuir a la variacion de ese factor.

El método VUFCV presenta inconvenientes importantes cuando existe interaccion
entre los factores ya que no informa sobre como un factor interactta con los otros factores o
como afectan a la respuesta. Por otro lado, no proporciona la posicion del éptimo por lo que
este método requeriria demasiados experimentos, demasiado tiempo y un aumento en los
Costos.

Por otro lado, el DEE proporciona el marco matematico para cambiar todos los
factores simultaneamente y obtener la informacion buscada con un nimero reducido de

experimentos, es decir con la maxima eficiencia. EI DEE conduce a una planificacion con
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menos experimentos que el método VUFCV para obtener un conocimiento equivalente, en

menor tiempo y reduciendo los costos (Ferré & Rius, 2001).

5.1 Aplicacion de disefios estadisticos experimentales (DEE) para la optimizacion
de produccién de biomasa

Para la aplicacion de DEE se deben llevar a cabo dos grandes pasos. En primer lugar,
se debe realizar un screening, en donde se estudian muchos factores para identificar los que
tienen efectos significativos sobre las variables respuestas estudiadas. En segundo lugar, se
debe realizar la optimizacion, en la que los factores significativos se analizan en distintos
niveles para determinar las mejores condiciones (Vera Candioti et al., 2014).

Estos pasos se llevan cabo realizando los experimentos disefiados estadisticamente, se
estiman coeficientes en un modelo matematico para predecir la respuesta y luego se
comprueba el ajuste del modelo. A partir del modelo matematico, pueden calcularse los
niveles de los factores que dan la méxima respuesta (Vohra & Satyanarayana, 2002). Esta
técnica se ha utilizado para la produccion de agentes de biocontrol utilizando sustratos
econdémicos para el medio de cultivo (Gorordo et al., 2023; Liu et al., 2017; Mishra et al.,
2012; Wang et al., 2011) a través de la determinacion de valores 6ptimos de parametros de
crecimiento como el pH, las condiciones de cultivo, el tamafio del indculo, la concentracion
de carbono, nitrogeno y fosforo, entre otros (Singh et al., 2017; Vohra & Satyanarayana,
2002).

5.1.1 Screening de factores

Esta etapa consiste en detectar y examinar cuidadosamente todos los factores que
pueden afectar al proceso, tanto negativa como positivamente y sobre los que el
experimentador puede ejecutar cambios, es decir, las variables controladas. Debe definirse
el dominio experimental para cada factor, como también métodos de control y medicion
precisos. Muchas veces, el numero de factores a considerar puede ser elevado, entonces, es
necesario realizar experimentos de seleccién que permitan determinar las variables
experimentales y sus interacciones que tengan una influencia significativa en la o las

respuestas analizadas (Box et al., 2005; Montgomery, 2017).
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Durante el screening de factores, estos suelen evaluarse en dos niveles (-1, +1). Este
rango es el intervalo méas amplio en el que puede variar cada uno de los factores para el
sistema estudiado. Estos factores se eligen en funcién de la informacién bibliografica o de
conocimientos previos. Los disefios estadisticos mas utilizados para esta etapa son: disefios
factoriales completos, factoriales fraccionados y Plackett-Burman (PBD), todos ellos
establecen dos niveles para cada factor. Son relativamente econdmicos, eficaces y sencillos
de llevar a cabo de manera experimental (Gutiérrez Pulido, 2012).

5.1.2 Metodologia de la superficie de respuesta

La metodologia de superficie de respuesta (MSR) permite resolver el problema de
encontrar las condiciones de operacion 6ptimas de un proceso, es decir, aquellos valores
exactos de los factores que dan por resultado “valores 6ptimos” de las variables respuestas
estudiadas (Gutiérrez Pulido, 2012; Myers et al., 2016).

La forma de la funcion (fx) que determina la relacion entre los factores y la variable
respuesta es en general desconocida. Por ello el primer objetivo de la MSR consiste en
establecer experimentalmente una aproximacion apropiada de la fy.

Los polinomios usados mas frecuentemente como funciones de aproximacion son los
de drdenes uno y dos (Gutiérrez Pulido, 2012), que nos proporcionan los siguientes
modelos:

Modelo de primer orden:

N
Y=ﬁ0+2ﬁi.xi (Ec.1)
i=1

Modelo de segundo orden:

j—1

N N N
Y=ﬁ0+ :lel +Z ZBlex]+Zﬁuxlz (ECZ)
i=1 j i=1

En la construccion de modelos de superficies de respuesta, es muy comun la
codificacion de los valores reales de los niveles de los factores, pues las distancias medidas
sobre los ejes de las variables codificadas en el espacio k-dimensional se convierten en

estandar. Esto facilita los calculos que deben llevarse a cabo para obtener el modelo de
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aproximacion e incrementa el ajuste en la estimacion de los coeficientes. Dicha

codificacion se realiza segun:

Xi—Xo

v i=1...N (Ec.3)

X; =

Donde x; corresponde a la variable codificada, X; corresponde al valor real de la
variable independiente, Xg es el valor real de la variable independiente en el punto central y
AX; corresponde al paso o diferencia entre los extremos y el punto central. A los extremos
de cada factor le corresponderén los valores +1 y -1 mientras que el punto central asumira
el valor 0. El punto central es tomado como valor de partida para definir el rango que
tomaréan los factores a ser estudiados.

En la MSR es importante tener presente las regiones de operabilidad y experimental,
en primera instancia, el punto dptimo puede localizarse en cualquier lugar de la region de
operabilidad, dentro o afuera de la region experimental. Es de esperarse que el punto
Optimo se encuentre cercano o dentro de las condiciones de operacion establecidas y por lo
tanto dentro de la region experimental inicial (Gutiérrez Pulido, 2012; Montgomery, 2017).
Es necesario generar una distribucién razonable de puntos en toda la region de interés
utilizando el menor nimero posible de puntos experimentales. De esta forma, se asegura
que para cada punto x, el valor ajustado, Y(x), esté tan cerca como sea posible del valor
real, Y(x). Los cuatro disefios mas utilizados son el disefio factorial completo, compuesto
central, Box-Behnken y centroide simplex de mezcla (Ferreira et al., 2007; Myers et al.,
2016). De estos cuatro, el disefio central compuesto (DCC) es el mas utilizado.

5.1.3 Disefio central compuesto

El DCC no sélo optimiza el proceso de produccion de biomasa, sino que también
reduce los costos y el tiempo experimental ya que minimiza el namero de experimentos que
deben realizarse en el laboratorio (Kiran etal., 2016). Un DCC consiste en (Moheman
etal., 2018):
1. Parte factorial: un disefio factorial 2%, completo o fraccional, en el que los niveles estan
codificados en la forma habitual como * 1,
2. Numero de puntos o repeticiones al centro del disefio (ng), con ng > 1,
3. Parte axial: dos puntos axiales en los ejes correspondientes a cada uno de los factores,

situados a una distancia a del centro del disefio, llamados puntos estrella (Figura 10).
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Por lo tanto, el nimero total de puntos del disefio es N = 2X + 2k + no. (Fernandez et
al, 2001).
Los disefios experimentales tendran cinco niveles, cuyos valores se encuentran dentro

y por fuera de los rangos estudiados en los disefios de screening.

puntos al centro + puntos axiales + porcion factorial = disefio de composicién central

\ \ )

Figura 10. Representacion y construccion de los DCC.

Los datos obtenidos se ajustan a una ecuacion polinémica de segundo orden mediante
un procedimiento de regresion multiple, en donde se obtiene un modelo empirico que
relaciona las variables respuestas con las variables independientes (factores) del
experimento (Vohra & Satyanarayana, 2002). La produccién de biomasa se puede predecir
a través del modelo y debe ser capaz de describir adecuadamente el comportamiento de los
datos para poder realizar predicciones estadisticas. EI modelo es apropiado cuando la
regresion es significativa (p < 0,05) y se obtiene una falta de ajuste insignificante (p > 0,05)
para el nivel de confianza seleccionado. También, es necesario analizar el coeficiente de
determinacién (R?), la distribucién normal de los residuos, validez del ANOVA vy la
homogeneidad de la varianza (Moheman et al., 2018; Myers et al., 2016).

5.1.4 Validacion
Para determina la validacion del modelo, se debe llevar a cabo una nueva serie de

experimentos en el medio de cultivo optimizado a través de los disefios estadisticos
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experimentales. Para obtener una medida cuantitativa del rendimiento del modelo, se
calculan dos indices de validacion: factor de precision (Ay) y factor de sesgo (By). El factor
de precision (Ars) es una medida de la dispersion de los resultados experimentales con
respecto a los valores predichos. El factor de sesgo (Bs) es una medida de la desviacion
media relativa de los valores predichos y observados. El valor de As resulta ser siempre
mayor o igual a 1, mientras que el factor de sesgo puede variar entre 0 <B¢>1. Un factor de
sesgo de 1 y un factor de precision de 1 representan una concordancia perfecta entre los
valores observados durante el desarrollo experimental y los predichos por el modelo. Por
otro lado, un valor de B¢ < 1 indica que el modelo suele predecir menor produccion de
biomasa que la observada y por el contrario un valor de B;>1 indica que el modelo predice
mayor produccién de biomasa que la observada. Asi mismo, un valor de A¢>1 indica una
baja precision de la estimacion media entre la produccién de biomasa observada y predicha
(Bravo et al., 2019; Gorordo et al., 2023; Mellefont et al., 2003).

6 Formulacion

Independientemente de la estrategia utilizada para la produccién y concentracion del
ACB, en necesario desarrollar una metodologia con respecto a su formulacion, ya sea
liquida o sdlida, que optimice el rendimiento, la eficacia y la vida util del producto
desarrollado (Abadias et al., 2001). Sin embargo, no todos los ACB pueden sobrevivir a las
condiciones impuestas durante el proceso de formulacion. Se puede lograr una mejora de la
viabilidad utilizando condiciones especiales durante el cultivo o afiadiendo sustancias
protectoras a la biomasa obtenida (Teixido et al., 2022).

La liofilizaciéon es una de las tecnologias mas utilizadas para la conservacion de
microorganismos, ya que estudios han demostrado que mantiene la viabilidad de los
microorganismos por afos y no requiere condiciones especiales para su conservacion (Day
& Stacey, 2007). Sin embargo, implica graves dafios para los microorganismos durante el
proceso, como la desnaturalizacion de proteinas y la reduccion de la viabilidad (de Arruda
Moura Pietrowski et al., 2015). Asimismo, la liofilizacién es el método mas caro si se
compara con otros procesos de secado (secado spray y lecho fluido) debido principalmente
al costo del equipamiento, al elevado consumo de energia y a la duracidén del proceso

(Strasser et al., 2009). Existe muy poca bibliografia sobre todos estos aspectos, ya que los
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procesos de produccién y formulacion suelen correr a cargo de empresas privadas (0 en
asociacion con ellas), por lo que estas investigaciones se llevan a cabo bajo acuerdos de
confidencialidad (Teixido 2022, Droby 2016).

Otra metodologia ampliamente utilizada es el secado spray, es un método econémico
y rapido en el que se obtienen grandes cantidades de producto, sin embargo, muy pocos
microorganismos pueden sobrevivir a las altas temperaturas que se alcanzan durante el

proceso (Teixido et al., 2022).

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 células frescas o formuladas del ACB. Los resultados de estos
experimentos a gran escala realizados con biocontroladores seleccionados son escasos a
nivel mundial (Alegre etal., 2013; Carvalho Castro et al., 2020; Chand-Goyal & Spotts,
1997; Droby et al., 1998; EI-Ghaouth, Smilanick, Brown, et al., 2000; Gorordo et al., 2022;
Govender et al., 2005; W. J. Janisiewicz & Jeffers, 1997). 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
etal., 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 fisioldgico 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 formulacién sigue siendo una
cuestion clave para los biocontroladores y su aplicabilidad en condiciones comerciales,
junto con la compatibilidad con las practicas 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
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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
comunmente utilizados para los fungicidas (Droby et al., 2016), como sistemas de tanque
de inversion, pulverizacién o cortina de liquido (drencher). De estas alternativas, la menos
recomendada son los tanques de inmersion, ya que incrementan los propéagulos de
patégenos en la solucién 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 puedas ser
aplicados (Gorordo et al., 2022; Lutz et al., 2020).

En los experimentos de eficacia de un ACB a escala semicomercial, se evalla la
incidencia natural con y sin la aplicacion de ACB, luego de un determinado periodo de
conservacion de la fruta en cdmaras frias de postcosecha. Estos ensayos son necesarios para

el proceso de registro de los biocontroladores.

8 Levaduras como agentes de control bioldgico

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 & Prasad, 2009; Starmer &
Lachance, 2011; Buzzini et al., 2012). Tienen una alta tolerancia a las condiciones
ambientales estresantes como bajas y altas temperaturas, desecaciéon, amplio rango de
humedad relativa, bajos niveles de oxigeno, fluctuaciones de pH, radiacion UV, que
prevalecen durante las etapas de pre y postcosecha. Ademas se adaptan al microambiente
presente en los tejidos de la fruta, alta concentracion de azdcar, alta presion osmética y bajo
pH (Spadaro & Droby, 2016). Son capaces de adaptarse y crecer de forma rapida en medios
de cultivos basados en sustratos econdmico a pequefia y gran escala, lo que facilita y
economiza su produccion (Spadaro etal., 2010). No producen esporas 0 micotoxinas
alergénicas a diferencia de los hongos filamentosos, y tienen requisitos nutricionales

simples que les permiten colonizar superficies secas durante largos periodos de tiempo
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(Spadaro & Droby, 2016).
biotecnoldgicas con un elevado potencial para distintos fines. Como ACB de las

Estas caracteristicas hacen que sean herramientas

enfermedades de postcosecha las levaduras tienen ventajas sobre otros microorganismos, ya
que son la comunidad mas abundante cuando los frutos estan maduros y estan mas
adaptadas a las bajas temperaturas que las bacterias (Buzzini & Margesin, 2014; Ferreira et
al., 2023; Hu et al., 2015; Luo et al., 2019; Margesin, 2009). Debido a estas caracteristicas,
una gran cantidad de los ACB reportados en bibliografia son levaduras. En un periodo de
60 afios, de 1963 a 2023, se han realizado numerosos estudios sobre la aplicacion de

mecanismos de biocontrol en el sector agroalimentario (Tabla 4).

Tabla 4. Especies de levaduras aisladas a partir de frutas con capacidad biocontroladora
sobre patdgenos de postcosecha.

Fruta Especie de levadura Patdgeno Referencia
Manzana, Hanseniaspora uvarum P. expansum Doores &
pera B. cinerea Splittstoesser, (1983)
Uva Metschnikowia fructicola B. cinerea Kurtzman & Droby,
(2001)
Tomate Candida guilliermondii B. cinerea Saligkarias et al.,
Candida oleophila (2002)
Cerezas Aureobasidium pullulans B. cinerea, Monilinia Schena et al., (2003)
laxa
Ciruelas, Aureobasidium pullulans Monilinia laxa Zhang et al., (2010)
duraznos
Higo Hanseniaspora opuntiae B. cinerea, Ruiz-Moyano et al.,
Metschnikowia pulcherrima Cladosporium (2016)
cladosporioides,
Monilinia laxa, P.
expansum
Naranja Saccharomyces cerevisiae P. italicum da Cunhaetal.,
Candida stellimalicola (2018)
Pera Vishniacozyma victoriae P. expansum B. cinerea Lutz et al., (2020)
Pichia membranifaciens
Manzana, Aureobasidium pullulans P. digitatum, P. Agirman & Erten,
limon Meyerozyma guilliermondii expansum (2020)
Kiwi Vishniacozyma victoriae B. cinerea Nian et al., (2023)

8.1 Biologia de las levaduras

El uso de levaduras se ha convertido en una préactica habitual en diversos campos,

como la industria de las fermentaciones, la industria alimentaria, la ciencia médica, la
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investigacion y la agricultura (Mukherjee et al., 2020). Las levaduras pertenecen al grupo
de los hongos; en su mayoria organismos unicelulares, que se reproducen por gemacién o
por fision. Las levaduras pueden clasificarse en Ascomycetes (por ejemplo,
Saccharomyces, Pichia, Hanseniaspora, Candida) y Basidiomycetes (por ejemplo,
Cryptoccocus, Filobasidiella, Rhodotorula, Vishniacozyma). En Kurtzman et al. (2011) se
describen aproximadamente 1500 especies de levaduras.

Las levaduras se encuentran ampliamente distribuidas en microbiomas en todo el
mundo, crecen en todo tipo de sustratos y ambientes, son capaces de colonizar ambientes
terrestres, aéreos y acuaticos. Generalmente viven sobre la superficie de plantas y animales,
aunque también se las encuentra en el agua e incluso en ambientes extremos como
glaciares, océanos, lagunas acidas, etc. (Sangorrin et al., 2014).

Todas las especies de levaduras conocidas hasta el momento asimilan glucosa y
fructosa. Utilizan estos sustratos aerébicamente como fuente de carbono y energia; mientras
que sélo algunas pueden fermentarlos en condiciones de anaerobiosis. Otras levaduras
también son capaces de asimilar y degradar moléculas orgénicas que incluyen: lipidos,
compuestos aromaticos, acidos nucleicos, proteinas y polisacaridos complejos (Kurtzman
etal., 2011).

Dada su gran versatilidad, adaptabilidad y disponibilidad, las levaduras constituyen
uno de los grupos microbianos mas relevantes en biotecnologia (Buzzini & Margesin,
2014).

8.2 Levaduras como ACB en Argentina

En Argentina el control de enfermedades flngicas en la postcosecha se ha basado en
fungicidas sintéticos. Sin embargo, hay pocos principios activos eficientes y registrados en
el pais. El control bioldgico se presenta como una alternativa prometedora para la
produccion organica e integrada (Robiglio etal., 2011). 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 los ultimos afios, ha habido un aumento de estudios en Argentina sobre el uso de

levaduras antagonistas para abordar la problematica de los patogenos de postcosecha,
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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) y 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 accidn
inhibitoria de cepas de levaduras sobre el crecimiento de mohos patégenos (del género
Penicillium) sobre citricos de las provincias de Jujuy, Entre Rios y Tucuman, (Ahrendts &
Carrillo, 2004; Diaz et al., 2020; Visintin et al., 2007).

En el grupo de investigacion donde fue desarrollada la presente Tesis doctoral se
seleccioné a Cystofilobasidium capitatum por su capacidad controladora sobre P.
crustosum y M. piriformis en frutas finas de la Patagonia (Ldpez et al., 2016 y Villalba
etal., 2016). Asi mismo se han seleccionado y patentado el uso de levaduras nativas
(Pichia membranifaciens y Vishniacozyma victoriae) con capacidad biocontroladora sobre
P. expansum y B. cinerea en peras (Robiglio et al., 2011, Lutz et al., 2012 y 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 y 2023).

8.3 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 etal., 2019). No es
capaz de crecer mas alla de los 25°C por lo cual no es patdgena 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).
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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 Vishniacozyma 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 fitopatdgenos (Gramisi et al., 2018). Ademas, esta
levadura mostro capacidad de inhibir la germinacién 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 simulacién gastrica y no se detectd
actividad fosfolipasa (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 patégenos P. expansum y B. cinerea con el
fin de desarrollar una combinacion que mejore el biocontrol de estos patdgenos en la
postcosecha de pera. Determinaron gque la manipulacion del entorno quimico mediante la
adicion de
CaCl, 2% da como resultado una actividad antagonica mejorada de V. victoriae contra dos
enfermedades fangicas 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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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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Hipdtesis de trabajo

El escalado de la produccién de la levadura Vishniacozyma victoriae NPCC 1263 con
medios econdmicos logra producir grandes cantidades de biomasa fresca y seca que
conserva la capacidad antagonica para ser usada en el control biolégico de enfermedades

postcosecha en peras.

Objetivo general

Optimizar un medio de cultivo y escalar el desarrollo de biomasa de Vishniacozyma
victoriae NPCC 1263, levadura seleccionada para el control bioldgico en postcosecha de

peras.

Objetivos especificos

¢ Aplicar Disefios Estadisticos Experimentales para optimizar la produccion de
biomasa de V. victoriae NPCC 1263 en medio economico utilizando dos residuos
agroindustriales a nivel de 100 mL.

¢ Caracterizar los parametros de produccion de biomasa de V. victoriae NPCC 1263
en el medio optimizado en reactor batch y semicontinuo de 15 L.

¢ Escalar la produccion de biomasa en el medio optimizado en batch de 100 L en
planta piloto.

¢ Evaluar la viabilidad de las levaduras luego del secado por liofilizador y secado
spray.

¢ Aplicar en linea comercial de empaque de peras la biomasa obtenida en las
diferentes escalas de produccion empleando la preparacion fresca y seca-rehidratada
de las levaduras.

¢ Evaluar la capacidad antagonista de las levaduras en aplicaciones en linea de
empaque Yy su capacidad de crecer sobre la superficie de las frutas durante el periodo

de conservacion en camaras frigorificas.
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1 Preparacion del material biolégico y vegetal
1.1 Microorganismo y preparacion de indculo

Esta levadura V. victoriae NPCC 1263 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.” Lugar de presentacion: Instituto Nacional de la Propiedad Industrial. N° de
presentacion:  20120101053.  Inventores:  Sangorrin/Sosa/Lopes/Lutz.  Titulares:
CONICET/Universidad Nacional del Comahue.

La levadura V. victoriae NPCC 1263 se conserva en glicerol 20% v/v a -20°C en la
Coleccion de Cultivos de la Patagonia Norte, North Patagonian Culture Collection (NPCC),
Neuquén, Argentina. Para obtener un cultivo fresco de la levadura se siembra una alicuota
de 10 pL del vial del cepario en placas de glucosa, peptona y extracto de levadura agar
(GPY Agar: Extracto de levadura 5 g/L; Peptona 5 g/L; Glucosa 40 g/L; Agar 20 g/L)
durante 48 h a 20°C. Para cuantificar el nimero de células de levaduras para iniciar los
cultivos, se realiza una suspension en agua destilada estéril (ADE) y se cuantifica el

namero de células por mL en camara de Neubauer.

1.2 Frutas de produccién organica

Para la evaluacion de la efectividad del ACB en ensayos a escala semicomercial se
emplearon peras de los cultivares Beurré D’Anjou y Packham’s Triumph y manzanas del
cultivar Red Delicious. Todas las frutas, de produccion organica, 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
distintos varietales de las frutas ensayadas fueron cosechados con madurez fisiol6gica
siguiendo las préacticas tradicionales del manejo postcosecha y conservados en camaras

frigorificas (-1/0°C y 95% de HR) hasta realizar el ensayo.
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1.3 Frutas de produccién convencional

Se emplearon peras del cultivar Packham’s Triumph y manzanas del cultivar Red
Delicious. Las frutas de produccién convencional con CAPTAN® 0,2% v/v y CERCOBIN®
0,15% v/v, fueron provistas por Cooperativa Los Pioneros Ltda. Esta se encuentra ubicada
en la ciudad de General Roca, provincia de Rio Negro, quien también cedid sus
instalaciones para el ensayo en linea y conservacion en camara fria en la temporada 2022
(Convenio Exp. N° CONICET 8915-2014). Los distintos varietales de las frutas ensayadas
fueron cosechados con madurez fisioldgica siguiendo las précticas tradicionales del manejo
postcosecha y conservados en camaras frigorificas (-1/0°C y 95% de HR) hasta realizar el

ensayo.

2 Optimizacion de medios de cultivos
2.1 Evaluacion del crecimiento de las levaduras en diferentes medios de cultivo

Se utilizaron para disefiar los medios de cultivo para V. victoriae dos fuentes de
carbono diferentes provenientes de residuos agroindustriales para la optimizacion de
medios. En primer lugar, se utilizé suero de queso en polvo (SQP), marca Vacalin®, que
sirvio como fuente de carbono, energia y otros elementos nutricionales para el crecimiento
de la levadura. La composicion quimica de este residuo es de lactosa (75 % p/p) y proteinas
(15 % p/p). Se prepard una solucién concentrada de suero de queso (20 %) en agua
destilada, se esterilizd en autoclave durante 20 min a 121°C, para permitir la precipitacion
de la caseina, y después se filtr6 en condiciones asépticas. La solucion concentrada
finalmente es diluida hasta alcanzar las concentraciones requeridas en las diferentes
condiciones de medios de cultivo evaluados.

En segundo lugar, se utiliz6 mosto de manzana (MM) obtenido de la produccion de
sidra de un establecimiento de la ciudad de Allen, Rio Negro (Saenz Briones y Cia S.A) en
las temporadas 2021, 2022 y 2023. Se esteriliz6 en autoclave durante 20 min a 121°C y
después se filtro en condiciones asépticas. EI mosto fue diluido hasta alcanzar las
concentraciones evaluadas para el crecimiento de la levadura.

Se realizaron ensayos preliminares en Erlenmeyer de 100 mL para evaluar el
crecimiento de V. victoriae con concentraciones crecientes de SQP o MM a 20°C con

velocidad de agitacion de 150 rpm. Los cultivos que contenian SQP se combinaron con
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sulfato de amonio ((NH4).SO,), fosfato diacido de potasio (KH,PQO,), sulfato de magnesio
(MgSO,) y dextrosa. Por otro lado, los cultivos que contenian MM se combinaron con
fosfato diacido de potasio (KH,PO,), sulfato de magnesio (MnSQO,), sulfato ferroso
(FeS0O,), sulfato de cinc (ZnS0Oy), urea y biotina. Todos los medios de cultivo se prepararon
con agua destilada y esterilizados en autoclave por vapor saturado a 1 atm de sobrepresion
(121°C, 2 atm, 20 min).

2.2 Modelado del crecimiento
Los resultados de cada experiencia fueron ajustados con el modelo de Gompertz

propuesto por Zwietering et al. (1990)
y=A*exp{— exp I(M) (l—t)+1l} (Ec.4)

donde pmsx €s la velocidad especifica de crecimiento méxima, A el valor méximo de
densidad Optica alcanzado y | la duracion de la fase de latencia. Siendo pmsx, A Y |
parametros de ajuste del modelo.

y=Ln(N¢No), No y N; son la densidad dptica inicial y a un tiempo t respectivamente.
A=Ln(N./No) es el maximo valor de densidad Optica alcanzado con N, como asintota
méaxima. 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 célculos
fueron realizados utilizando el paquete estadistico STATISTICA 8.0.

2.3 Disefio estadistico experimental (DEE)

El disefio experimental para la optimizacion de los dos medios de cultivo se realizd
mediante el uso del software STATISTICA 8.0, eligiendo un Disefio Central Compuesto
(DCC) con puntos estrella y la adicién de puntos centrales. Se seleccionaron diferentes
factores para la evaluacion, teniendo en cuenta los requerimientos de la levadura reportados
en bibliografia (Kurtzman et. al, 2011) y en datos previos del laboratorio (Gramisci 2019).
Se codificaron los valores de los factores que resultaron ser significativos para el
crecimiento de las levaduras. Se utiliz6 la metodologia de Superficie de Respuesta (MSR)

para analizar los valores obtenidos de la variable respuesta estudiada en cada una de las
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condiciones del disefio experimental. Para conocer las concentraciones optimas de cada
uno de los factores que componen el medio de cultivo y que maximizan el valor de la
variable respuesta, se empleo la ecuacion de segundo grado obtenida a partir del analisis del
DCC y el método de las derivadas parciales, estos resultados se contrastan con aquellos
observados en los graficos de superficie de respuesta.

Para optimizar un medio de cultivo basado en SQP se evaluaron cinco factores: SQP
(X1), dextrosa (X2), (NH4)2SO4 (X3), MgSO4 (X4) y KH,PO4 (Xs). Cada factor se estudid
en cinco niveles diferentes (-a, -1, 0, +1, +a). Se realizaron 27 ensayos y los puntos estrella
(+a)) se situaron a + 2 del centro para tener en cuenta la rotabilidad, lo que permite realizar
predicciones con la misma precision en todas las direcciones de la superficie ajustada
(Montgomery, 2017).

2.4 Validacion de medios de cultivos optimizados

Para la validacion de los modelos se llevaron a cabo una nueva serie de experimentos
haciendo crecer la levadura en los medios optimizados. Se realizaron cultivos a escala
laboratorio de 100 mL y 1000 mL conteniendo las concentraciones optimizadas de cada
medio de cultivo y un inéculo fresco de inicio de 1x10° cel/mL. Se determinaron los
valores de peso seco (g/L), la absorbancia a 640 nm y el valor A (Ln (DO¢/DQ;)). Los
crecimientos a nivel de reactor (12 L), también sirvieron para validar los medios de cultivo.
Para obtener una medida cuantitativa del rendimiento de los modelos, se calcularon los
factores de validacion: factor de precision (Af) y factor de sesgo (Byf), segun Mellefont
et al.,(2003).

3 Meétodos analiticos
3.1 Cuantificacion del crecimiento de las levaduras
El crecimiento de las levaduras a lo largo del tiempo de cultivo se cuantificd por
medicion de densidad Optica a 640 nm. 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
ADE y se secO en estufa a 105°C hasta peso constante. Para cuantificar el nimero de
levaduras viables, se cuantificd inicialmente el nimero de células por mL en camara de

Neubauer, se realizaron diluciones en condiciones de esterilidad y se sembraron 100 pL de

53



las suspensiones en agar GPY con espatula de Drigalsky esterilizada a la Ilama del

mechero, para obtener un recuento de colonias entre 30 y 300 UFC al cabo de 48 h a 20°C.

3.2 Cuantificacion de azucares

La cuantificacion de azucares reductores se realizo por el método colorimétrico DNS
(Miller, 1959). Se afiadieron 100 pL de &cido 3,5 dinitrosalicilico (DNS) a 100 pL de
muestra, se incub6 a 100°C durante 5 min y se detuvo la reaccion con hielo. Se afiadio 1
mL de agua destilada y se midio la absorbancia a 540 nm. Se utiliz6 un patrén 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
reactores batch y semicontinuo se analizaron mediante HPLC. Se utilizé una columna
SHODEX SP810, 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.

3.3 Cuantificacion de nitrogeno 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
afiadieron
2 mL de reactivo a 10 puL de muestra, se incub6 a 37°C durante 5 min y se detuvo la
reaccion con frio. Se midié la absorbancia a 570 nm. Se utiliz6 un estandar de urea 60 g/L
para la determinacion de amonio en las muestras.

La cuantificacion de nitrogeno facilmente asimilable (FAN) se realiz6 por el método
de Sgrensen (Sgrensen, 1908). Se agregan 10 mL de formol a 50 mL de muestra con pH=8.

La solucién es titulada con NaOH 0,1 N hasta alcanzar nuevamente pH=8.

3.4 Determinacion de proteinas
La cuantificacion de la concentracion de proteinas en el sobrenadante se realizé por el
método descripto por Lowry et al., (1951). Se agregd 1 mL de reactivo a 10 pL de muestra,

luego de 10 minutos, se agregan 100 uL de reactivo de Fooling y se dejé reaccionar durante
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30 minutos a temperatura ambiente. La concentracion de proteina se determind mediante

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

4 Produccion de biomasa
4.1 Reactor a escala laboratorio

La produccién de biomasa a escala laboratorio se llevé a cabo utilizando un reactor
de 15 L de capacidad maxima con un software de control (NovaScada) (Figura 11). El
reactor estd 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 méxima 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 um. Todas

las fermentaciones se llevaron a cabo a 20°C, 300 rpm y 0,64 vvm de aireacion.

Figura 11. (A) Reactor escala laboratorio con motor y equipo de refrigeracién. (B) Parte

interna del reactor, agitadores, serpentin y aireador. (C) Software de control.
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4.1.1 Reactor batch

Se realizaron cultivos en Erlenmeyer de 250 mL con 100 mL para cada uno de los
medios de cultivo optimizados (basado en SQP o0 MM). Estos cultivos se empelaron como
indculo fresco (1x10° cel/mL), se crecié hasta la mitad de la fase exponencial y en ese
momento se incorpord 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 inocul6 el reactor con 11 L del
mismo medio de cultivo. Durante el cultivo en el reactor se cuantifico la DO a 640 nm y se
tomaron muestras a diferentes tiempos para cuantificar peso seco, concentracion de azucar
y amonio. El cultivo se crecio hasta antes de alcanzar la fase estacionaria, momento que se
determiné por el grafico logaritmico del crecimiento. Una vez finalizado el cultivo se
cosechd la biomasa por centrifugacion en una centrifuga SORVALL RC 5C plus o por
filtracion tangencial, con un filtro de fibra hueca (PVDF) de 100.000 Dal y 0,5 m? de
superficie. La biomasa obtenida se conservd en ADE o mediante liofilizacion, para ser

empleada en aplicacion en linea de empaque (Figura 13-A).

4.1.2 Reactor semicontinuo
4.1.2.1 Produccion de biomasa utilizando suero de queso proteico

Con el objetivo de evaluar otra calidad de SQP, se llevo a cabo la produccion de
biomasa en un reactor semicontinuo (RSC) en un medio de cultivo no optimizado basado
en suero de queso en polvo protéico (SQPP) con el agregado de sales. EI SQPP contenia un
35% p/p de proteinas y 48% p/p de lactosa. Debido a la baja cantidad de lactosa, esta fue
adicionada estéril al resto del medio para alcanzar 60% p/v. El ensayo se llevé a cabo en el
instituto PROIMI en la ciudad de San Miguel de Tucuman.

Para evaluar el crecimiento de la levadura se utiliz6 un reactor tanque agitado de 10 L
LH210 con un volumen de trabajo de 7 L. El medio de cultivo estaba compuesto por:
SQPP, 20 g/L; (NH4)2SO04 2 g/L; KH,PO4, 5 g/L vy lactosa, 30 g/L. Durante todo el proceso
del cultivo semicontinuo el pH se mantuvo entre 4,5y 5,7 y la temperatura entre 20,5 y
21,7°C. La agitacion aument6 de 250 a 350 rpm Yy la aireacion de 1,5 vvm a 2,5 vvm. El
cultivo inicié como un reactor batch y luego de 48 horas, cuando el cultivo alcanz6 la fase
exponencial, se retiraron 3,5 L de medio de cultivo con biomasa mediante una bomba

peristaltica y se agregaron 3,5 L de medio de cultivo estéril. El procedimiento se repitio una
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vez a las 24 horas. Se alcanzo6 un volumen final de produccion de 14 L. Se determinaron las

UFC/mL para cada muestra.

4.1.2.2 Produccion de biomasa en medio optimizado

Los cultivos iniciadores del reactor se realizaron del mismo modo que para un reactor
batch. Una vez inoculado el reactor con 1 L de cultivo iniciador, el cual contenia
previamente 11 L de medio de cultivo estéril, se procedié a medir la DO a 640 nm, se
mantuvo a 20°C y 300 rpm utilizando el medio optimizado. 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 (Figura 13-C).
Antes de cada alimentacion, se retiraron 5 L del contenido del reactor y, a continuacion, se
afiadieron 5 L del medio de cultivo fresco estéril con una bomba peristaltica hasta alcanzar
una produccion de 27 L de volumen. 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 produccién. La productividad volumétrica se determina para el

proceso global de produccion.

4.2 Produccion de biomasa en reactor a escala piloto

La produccién de biomasa a escala piloto (100 L) se realiz6 en el instituto PROIMI
en la ciudad de San Miguel de Tucuman, Pcia. de Tucuman (Figura 12).

Se realizd un indculo inicial de 500 mL en Erlenmeyer de 2 L con el medio de cultivo
optimizado basado en SQP, con un indculo fresco de inicio de 1x10° cel/mL. Se creci6
hasta la mitad de la fase exponencial y en ese momento se inocul6 en un reactor de 10 L
con 8 L de medio de cultivo. Cuando el cultivo llegd a mitad de la fase exponencial, los 8,5
L de cultivo se inocularon en el reactor de 140 L con 92 L del mismo medio de cultivo,
previamente esterilizado in situ. Durante el cultivo se procedié a medir la DO a 640 nm y
tomar muestras para cuantificar UFC/mL, concentracion de azucar y amonio. El cultivo
creci0 hasta alcanzar la fase estacionaria, momento que se determind por el grafico
logaritmico del crecimiento. Una vez finalizado el cultivo se cosechd la biomasa por
filtracion tangencial. La biomasa obtenida se congelé a -20°C durante 48 h, con el agregado

de glutamato monosodico (GMS) (1% p/v) como crioprotector y suero de queso en polvo
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(30% p/v) como agente protector. Finalmente se liofilizé y se sec6 por spray. La biomasa

seca se conservo a 20°C hasta su aplicacion (Figura 13-B).

Figura 12. (A) Reactor piloto 140 L. (B) Parte interna del reactor.

4.3 Determinacion del coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno (k_a)

El coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno (k_a) se determin6 mediante el
método dindmico propuesto por Bandyopadhyay et al., (1967), para los dos medios de
cultivo optimizados tanto a escala laboratorio como escala piloto. En este método, se utiliza
la actividad respiratoria de un cultivo en crecimiento para disminuir el contenido de
oxigeno en la mezcla antes de reiniciar la aireacion. El reactor con el cultivo en desarrollo
se agita y se airea a velocidades fijas de modo que la concentracion de oxigeno disuelto
(CaL) sea constante. En ese momento, se corta el suministro de aire y la agitacion,
permitiendo que el cultivo consuma el oxigeno disponible en el medio de cultivo.

A continuacion, se reinicia el suministro de aire a un caudal constante y se mide el
aumento de Ca. con el electrodo de oxigeno disuelto al largo del tiempo. Es importante que
la concentracion de oxigeno se mantenga por encima del nivel critico (Ceit), que €s entre un
15%-20%, para que la tasa de absorcion de oxigeno por las células se mantenga
independiente de la tension de oxigeno disuelto. El proceso de medicion finaliza una vez
que la concentracion de oxigeno disuelto alcanza un valor constante (Ca.); que refleja un
equilibrio entre el suministro y el consumo de oxigeno en el sistema.

De esta forma, se obtiene una ecuacién para k_a en términos de los datos obtenidos
experimentales. La tasa de cambio en la concentracion de oxigeno disuelto es igual a la tasa
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de transferencia de oxigeno del gas al liquido, menos la tasa de consumo de oxigeno por las
celulas:

dCyy,
dt

donde —r, = qpx (rp: tasa volumétrica de conusmo de oxigeno; q,: tasa especifica de

= kpa(Ca, — Ca) — 10 (Ec.5)

consumo de oxigeno; x: concentracion de biomasa). De la representacion gréfica de la
caida de oxigeno se determina —r, como la pendiente de la recta, de la representacion

grafica del proceso de re-oxigenacion hasta alcanzar la concentracion final de oxigeno
a

disuelto en estado estacionario (Ca) se calcula dg’t“. Del gréfico de ( Z‘;‘L + ro) vst se
obtiene el valor de ki a como la pendiente de curva (-1/ ki a) y el valor de la solubilidad del

oxigeno en el medio de cultivo (C,,) de la ordenada al origen.

5 Separacion de levaduras del medio de cultivo por filtracion tangencial

La biomasa obtenida en el reactor se concentr¢ utilizando un filtro tangencial de 100
KDal de tamafio y 0,5 m? de superficie. El filtro se esterilizd previamente utilizando una
solucion 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 almacend en un
recipiente estéril hasta su uso y el sobrenadante se descarto.

El filtro cuenta con un manometro de salida, cuya presidn se ajustd mediante una
valvula de ajuste. Mientras mas cerrada se encuentra la valvula de ajuste, mayor sera la
presion transmembrana y mayor sera la cantidad de permeado filtrado. La presion del
manometro de entrada es funcion de la velocidad de la bomba y de la resistencia que
presente el filtro al paso del medio. Esta inicialmente es casi cero y a medida que el filtro se
vaya obstruyendo, ira aumentando. Se procurd no exceder 1 bar (0,1MPa) de presién de

entrada para evitar la colmatacion del filtro.

6 Evaluacion de diferentes técnicas para la formulacién del ACB
6.1 Formulacion liquida
Se evaluo la conservacion de la biomasa fresca de la levadura en frio agregando

distintos crioprotectores. Las temperaturas evaluadas fueron 4°C y -20°C, a su vez la
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biomasa se combind con GMS 1% vl/v, glicerol 10% v/v y sorbitol 15% v/v como

crioprotectores. Se evalu la viabilidad luego de 30 dias de conservacion.

6.2 Formulacion seca

6.2.1 Liofilizacion

Se realizaron ensayos para definir la mejor formulacion de la biomasa que permita
conservar la mayor viabilidad luego de la liofilizacion. Se evaluaron dos temperaturas de
congelacion (-20°C y -80°C) con el agregado de tres crioprotectores y dos agentes
protectores. Los crioprotectores utilizados fueron: GMS (1% v/v), sorbitol (1-15% v/v) y
glicerol (1% v/v). Los agentes protectores, suero de queso en polvo (30% p/v) y leche en
polvo descremada (30% p/v).

En todos los casos, luego de 48 h de congelacion se sometid a las levaduras al
proceso de liofilizacién en un equipo Christ Beta 2-8 LD plus. El liofilizador fue operado a
0,18 mbar durante 72 h y -37°C para el secado primario. En cambio, para el secado final,
fue operado a 0,14 mbar durante 1,5 h y -39°C. Posteriormente se las rehidraté durante 1
hora con ADE vy se cuantificaron UFC por recuento en placa de GPY agar (tiempo 0 de
conservacion). La biomasa liofilizada se conservo a 20°C y se evalud la viabilidad (UFC)
durante los meses de conservacion. El porcentaje de viabilidad se calcul6 considerando el

total a las levaduras vivas iniciales del tiempo cero de la liofilizacion.

6.2.2 Secado spray
Se evalud el secado por spray para la biomasa utilizando GMS (1% p/v) como
crioprotector y suero de queso en polvo (30% p/v) como agente protectivo. Se utilizo el
equipo BUCHI mini Spray Dryer B-290, los parametros de secado fueron, C1: temperaturas
de entrada/salida de 100°C/55°C; C2: temperaturas de entrada/salida de 80°C/49°C con un
caudal volumétrico (Q) de 100 mL/h para las dos condiciones. Posteriormente la biomasa
seca, se rehidrat6é durante 1 hora con ADE vy se cuantificaron UFC por recuento en placa de

GPY agar (tiempo 0 de conservacion) y luego de 240 dias de conservacion a 20°C.
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Placas GPY  Suspensio Erl yer: 250mL. Erl er: 2000mL. Biorreactor de 17L. Separacion de Biomasa deshidratada
con levadura acuosa de Viap=100mL Vias=1000mL V=121 biomasa fresca por por liofilizacion
NPCC 1263 levaduras filtracion tangencial
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Figura 13. Esquema de produccion de biomasa: (A) reactor batch escala laboratorio, (B)
reactor batch escala piloto, (C) reactor semicontinuo.
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7 Ensayos en linea de empaque

La evaluacion a escala semicomercial de las levaduras se llevo a cabo en un empaque
regional con manejo orgénico y otro con manejo convencional (La Deliciosa S.A,
Cooperativa Los Pioneros Ltda), incluyendo la linea de procesamiento y camaras de
almacenamiento frigorifico. A lo largo de esta tesis, la biomasa producida se aplicé durante
5 temporadas consecutivas, entre 2019 y 2023 inclusive, ordenadas cronoldgicamente
(Tabla 5). En cada ensayo, se evalud la capacidad antagonica del ACB y se comparé la
eficacia del mismo producido en los diferentes medios de cultivo propuestos, sistemas de

produccién y métodos de formulacién empleados.

7.1 Aplicacion de las levaduras antagonistas

La fruta ingresé a la linea de procesamiento en cajones bins con capacidad de 430-
450 Kg (~1500 frutas por bins). Los cajones se sumergieron en el hidroinmersor que
contenia una solucién de hipoclorito de sodio (100 ppm), siguiendo la metodologia habitual
de los empaques. Luego las levaduras se pulverizaron en el sector de aplicaciéon de
productos. La suspension de cada tratamiento con levaduras se prepar6 con agua de red. Se
utilizaron 25 L de preparacién de levaduras conteniendo 10 UFC/mL. Posteriormente al
tratamiento con levaduras, la fruta se seco en el tanel, constituido por un sistema de
ventiladores, hasta llegar al sector de clasificacion manual de la fruta. La fruta tratada y
clasificada se almacend en bandejas de cartdn, dentro de bolsas plasticas y cajas de carton,
siguiendo las practicas tradicionales del manejo postcosecha y se conservo en atmdsfera
convencional a -1/0°C y 95% HR (Figura 14).

Las levaduras se aplicaron con el agregado de 2% p/v de CaCl,, tanto fresca como
rehidratada, todos los tratamientos se prepararon con 25 L de agua de red, usandose esta

agua sin agregados como tratamiento control.
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Tabla 5. Resumen de los ensayos en linea realizados entre los afios 2019 y 2023.

- Configuracion Volumen Medio de cultivo Tratamiento* Manejo .
ARo de reactor empaque Varietal
RB RSC 12 14 27 100 SQP SQPP MM T1 T2 BFS BF BLRP BLR O C
v v v v v 4 PBD
2019 v v v v PPT
v v v v v v
2020 PED
v v v v v v PPT
2021 Vv v v v v v v v v v PPT
2002 v v v v v v v v v v PPT
v v v v v v v v v v MRD
v v v v v v v v PBD
2023 4 v v v v v v v PPT
v v v v v v v MRD

RB: reactor batch; RSC: reactor semicontinuo. SQP: medio de cultivo basado en suero de queso en polvo; MM: medio de cultivo basado en MM,;
SQPP: medio de cultivo basado en SQP protéico. T1: biomasa fresca con 60 dias de almacenamiento en frio; T2: biomasa fresca con 15 dias de
almacenamiento en frio, BFS: biomasa fresca sin el agregado de CaCl, 2% p/v; BF: biomasa fresca; BLR: biomasa liofilizada rehidratada; BLRP:
biomasa liofilizada rehidratada crecida en SQPP. O: empaque de manejo organico; C: empaque de manejo convencional. PBD: pera Beurré

D’Anjou; PPT: pera Packham’s Triumph; MRD: manzana Red Delicious.
*Todos los tratamientos fueron realizados con el agregado de CaCl, 2 % p/v a excepcion del tratamiento BFS.
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7.2 Efecto del sistema de aplicacion sobre las levaduras
Se tomaron muestras de las suspensiones de las levaduras a la salida de las boquillas
del sistema de aplicacion utilizado durante el ensayo, para establecer el efecto del sistema
de aplicacion (boquillas de aspersion o tubo perforado) 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 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 conservacién en
frio. Para ello, se colocé cada fruto en una bolsa con 100 mL de ADE, se sometieron a
agitacion y friccion manual de superficie por 2 min. Se realizaron diluciones seriadas de las
aguas de lavado y se realizo la siembra de alicuotas en GPY-agar con cloranfenicol (200
mg/L). Las placas se incubaron a 4°C durante 15 dias. Se determiné el nimero de UFC, y
los resultados se expresaron como log UFC/cm? de fruto. Para estimar la superficie de peras
se utiliz6 el método propuesto por Babic etal. (2012), mientras que para manzanas el
método propuesto por Torabi et al. (2013).

7.4 Anélisis estadisticos
La incidencia de la enfermedad causada por los tres patdgenos estudiados en los
ensayos se analiz6 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 establecié de acuerdo

con la siguiente expresion:

b
%1 =~ 100 (Ec.6)

donde % I: porcentaje de incidencia, x: nimero de frutos tratados, b: nimero de frutos

tratados y enfermos.
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Figura 14. Etapas del procesamiento de la fruta tratada con las levaduras como agentes de control bioldgico.
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RESULTADOS
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Empleo de un medio de cultivo basado en suero de queso para el

desarrollo del agente de control bioldgico V. victoriae
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1 Caracterizacion del suero de queso en polvo (SQP)

El SQP es un polvo homogéneo, de color uniforme, blanco-amarillento (Figura 15),
cuando este SQP es disuelto en agua y esterilizado, se precipitan gran cantidad de proteinas,
por lo que es necesario filtrarlo para usarlo en los medios de cultivo.

Con el objetivo de conocer la composicion del SQP que se emple6 en los ensayos, se
realizaron distintas determinaciones: azucares, amonio, proteinas y nitrégeno facilmente
asimilable (FAN). Dentro de los minerales, los mas importantes son el potasio (1100 ppm),
el fésforo (710 ppm) vy el calcio (500 ppm). Resultados muestran que el SQP posee una
elevada concentracion de azlcares reductores (incluida la lactosa) y una baja concentracion
de nitrogeno, por lo tanto, seria necesario adicionar al medio de cultivo una fuente de
nitrégeno (Tabla 6). Por otro lado, de acuerdo a la ficha técnica del SQP, este contiene
4,5% p/p de humedad.

Figura 15. 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.

Tabla 6. Caracterizacion fisicoquimica de SQP preparado en solucion 200g/L estéril.

Compuesto Concentracion
AzUcares reductores totales (g/L) 145,60 + 25,53
Glucosa (g/L) 0,76 £ 0,18
Lactosa (g/L) 135,65 + 25,70
FAN (ppm) 180,52 + 5,76
NH;" (ppm) 200 + 20
Proteinas totales (g/L) 7,53+1,43
Sodio (ppm) 280
Magnesio (ppm) 140
Fésforo(ppm) 710
Potasio(ppm) 1100
Calcio (ppm) 500
Hierro (ppm) 0,98

pH 6+£0,2

FAN: nitrégeno facilmente asimilable
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1.1 Evaluacion de SQP como medio de cultivo
Se realizaron ensayos para evaluar el crecimiento de V. victoriae con diferentes
concentraciones de fuentes de carbono y nitrégeno (factores), asi como también
micronutrientes necesarios para el crecimiento de levaduras reportados en bibliografia y en
trabajos anteriores desarrollados en nuestro laboratorio con V. victoriae. Se determinaron
los pardmetros de crecimiento obtenidos en los distintos cultivos para seleccionar la mejor

combinacion para la formulacion de un medio de cultivo (Tabla 7).

Tabla 7. Evaluacion del crecimiento de V. victoriae y parametros experimentales obtenidos

0O
m

Factores Parametros cinéticos y de produccion
X1 X5 X3 Xa Xsg A Mmax Lag X Yxis Py
(/L) (gL) (9/lb) (g/L) (g/L) (™) () (glL) (gslgs) (g/Lh)
40 - - - - 431 0,07 17 3,05 0,25 0,018
40 20 - - - 435 008 20 3,75 0,27 0,022
40 10 - - - 444 0,07 19 454 0,26 0,017
40 10 2 - 5 474 010 21 5,16 0,25 0,036
40 10 2 025 5 484 0,10 22 5779 0,26 0,040
40 - 2 025 5 445 010 56 3,58 0,27 0,026
50 - 2 025 5 434 0,08 41 5093 0,31 0,041
60 - 2 025 5 448 0,07 24 951 0,42 0,040

O NOoO OTh N -

C.E: corrida experimental. SQP (X,), dextrosa (X,), (NH4)2SO4 (X3), MgSO, (Xs) ¥ KH,PO4 (Xs).
X: concentracién final de biomasa (peso seco); Yxss: rendimiento de biomasa expresado como g de
peso seco /g de sustrato consumido; P,: productividad volumétrica, (g de peso seco/ horas x litro).

La condicién 8 (SQP 60 g/L, (NH,4),SO,4 2 g/L, MgS0,40,25 g/L y KH,PO, 5 g/L) fue
la que presentd mejor produccion de biomasa, rendimiento y productividad, por lo tanto,
esta composicion de medio de cultivo fue seleccionada para producir biomasa en

biorreactor.

2 Produccion de biomasa en reactor batch de 15 L

Se realizaron dos cultivos batch, denominados reactor batch 1 (RB1) y reactor batch
2 (RB2), con el objetivo de obtener la biomasa necesaria para evaluar la aplicacion de V.
victoriae en linea de empaque comercial (Figura 16). Se determinaron los parametros
cinéticos, de produccion de biomasa y las curvas de crecimiento (Tabla 8). Como puede
observarse en reactor el rendimiento (Yxss) es mas alto, con una menor fase lag, la misma

velocidad de crecimiento y productividad volumétrica (P,) que a nivel de frasco
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Erlenmeyer (Tabla 7). Por otro lado, el valor de Ay el peso seco fueron menores en reactor,
cuando se compara a nivel de frasco en la condicion 8 (Tabla 7).

La biomasa se dejo decantar en heladera durante cinco dias y luego se concentrd por
centrifugacion, este proceso gener0 una pérdida de viabilidad del 51% para RB1 y del
31,6% para RB2. La biomasa se mantuvo conservada en frio durante 60 (RB1) y 15 dias
(RB2) hasta su aplicacion.
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Figura 16. Curvas de crecimiento de dos reactores de V. victoriae a 20°C a escala de banco
(15 L). Curvas de crecimiento modeladas por el modelo de Gompertz modificado. (A)
Reactor 1. (B) Reactor 2. Amonio (mmm ); lactosa ( ); Ln (DO¢DO;) (——), DOy
densidad éptica de la levadura al tiempo t, DO;: densidad éptica inicial de la levadura.

Tabla 8. Parametros cinéticos de las curvas de crecimiento de V. victoriae y parametros de
produccion de biomasa en medio SQP.

Parametros cinéticos Parametros de produccion

Mmax  Lag X Yxis Py
Reactor A ! t (h UFC/mL
@ M @) (g9 (g/Lh)

RB1 316 0,07 128 96 5,78x10° 3,65 0,86 0,04
RB2 342 007 156 97 7,46x10° 4,62 0,92 0,05

Las curvas fueron modeladas por el modelo de Gompertz. pmax: velocidad especifica de crecimiento
maxima; A: Ln(DO#DO;), DOy densidad oOptica final, DO;: densidad Optica; inicial X:
concentracion final de biomasa (peso seco); Yyxss: rendimiento de biomasa expresado como g de
peso seco /g de sustrato consumido; P,: productividad volumétrica, (g de peso seco/ horas x litro).
Medio SQP: condicion 8 de la Tabla 7.

2.1 Ensayo a escala semicomercial en linea de empaque de produccidn organica de
fruta
Con el objetivo de evaluar la capacidad antagonica de V. victoriae crecida en SQP

almacenada a diferentes tiempos, se realizaron ensayos en linea de empaque en peras en las
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condiciones habituales de procesamiento y almacenamiento de la fruta. Los ensayos fueron
realizados en dos varietales de peras. Packham’s Triumph, con 1400-1500 frutas por bins
con una presion promedio de 13,3 Ib y contenido de solidos solubles (SS) del 13%. Beurré
D’Anjou con 2200-3000 frutas por bins con una presion promedio de 16 Ib y contenido de
solidos solubles (SS) del 12%. Los tratamientos se llevaron a cabo cuando la fruta tenia un
mes de almacenamiento en camara frigorifica.

Se realizaron dos tratamientos con levaduras aplicando en cada uno 1x10® UFC/mL.
T1: biomasa producida en RB1 tras 60 dias de almacenamiento en frio + CaCl, 2% p/v, T2:
biomasa producida en RB2 tras 15 dias de almacenamiento en frio + CaCl, 2% p/v. Para
calcular el porcentaje de control, los tratamientos nombrados se compararon con un
tratamiento Control (agua + CaCl, 2% p/v).

Luego de 120 dias de conservacion en el varietal Beurré D’Anjou la incidencia
natural total de enfermedades fungicas en el tratamiento control fue de 0,31%, causada
Unicamente por B. cinerea y Alternaria-Cladosporium spp. El tratamiento T1 logro
controlar a B. cinerea en un 62,96%, pero no fue capaz de controlar a Alternaria-
Cladosporium spp (Figura 17, A). El tratamiento T2 controlo el 90,32% del total de las
enfermedades flngicas, el control de B. cinerea fue de 100% y para Alternaria-
Cladosporium spp. el control fue 25%, (Figura 17, A).

Después de 180 dias de almacenamiento en camara fria, la incidencia natural total de
las enfermedades fungicas alcanz6 el 1,56% en las peras del tratamiento control (Figura 17,
B), distribuidas entre los diferentes patdgenos en: 0,98% (B. cinerea), 0,27% (P. expansum)
y 0,31% (Alternaria-Cladosporium spp.). El tratamiento T1 redujo las enfermedades
fangicas totales en un 71%, correspondiendo a los diferentes patégenos en: 78% B. cinerea,
68% Cladosporium sp. y 48% P. expansum. Por otro lado, el tratamiento T2 la redujo en un
92% el total de enfermedades flngicas, correspondiendo el 100% B. cinérea, 89% P.
expansum y 67,8% Alternaria-Cladosporium spp. (Figura 17, B).

La incidencia natural de las enfermedades fungicas sobre el varietal Packham’s
Triumph alcanzo valores mayores que en el varietal Beurré D’ Anjou. El tratamiento control
alcanzé el 1,27% de podredumbres luego de 120 dias de conservacion en camara fria, el
tratamiento T1 logrd controlar el 83,5% del total de las enfermedades, correspondiendo el
65% a P. expansum, 79% B. cinérea y 100% Alternaria-Cladosporium spp. (Figura 17, C).
Después de 180 dias de conservacion el porcentaje de incidencia natural total en el
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tratamiento control alcanzé el 2,13%, mientras que para el tratamiento T1 fue de 1,14%, lo
que evidencia un 46,5% de control del total de las podredumbres, correspondiendo al
control de los diferentes patdgenos en: 10% a P. expansum, 57% B. cinérea y 50,7%
Alternaria-Cladosporium spp. (Figura 17, D).

Resultados obtenidos en T2 sobre el varietal Packham’s Triumph no se muestran por
tener una alta incidencia natural inicial de enfermedades fungicas. Este hecho puede
deberse a un elevado porcentaje de fruta en mal estado en el bins tratado o a una incorrecta

clasificacion manual durante el procesamiento.
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Figura 17. Efecto de los tratamientos con levaduras sobre la incidencia natural total de
podredumbres tras 120 (A 'y C) y 180 (B y D) dias de almacenamiento a -1/0°C y 95% HR
en camara frigorifica para el varietal Beurré D’Anjou (A y B) y Packham’s Triumph (C y
D). Tratamientos: biomasa producida en RB1 tras 60 dias de almacenamiento en frio (T1);
biomasa producida en RB2 tras 15 dias de almacenamiento en frio (T2). Enfermedades
evaluadas: Incidencia total (M), P. expansum (M), B. cinerea (M) y Alternaria-

Cladosporium spp (¥7). Los asteriscos (*) indican diferencias significativas entre el tratamiento y el
control (agua + CaCl, 2%) segun el modelo lineal generalizado de distribucién binomial (p < 0,01; GLM).
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2.2 Efecto del sistema de aplicacion sobre la viabilidad de las levaduras
La levadura V. victoriae para actuar como ACB se aplica en la linea de empaque
sobre la fruta por rociado, para esto deben pasar por un sistema de aplicacion por
pulverizacion (toberas). Con el objetivo de evaluar la viabilidad de las levaduras luego de
este proceso, se tomaron muestras en el tanque donde se prepara la suspension de levaduras
y a la salida del sistema de aspersion (Tabla 9). Los resultados muestran una disminucion
significativa de la viabilidad de las levaduras al pasar por los picos pulverizadores,

aproximadamente dos érdenes de magnitud.

Tabla 9. Efecto de las toberas de pulverizacion sobre la viabilidad de V. victoriae.

Tratamiento T1 T2
Varietal Packham's Triump  Beurre D'Anjou Beurre D'Anjou
Tanque (UFC/mL) 4,50x10'a 6,15x10'a 7,50x10'a
Pico (UFC/mL) 8,50x10°b 4,50x10°b 5,66x10°b

Los valores dentro de una columna seguidos de diferente letra son significativamente
diferentes segun la prueba de Tukey (p < 0,05).

3 Optimizacion de la produccion de biomasa de V. victoriae
3.1 Disefio central compuesto

Con el objetivo de optimizar el medio de cultivo para el crecimiento de V. victoriae,
se evaluaron diferentes factores mediante un disefio central compuesto (DCC). Se
realizaron 27 ensayos y cada factor se estudié en cinco niveles diferentes (Tabla 10).

Tras el analisis de regresion de los datos, la ecuacion polinémica de segundo orden
resultante es:

Y = 8,25+ 2,53X; — 0,83X2 4+ 0,65Xs  (Ec.4)
donde Xi;, X3 y Xs son los factores codificados de SQP, (NH4).SO; y KH,PO,
respectivamente.

Los resultados de este estudio mostraron que el SQP y el fosfato diacido de potasio
tienen un efecto lineal significativo positivo, es decir la maxima produccion de biomasa se
obtuvo en los cultivos con la maxima concentracion de carbono y fosfato. Por otro lado, el
sulfato de amonio tuvo un efecto cuadratico significativo negativo, lo que implica que es
necesario un aporte nutricional menor para obtener la maxima produccion de biomasa
posible en estas condiciones. La dextrosa, el sulfato de magnesio y la interaccion entre

factores no resultaron significativas (Tabla 11).
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Tabla 10. Disefio central compuesto (DCC) y resultados para la optimizacion de
produccion de biomasa (X;, SQP; Xj, dextrosa; Xs, (NHj), SOs; X4, MgSQOy; y Xs,

KH,PO,).
Valores codificados Valores reales (g/L) Biomasa (g/L) t*(h)
Corrida X1 Xo X3 X4 Xs X1 Xo Xz X4 Xs Observada Predicha

1 101 -1 -1 01 20 4 04 005 75 5,25 5,04 189
2 101 -1 1 -1 20 4 04 025 25 3,67 3,78 170
3 101 1 -1 -1 20 4 2 0,05 25 3,05 2,88 170
4 1011 1 1 20 4 2 025 75 3,71 4,29 161
5 11 -1 -1 -1 20 20 0,4 0,05 25 4,36 3,72 189
6 101 -1 1 1 20 20 04 0,25 75 3,44 3,56 189
7 11 1 -1 1 20 20 2 0,05 75 5,18 5,01 137
8 ;11 1 1 -1 20 20 2 0,25 25 4,41 4,56 170
9 1 -1 -1 -1 -1 60 4 04 005 25 7,23 7,16 161
10 1 -1 -1 1 1 60 4 04 025 75 6,33 7,01 137
11 1 -1 1 -1 1 60 4 2 005 75 10,39 10,79 189
12 1 -1 1 1 -1 60 4 2 025 25 7,39 8,11 161
13 1 1 -1 -1 1 60 20 04 0,05 75 11,56 11,50 221
14 1 1 -1 1 -1 60 20 04 0,25 25 6,83 7,09 137
15 1 1 1 -1 -1 60 20 2 0,05 25 10,64 10,61 189
16 1 1 1 1 1 60 20 2 0,25 75 10,32 11,05 170
17 -2 0 0 0 O 0 12 12 015 5 0,42 0,83 170
18 2 0 0 0 O 80 12 12 0,15 5 11,96 10,95 170
19 0O 2 0 0 O 40 0 12 015 5 7,84 7,12 170
20 0O 2 0 0 O 40 28 12 015 5 9 9,12 161
21 0O 0 -2 0 O 40 12 0 0,15 5 3,68 3,89 189
22 0O 0 2 0 O 40 12 28 0,15 5 6,8 6,00 161
23 O 0 0 -2 0 40 12 12 O 5 7,99 8,76 137
24 O 0 0 2 0 40 12 12 035 5 8,32 6,95 189
25 0O 0 0 0 -2 40 12 12 0,15 O 6,56 6,69 161
26 0O 0 0 0 2 40 12 1,2 0,15 10 10,01 9,28 221
27 (C) 0O 0 0 0 O 40 12 12 0,15 5 7,65 8,25 170

*Tiempo al comienzo de la fase estacionaria.

De este modo, el modelo predijo la produccién de biomasa maxima de V. victoriae en

14,61 g/L, con los valores 6ptimos (codificados) de las tres variables significativas, X;=2,

X3=0 y Xs=2. Por lo tanto, las condiciones Optimas de cultivo fueron: SQP, 80 g/L;
(NH4)2S04 1,2 g/L; KH,POy, 10 g/L.
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Tabla 11. Coeficientes de regresion estimados a través del andlisis ANOVA para la
variable respuesta (produccion de biomasa g/L), obtenidos en el DCC con cinco factores.

Value  SD p-value
Bo-Mean/Intercept 8,2500 11,0473 0,0002
B1-lineal CWP 2,5292  0,2424 0,0000
B 11-quadratic CWP -0,5900 0,2969 0,0941
B o-lineal Dextrose 0,5017 0,2424 10,0839
B »-quadratic Dextrose -0,0325 10,2969 0,9164
B s-lineal (NH,4),SO4 0,5275 0,2424 0,0725
B s3-quadratic (NH4)2SO4 -0,8275 0,2969 0,0317
B 4-lineal MgSO, -0,4542 0,2424 0,1101
B a4-quadratic MgSQO4 -0,0988 0,2969 0,7507
B s-lineal KH,PO4 0,6458 0,2424 10,0373

B ss-quadratic KH,PO, -0,0663 0,2969 0,8308

El coeficiente de determinacion (R?) fue de 0,96, lo que indica que el modelo podia
explicar el 96% de la variabilidad de la respuesta. En este caso, el valor R? fue lo
suficientemente alto como para garantizar un ajuste satisfactorio del modelo propuesto. El
valor F del modelo de 7,51 demostr6 que el modelo aplicado para cada regresion era
significativo (valor p < 005). La Figura 18 muestra los gréaficos de superficie tridimensional
(3D) de cada par de los tres factores significativos manteniendo el tercero en su nivel cero.
La maxima produccion de biomasa predicha se indica en la superficie del diagrama de
superficie de respuesta.

La produccién de biomasa aument6 con el incremento de SQP (X1) y KH2PO4 (Xs)
hasta su punto maximo en torno a los niveles maximos de los dos sustratos (Figura 18, A).
Asimismo, la biomasa aumenté con el incremento de SQP y en el nivel medio de
(NH;)2SO,4 (X3) (Figura 18, B). Por ultimo, la produccion de biomasa aument6 con el
incremento de fosfato diacido de potasio y en el nivel medio de sulfato de amonio (Figura
18, C). Los gréficos de superficie de respuesta obtenidos muestran los mismos resultados
obtenidos con la ecuacion polindémica de segundo orden. En la figura 18, D se muestran los
valores observados de la variable respuesta respecto a los predichos por el modelo,

evidenciando un ajuste satisfactorio del modelo.
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Figura 18. Superficies de respuesta para V. victoriae analizando la produccion de biomasa
y los valores predichos frente a los observados. SQP (g/L), (NH4),SO4 (g/L) y KH,PO4
(g/L) para la méaxima produccion de biomasa alcanzada (g/L).

3.1 Validacion

Se realizaron seis experimentos para la validacion del medio de cultivo 6ptimo
obtenido en el DCC. El tiempo de recoleccion o cosecha de la biomasa fue de 192 h en
Erlenmeyer de 100 mL y 1000 mL, alcanzando una produccion de biomasa de 17,3 g/L *
0,8y 17,8 g/L + 1,0 respectivamente. Para el biorreactor de 15 L, el tiempo de cultivo fue
de 74-78 h con una produccion de biomasa de 15,04 g/L £ 0,3. Con el valor de biomasa
maxima obtenida en estos experimentos se calcularon los factores de precision (As) y de
sesgo (By). El factor A¢ proporciona una indicacion de la dispersion de los resultados dentro
de los valores predichos. El factor Bt es una medida de la desviacion media relativa de los

valores predichos y observados. Un factor de sesgo de 1 y un factor de precision de 1
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representan un acuerdo perfecto entre los valores observados y los predichos (Bravo et al.,
2019; Mellefont et al., 2003).

Los valores A; y B obtenidos fueron 1,13 y 0,91 respectivamente, estos resultados
mostraron una discrepancia del 13% y 9% cuando se compararon los valores observados y
los predichos. Los valores obtenidos son muy cercanos a 1, sin embargo, un factor de sesgo
(Bf) < 1 indica que el modelo predice una produccién de biomasa inferior a la obtenida en
estos experimentos; un factor de precision (As) > 1 indica que la estimacién media entre la

produccién de biomasa observada y predicha es menos precisa.

4 Determinacion de k.a

El suministro de oxigeno y transferencia de oxigeno, son pardmetros importantes en
la produccion de este ACB. El k.a, depende del reactor, del medio de cultivo y la
temperatura utilizada, es por eso que determinar el valor de k a es necesario para llevar a
cabo un correcto escalado. Se determind el k a mediante el método dindmico anteriormente
descripto (Figura 19). En primer lugar, se registra de manera gréfica y tabulada el proceso
de corte de suministro de oxigeno y de re oxigenacion (Figura 19, A). Durante la etapa de
suspension de la aireacion, es posible determinar la tasa volumétrica de consumo de

oxigeno 1y, ya que el descenso en la concentracion de oxigeno disuelto es lineal con

. ac
respecto al tiempo, el valor de k_a es cero y por lo tanto, la Ec. 5 queda como ;‘L = —

ac 10
(Figura 19, B). De esta manera se define como r, a la pendiente de la recta durante esta
etapa, con un valor de 0,018 mg O,/L.seg.

Durante la etapa de re-oxigenacion, los datos se ajustan a la mejor funcién y se
obtiene una ecuacion polinébmica de tercer grado, la cual es derivada analiticamente para
obtener % (Figura 19, C). Finalmente la Ec. 5 es reordenada obteniendo otra expresion,

dCyr,
dt

Cop = — (L) (dCAL + ro) + C;,. Graficando C,; VS. (

kLa dt + ro) se obtiene un valor de

kea de 23,7 h™ de la pendiente y un valor de C;; de 10,93 mg O,/L de la ordenada al origen
(Figura 19, D).
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Figura 19. Proceso de medicién de k.a. (A) Variacion de la concentracion de oxigeno
disuelto a lo largo del tiempo (B) Corte del suministro de aire para determinacion de qOx.
(C) Etapa de re-oxigenacion del cultivo. (D) Determinacion de k a mediante la pendiente
de la curva.

5 Produccién de biomasa de levadura en medio optimizado

Para evaluar el crecimiento de la levadura y la produccién de biomasa en el medio de
cultivo optimizado a mayor escala, se realizaron tres cultivos batch utilizando el biorreactor
de 15 L, denominados reactor batch 1,2 y 3 (RB1, RB2, RB3) (Figura 20). Los parametros
cinéticos y de produccion de biomasa (Tabla 12) muestran que se obtuvieron mejores
valores con este medio optimizado con respecto a los datos obtenidos previamente con el
medio sin optimizar (Tabla 8), en cuanto a produccién de biomasa en peso seco (8,3 g/L en
promedio) y productividad volumétrica (0,14 g/L.h en promedio), ya que hubo una
reduccidn en el tiempo total de cultivo y un aumento en la velocidad maxima.

La biomasa se dejo decantar en heladera durante cinco dias y luego se concentrd por
centrifugacion, este proceso gener6d una pérdida de viabilidad del 21% para RB1, 28,8%
para RB2 y del 71,5% para RB3. La biomasa se mantuvo conservada en frio durante 40
(RB1), 15 (RB2) y 8 (RB3) dias hasta su aplicacion

78



A 65 100 B s 100
[ S
601 ~& g — X KK A — — R —ep g 6.0 DR o ot s S Sl
55 e cqgu N W 55 @
= 50 i 80 3 xp @ 80
2 > i =4 5.0 ;
S 45 e [0 5 o @54 N 70
g | 3 § 4
El 4.0 \‘ = o _a-k60 % 1.0 \ L 60
o 35 5 e 1o £ & 35 ) o —h———AAmR
= 304 ‘{X o2 Boag \\. - 20
8 2,5 4 = S0 £ g 25 g A - 40
= = \i\.\t o =7 S i
S 201 A . 30 2 8 20 >4 - 0
5 15 P T~e—o—gf Z 15 i PLaniY
5 20 i o ® 5 F 20
1,0 - & 10 Ps A e
Xy ad B 0.5 ¢ T 10
S ./ N e
oo, =0 00 M — =0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 S5 60 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75
t(h) t(h)
C 65 100
6.0 1 N 9
e N R —— —~—% 90
55 e P
e
S 50 1?%’.‘: L 50
ib
g 451 e P a
g ] ~ e
g 4.0 \‘ F60 %
: 35 X R g
7 ® N Lso 2
=2 3304 \ A » =
o e 7 <
2 25 N A R
S % = ~& 5 2
=) 2,0 1 // //. r3 =
= 15 32 Mo T
4 A - 20
1,0 4 i ~
(XE B [0
oo = 0

e o o
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
t(h)

Figura 20. Curvas de crecimiento de tres reactores de V. victoriae a 20°C a escala de banco
(15 L). Curvas de crecimiento modeladas por el modelo de Gompertz modificado. (A) RB1.
(B) RB2. (C) RB3. Amonio (mmm ); lactosa ( ); Ln (DO/DOQO;) (——), DOy: densidad
Optica de la levadura al tiempo t, DO;: densidad Optica inicial de la levadura; pH (—2);
pO, (—®—): porcentaje de presién parcial de oxigeno.

Tabla 12. Parametros cinéticos de las curvas de crecimiento de V. victoriae y parametros
de produccion de biomasa en medio optimizado SQP.

Pardmetros cinéticos Pardmetros de produccion de biomasa
Mmax Lag t X Yxis Py
A h UFC/mL
(Y ) () (/L)  (9s/gs) (g/L.h)

RB1 3,83 0,083 1,89 62 7,50x10° 9,20 0,42 0,15

RB2 3,73 0,066 453 78 8,00x10® 8,59 0,87 0,11

RB3 3,558 0,068 4,49 70 2,50x10° 7,09 0,34 0,10
Mmax: Velocidad especifica de crecimiento maxima; A: Ln(DO«#DO;), DOy densidad Optica final,
DO;: densidad 6ptica; inicial X: concentracion final de biomasa; Yyxs: rendimiento de biomasa

expresado como g de biomasa (peso seco) /g de sustrato consumido; P,: productividad volumétrica.
Las curvas fueron modeladas por el modelo de Gompertz.
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5.1 Evaluacién del ACB con agregado de CaCl, a escala semicomercial en linea de
empaque de produccion organica

Para evaluar el posible efecto de cloruro de calcio como potenciador de biocontrol de
V. victoriae, se combind la biomasa fresca de los tres reactores (Tabla 12) y se aplico sobre
los varietales de pera Packham's Triumph y Beurré D’Anjou. En este ensayo se emplearon
bins con 1400-2100 frutas de cada varietal, que desde su cosecha tenian una presion de 12,6
Ib y contenido de SS de 12% para el varietal Packham's Triumph, mientras que el varietal
Beurré D’Anjou tenian una presion de 13,2 Ib y contenido de SS de 11,6% Se realizaron
dos tratamientos para cada varietal de pera, BF: biomasa con el agregado de CaCl; 2% plv;
BFS: biomasa sin el agregado de CaCl, 2% p/v. Para calcular el porcentaje de control, los
tratamientos nombrados se compararon con un tratamiento Control (agua de red).

En los ensayos realizados en el varietal Beurré D’Anjou, luego de 120 dias de
almacenamiento, se observd que la incidencia natural total de las enfermedades fungicas
alcanzo el 6,31% en el tratamiento control, mientras que para BF y BFS fue de 1,97% y
2,05% respectivamente (Figura 21, A). En el caso de BF, la levadura con adicion de CaCl,
controld un 68,8% el total de las enfermedades fungicas, correspondiendo un 83,9% a P.
expansum, 88,5% a B. cinerea y 50,1% a Alternaria-Cladosporium spp. En el tratamiento
que se aplicd levadura sin adicion de CaCl, (BFS) el porcentaje de control total fue de
67,5%, correspondiendo el 68,8% a P. expansum y 86,1% a B. cinerea, valores ligeramente
superiores que para BF. El control sobre Alternaria-Cladosporium spp. fue superior,
alcanzando el 55% (Figura 21, A).

Luego de 180 dias de conservacion de la fruta en cdmara fria los porcentajes de
incidencia de enfermedades fungicas y la capacidad control de la levadura fueron mas
evidentes (Figura 21, B). La incidencia natural de enfermedades en el tratamiento control
alcanzd el 12,89%, mientras que para BF y BFS fue de 2,65% y 4,15% respectivamente. Se
puede observar que la incidencia de las enfermedades fungicas en el tratamiento control y
en el tratamiento con levadura sin adicion de CaCl, (BFS) aumento6 en dos veces luego de
60 dias de conservacion, en cambio para el tratamiento con levadura con adicion de CaCl,
(BF) s6lo aumento 1,3 veces. Para BF los porcentajes de control alcanzados fueron 85,8%
para P. expansum, 92,6% para B. cinerea y 67% para Alternaria-Cladosporium spp., lo que
representd un 78% de control total de las podredumbres. En el caso de BFS, los porcentajes

de control disminuyeron, alcanzando el 65,1% de control total de las podredumbres. El
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porcentaje de control de cada fitopatdgeno fue: el 70,6% para P. expansum, 72,8% para B.
cinerea y 58% para Alternaria-Cladosporium spp (Figura 21, B). A partir de los resultados
obtenidos podemos observar que ambos tratamientos lograron reducir la incidencia de las
enfermedades flangicas, observandose una menor incidencia en BF, es decir que se genera
un efecto sinérgico cuando se combina la levadura con CaCl,, aumentando los porcentajes
de biocontrol sobre los fitopatogenos.

En los ensayos realizados en el varietal Packham's Triumph se observo luego de 120
dias de almacenamiento en el tratamiento control (solo agua) una incidencia total de
enfermedades fungicas del 7,1% (Figura 21, C), en su mayoria causado por Alternaria-
Cladosporium spp. (5,5%), seguido de B. cinerea (0,3%) y P. expansum (1,32%). El
tratamiento con la levadura con adicion de CaCl, (BF) logroé controlar el 41,2% del total de
las enfermedades, alcanzando un 53,3% de control para B. cinerea, 58,4% a P. expansum y
36,4% para Alternaria-Cladosporium spp. En cambio, en el tratamiento con la levadura sin
adicion de CaCl, (BFS), solo se observd un 30,1% de control sobre Alternaria-
Cladosporium spp. (Figura 21, C). Luego de 180 dias de almacenamiento, el porcentaje de
incidencia total de podredumbres en el tratamiento control alcanzo el 8,57% (Figura 21, D).
El tratamiento con la levadura con adicion de CaCl, (BF) logrd controlar en un 42,5% el
total de las enfermedades, alcanzando un control del 37,7% para B. cinerea, 57,9% a P.
expansum y 39,4% para Alternaria-Cladosporium spp. Por otro lado, el tratamiento de la
levadura sin adicion de CaCl, (BFS) solo mostré un 15,4% de control sobre Alternaria-
Cladosporium spp. (Figura 21, D). Estos resultados demuestran el efecto sinérgico del
CaCl, en combinacién con la levadura ya que los porcentajes de control obtenidos en los

BF son mayores que en BFS.
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Figura 21. Efecto de los tratamientos con levaduras sobre la incidencia natural total de
podredumbres tras 120 (A y C) y 180 (B y D) dias de almacenamiento a -1/0°C y 95% HR
en camara frigorifica para el varietal Beurré D’Anjou (A y B) y Packham’s Triumph (C y
D). Tratamientos: biomasa con el agregado de CaCl, 2% p/v (BF): biomasa sin el agregado
de CaCl, 2% p/v (BFS). Enfermedades evaluadas: Incidencia total (H), P. expansum (),

B. cinerea (M) y Alternaria-Cladosporium spp ("'). Los asteriscos (*) indican diferencias
significativas entre el tratamiento y el control (agua + CaCl, 2%) segun el modelo lineal generalizado de

distribucion binomial (p < 0,01; GLM).
5.2 Efecto del sistema de aplicacién sobre la viabilidad de las levaduras

Debido a la disminucion de la viabilidad de las levaduras al pasar por el sistema de
aplicacion por pulverizacion utilizado (Tabla 9), se decidi6 cambiar el sistema de
aplicacion en los siguientes ensayos para evitar estas pérdidas. Este nuevo sistema de
aplicacion consistié en un tubo de PVC perforado. Las levaduras fueron preparadas a una
concentracion inicial del orden de 10% UFC/mL en un tanque conectado a dicho tubo y por
gravedad se logro el rociado de las levaduras sobre la superficie de la fruta (Figura 22). Con
el objetivo de evaluar si este sistema de aplicacion influye en la viabilidad de la levadura
aplicada en linea de empaque, se tomaron muestras en el tanque de aplicacion y a la salida
del sistema de aplicacion (Tabla 13).
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Los resultados muestran que la viabilidad de las levaduras disminuye en un orden de
magnitud en el tratamiento T2 sobre el varietal Packham's Triump, en el tratamiento T1

para ambos varietales y en tratamiento T2 sobre el varietal Beurre D'Anjou no se observa

una disminucion significativa de la viabilidad al pasar por el sistema de aplicacion.

~ e e

Figura 22. Sistema de aplicacién de tubo de PVC perforado.

Tabla 13. Efecto del sistema de aplicacion en la linea de empaque comercial sobre la
viabilidad de las levaduras V. victoriae.

Tratamiento T1 T2

Packham's Beurre Packham's Beurre
Varietal Triump D'Anjou Triump D'Anjou
Tanque (UFC/mL)  2,00x10%  1,97x10%a 1,78x10°%a  2,72x10%
Pico (UFC/mL) 1,37x10%  1,31x10% 1,28x10°’b  2,18x10%

Los valores dentro de una columna seguidos de la misma letra no son significativamente
diferentes segun la prueba de Tukey (p < 0,05).

6 Evaluacion de diferentes técnicas para la formulacion del ACB
6.1 Formulacion liquida
La conservacion de la biomasa a 4°C mostré valores bajos de viabilidad con todos los
crioprotectores en comparacion a los valores obtenidos a -20°C (Tabla 14). Se observo que
el método de conservacion en GMS a -20°C fue el mejor, ya que mostrd un 37,9% de
supervivencia de la biomasa luego de 30 dias de conservacion, mientras que el glicerol y el

sorbitol mostraron solo un 4,6% y un 6,7% de viabilidad respectivamente (Tabla 14).
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Tabla 14. Supervivencia a la conservacion en frio utilizando tres crioprotectores a tres
temperaturas luego de 30 dias de almacenamiento.
Viabilidad (%)
GMS* Sorbitol Glicerol
Temperatura (1% viv) (15% viv) (10% v/v)
4°C 10,0 0,6 1,2
-20°C 37,9 6,7 4,6
* glutamato monosadico

6.2 Formulacion seca

Se realizaron ensayos para buscar un método de conservacion de las levaduras secas,
ya que como levadura seca activa (LSA) se facilitaria el manejo comercial y conservacion
hasta la aplicacion en fruta. En primer lugar, la biomasa se liofilizé utilizando GMS (1%
viv) y sorbitol (1% v/v). Antes del proceso de liofilizacion la biomasa tenia una
concentracién de células vivas de 5,6x10° UFC/mL, luego de este proceso se cuantificaron
4,1x10° UFC/mL, por lo tanto, la biomasa mantuvo el 73% de su viabilidad inicial.

Posteriormente, el mejor crioprotector seleccionado se combind con dos agentes
protectivos: suero de queso en polvo (SQP) y leche descremada en polvo (LDP), ambos al
30% p/v. Se compard la viabilidad de las levaduras luego del proceso de liofilizacion y
durante el periodo de conservacion para seleccionar la mejor combinacion

crioprotector/agente protectivo (Tabla 15).

Tabla 15. Porcentaje de viabilidad de las LSA por liofilizacién tras diferentes periodos de
almacenamiento utilizando diferentes formulados.

Viabilidad (%)

GMS (1%) + GMS (1%) +
SQP (30% p/v) LDP (30% p/v)
Tiempo
(dias) Promedio DS+ Promedio DS+
0 100a 10,53 100a 17,21

30 74,00a 13,25 96,67b 10,89
60 73,68a 12,15 80,00a 12,77
90 68,42a 6,08 46,67b 7,70
DS: desvio6 estandar. Los valores dentro de una fila seguidos de la misma

letra no son significativamente diferentes segin la prueba de Tukey (p <
0,05).

Se observd una marcada diferencia entre la eficacia de los distintos agentes

protectivos para mantener la viabilidad de la biomasa durante el almacenamiento. La
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biomasa inicial antes de la liofilizacién fue de 9,56x10'° UFC/mL, tras el proceso fue de
9,5x10” UFC/mL utilizando SQP + GMS (0,1% viabilidad) y de 7,5x10" UFC utilizando
LDP + GMS (0,08% viabilidad). El glutamato monosédico en combinacion con SQP
mostré una supervivencia de la levadura como LSA significativamente mejor en

comparacion con su combinacién con LDP tras 90 dias de conservacion (Tabla 15).

7 Ensayos a escala semicomercial en empaque organico de la levadura fresca y
liofilizada producida en diferentes configuraciones de reactor

Se evalud sobre el varietal de pera Packham's Triumph la capacidad antagdnica de
levaduras crecidas y conservadas por diferentes procesos: en batch como LSA y en reactor
semicontinuo como levadura fresca. Por otro lado, se evalud la influencia del tipo de suero
de queso empleado en el medio de cultivo, comparando tanto la productividad de biomasa
obtenida y la capacidad antagdnica de la levadura durante el ensayo en linea.

7.1 Produccién de biomasa como LSA en reactor batch con SQP

Para evaluar la biomasa como LSA en un ensayo a escala semicomercial, la
produccién de biomasa se realizé en dos cultivos batch utilizando el biorreactor de 15 L
(Figura 23). La curva de crecimiento de la levadura alcanz6 la fase estacionaria tras 74 h
de cultivo en el reactor 1 (RB1), con una produccién total de biomasa de 1,08x10°
UFC/mL; el reactor 2 (RB2) produjo 3,5x10° UFC/mL en las 78 h de cultivo. El pO, y el
pH fueron similares en ambos reactores (Figura 23, A-B). Se determinaron los parametros
cinéticos y de produccién de biomasa (Tabla 16). Se observo en los parametros de
produccion una mayor concentracion de biomasa y P, cuando se comparan con los
resultados obtenidos en reactores batch anteriores (Tabla 12), mientras que el recuento de
viables, y los parametros cinéticos son similares. La biomasa se dejé decantar en heladera
durante cinco dias y luego se concentro por centrifugacion, este proceso genero una pérdida
de viabilidad del 75,5% para RB1 y del 77,8% para RB2.
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Figura 23. Curvas de crecimiento de los dos reactores de V. victoriae a 20°C en un
biorreactor a escala de banco (15 L). Curvas de crecimiento modeladas por el modelo de
Gompertz modificado. (A) RB1. (B) RB2. Amonio (mmm ); lactosa ( ); Ln (DO¢/DOy)
(——), DO densidad dptica de la levadura al tiempo t, DO;: densidad optica inicial de la
levadura.

Tabla 16. Parametros cinéticos de las curvas de crecimiento de V. victoriae y parametros
de produccion de biomasa en medio optimizado SQP.

Parametros cinéticos Pardmetros de produccion
Mmax Lag t X Yxis Py
Reactor A h UFC/mL
(e I ()N () (/L) (gelgs)  (9/L.h)
RB1 345 0,09 347 82  108x10® 14,77°  0,44° 0,20
RB2 428 0,09 441 78 3,50x10% 1530 0,77 0,20°

Mmax: velocidad especifica de crecimiento maxima; A: Ln(DO¢DQO;), DOy: densidad éptica final,
DO:;: densidad 6ptica; inicial X: concentracion final de biomasa; Yxs: rendimiento de biomasa
expresado como g de biomasa /g de sustrato consumido; P,: productividad volumétrica. Los

valores dentro de una columna seguidos de la misma letra no son significativamente diferentes segin la prueba de
Tukey (p < 0,05).

La biomasa producida en RB1 se almacend en heladera durante 60 dias hasta su
aplicacion. La biomasa producida en el reactor 2 (RB2) se liofiliz6 utilizando la
combinacidén definida anteriormente (GMS 1% p/v + SQP 30% p/v). Antes del proceso de
liofilizacion, la biomasa concentrada tenfa 7,33x10° UFC/mL, luego de ser sometida a la
liofilizacion la viabilidad fue de 2,33x10® UFC/mL (3,2% de viabilidad). Luego de 10
meses de conservacion, la viabilidad de las levaduras disminuyd en un orden de magnitud

(5,15x10" UFC/mL) (Tabla 17).
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Tabla 17. Viabilidad celular de V. victoriae conservada por liofilizacion tras diferentes
periodos de almacenamiento utilizando GMS y SQP.

Tiempo (dias)

Viabilidad (%)

DS +

0
60
180
300

100
42,02
64,31
22,08

7,04
2,43
8,20
3,33

DS: desviacion estandar.

7.2 Evaluacion de SQP proteico para la produccién de biomasa

Con el objetivo de evaluar otra calidad de SQP, llamado suero de queso proteico

(SQPP) en cultivo semicontinuo. El cultivo alcanzé en 195 h la fase estacionaria, con dos

alimentaciones a las 75 y 120 h, alcanzando un volumen final de produccion de 14 L. Se

determinaron las UFC/mL en diferentes tiempos de cultivo y al final del cultivo se alcanz6
un valor de 9,30x10™ UFC/ mL (Figura 24).

13

12

11 4 A

10 4 /

Ln (DO¢/DO;)
b

0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 195

t(h)

Figura 24. Curvas de crecimiento del cultivo en reactor semicontinuo de V. victoriae.

Ln(DOYDO;) (—&).

La biomasa obtenida se liofilizé utilizando GMS 1% p/v como crioprotector y LDP

30% p/v como agente protectivo. Se obtuvieron 0,715 kg de biomasa total liofilizada la cual

fue almacenada durante 120 dias a 20°C hasta su aplicacion en un empaque regional con

manejo organico. La viabilidad de biomasa liofilizada se redujo en un 82,4% en

comparacion con la cantidad inicial en estado fresco. Durante la conservacién la viabilidad

pasé de 1,64x10™ UFC/g a 8,12x10° UFC/g, cantidad suficiente para realizar su aplicacién

a escala comercial para 1500 kg de fruta.
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7.3 Ensayos a escala semicomercial en linea de empaque de produccion organica
de la levadura fresca y liofilizada

Se realizd sobre peras del varietal Packham's Triumph la aplicacién a escala
semicomercial de la biomasa de V. victoriae en diferentes presentaciones para evaluar
eficacia como ACB. Cada bins tratado contenia 1300-1600 frutas, que desde su cosecha
tenian una presion de 13,5 Ib y contenido de SS de 13%.

La biomasa fue producida en dos sistemas de cultivo: i) reactor batch, tanto fresca
(BF) y liofilizada-rehidratada (BLR), y ii) en reactor semicontinuo liofilizada-rehidratada
(BLR-P). En todos los tratamientos con las levaduras fue agregado CaCl, 2% p/v. Se
determind la eficacia del biocontrol por comparacion con el tratamiento Control luego de
90 y 150 dias de almacenamiento en frio de la fruta (Figura 25).

La incidencia natural total de las podredumbres en el tratamiento control fue del
1,23% después de 90 dias de almacenamiento en camara frigorifica (Figura 25, A), los
tratamientos con el ACB fresco y liofilizado redujeron la incidencia total: 6% para BF,
52% para BLR y 44% para BRL-P. El tratamiento BF control6 26,4% a P. expansum. El
tratamiento BLR controlé el 100% de incidencia causada por B. cinerea, el 65% de
incidencia causada por P. expansum, pero no se observO control para Alternaria-
Cladosporium spp. Por otro lado, la levadura desarrollada en el sistema semicontinuo
(tratamiento BLR-P) control6 el 5,4% la enfermedad causada por B. cinerea, el 41,8% a P.
expansum y el 68,5% de control sobre Alternaria-Cladosporium spp. (Figura 25, A).

Tras 150 dias de almacenamiento, la incidencia total de las enfermedades fungicas
alcanzo el 4,06% en el tratamiento control (Figura 25, B). El tratamiento BF alcanz6 el
47% vy el 58% del control para B. cinerea y P. expansum, pero no se observé ningun control
para Alternaria-Cladosporium spp. El tratamiento con BLR redujo la incidencia causada
por B. cinerea, P. expansum y Alternaria-Cladosporium spp., alcanzando el 36%, 71% vy
55% del control respectivamente. Por ultimo, el tratamiento BLR-P redujo el porcentaje de
control sobre B. cinerea a un 14,9%, los porcentajes de control sobre P. expansum y

Alternaria-Cladosporium spp. fueron del 65,2% y 88,2% respectivamente (Figura 25, B).
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Figura 25. Efecto de los tratamientos con levaduras sobre la incidencia natural total tras 90
(A) y 150 (B) dias de almacenamiento a -1/0°C y 95% HR en camara frigorifica para el
varietal Packham’s Triumph. Tratamientos: biomasa fresca (BF) y liofilizada-rehidratada
(BLR) producida en reactor batch y biomasa liofilizada-rehidratada producida en reactor
semicontinuo (BLR-P). Enfermedades evaluadas: Incidencia total (H), P. expansum (M),

B. cinerea (M) y Alternaria-Cladosporium spp (). Los asteriscos (*) indican diferencias
significativas entre el tratamiento y el control (agua + CaCl, 2%) segln el modelo lineal generalizado de
distribucion binomial (p < 0,01; GLM).

7.4 Aplicacion y colonizacion de las levaduras en la superficie de la fruta
almacenada en frio

Se evalud la cantidad de levaduras viables en cada tratamiento antes de la aplicacion
y en el agua pulverizada mediante el sistema de aplicacion de tubo de PVC perforado
(Tabla 18). Las cantidades de levaduras aplicadas en los tratamientos BF y BLR en la linea
de empaque se redujeron en aproximadamente un orden de magnitud con respecto al
namero inicial en el agua de tanque (Tabla 18). En el tratamiento BLR-P no hubo una
reduccion de la viabilidad cuando la levadura pasé a través del sistema de aplicacion, sin
embargo, en los dos tratamientos donde la levadura se aplicé liofilizada-rehidratada hay
diferencias significativas entre los valores obtenido antes y después de pasar por el sistema
de aplicacion (Tabla 18).

Con el objetivo de evaluar si la levadura fresca y liofilizada tiene la capacidad de
crecer sobre la superficie de la fruta durante el periodo de almacenamiento, se evaluo la
viabilidad a lo largo del mismo. Al inicio del ensayo, la superficie de la pera contenia una
media de 4,77x10* UFC/fruto (3,42x10% UFC/cm?) con BF, 6,45x10* UFC/fruto (4,62x10°
UFC/cm?) con BLR vy 3,38x10* UFC/fruto (2,4x10* UFC/cm?) con BLR-P. Se observé un
crecimiento exponencial en BLR durante los primeros 30 dias de conservacion, luego se

mantuvo constante hasta los 150 dias de conservacion en frio, aumentando el nimero de
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células por superficie en 2,8 unidades logaritmicas (7,33x10° UFC/cm?). Por otro lado, en
el tratamiento BF el nimero de células de levadura crecid lentamente durante el periodo de
conservacion aumentando en aproximadamente 2,2 unidades logaritmicas a los 150 dias
(3,15x10° UFC/cm?). En el caso del tratamiento BLR-P, a pesar de tener mas
concentracion de levaduras inicial (Tabla 18), se observé una fase lag en los primeros 30
dias de conservacidn, seguido por una etapa de crecimiento exponencial durante los 30 y 90
dias. Finalmente, durante la ultima etapa de conservacion (120 dias), el numero de células
alcanzo la fase estacionaria aumentando en 3,2 unidades logaritmicas la concentracion
(6,03x10° UFC/cm?), siendo el tratamiento que alcanzo la mayor concentracion de
UFC/cm? (Figura 26).

Tabla 18. Efecto del sistema de aplicacion en la linea de empaque comercial sobre la
viabilidad de V. victoriae.

Tratamiento BF BLR BLR-P

Tanque (UFC/mL)  3,73x10"a 1,69x10'a 3,26x10'a

Pico (UFC/mL) 2,25x10%  5,72x10% 1,29x10'b

Los valores dentro de una columna seguidos de la misma letra no son
significativamente diferentes segln la prueba de Tukey (p < 0,05).
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Figura 26. Crecimiento sobre la superficie de la fruta (Ln (UFC/cm?)) durante el periodo
de conservacion en camara frigorifica. Varietal Packham’s Triumph:
BF (—¥), BLR (%), BLR-P (-e-).
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8 Produccién de biomasa en reactor con dos configuraciones: batch y semicontinuo:
evaluacion en linea de empaque convencional

Con el objetivo de comparar el crecimiento de la levadura y su efectividad antagdnica
con la produccién de biomasa en reactor semicontinuo (RSC), se realizaron ensayos en una
linea de empaque de manejo diferente. El ensayo se llevo a cabo en una empresa con
produccion convencional de frutas, que utiliza CAPTAN® 0,2% v/iv y CERCOBIN®
0,15% v/v.

8.1 Produccion de biomasa en reactor batch
Para poder producir la cantidad de biomasa para aplicar en dos varietales de fruta, se
Ilevaron a cabo dos cultivos batch utilizando el biorreactor de 15 L (Figura 27). El reactor
batch 1 (RB1) y el reactor batch 2 (RB2) tuvieron un comportamiento similar y alcanzaron
valores similares en sus parametros cinéticos y de produccion (Tabla 19). La biomasa se
concentrd utilizando el filtro tangencial, proceso que tomé cinco dias para cada reactor,

proceso en el cual la viabilidad cay6 en un 90,3% en RB1 y 65,2% en RB2.

A 60 100 B 6o 100
o — [ ——— %
55 R A ey 90 55 SR % S ae NN 90
e = - ——
% x \;>/x/

50 5,0 g
= e 80 ~ - 80
T 451 \.\ ® 45
F F70 = 5 N 0 ~
‘E 4,04 Y S 8 401 \ S
S < o N2
§ 351 " [0 "2 B 354 [60 3
¢ = A T & =" £
5 3,0 h ) A= ="TFS0 & O 301 o i 50 2
~ s 8 A S LY & =
o 25+ & S o 25 \ ~ g
2 e 40 < = \o e 40 =
|~ - o - s .
S 2.0 A b o & 20 Q
2 P W 30 & 2 TN A3 A
T 154 A *\u* B = 15 o e o
2 - — 20 = A ——- - 20

10 v S 10 1 o

05 4 /// - 10 05 4 o 10

| A
oM 0000000000 A, Ny —
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65

t(h)

t(h)

Figura 27. Curvas de crecimiento de los dos reactores de V. victoriae a 20°C en un
biorreactor a escala de banco (15 L). Curvas de crecimiento modeladas por el modelo de
Gompertz modificado. (A) RB1. (B) RB2. Amonio (mmm ); lactosa ( ); Ln (DO¢DOy)
(——), DO densidad dptica de la levadura al tiempo t, DO;: densidad Optica inicial de la
levadura; pH (—-); pO, (= ): porcentaje de presion parcial de oxigeno.
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Tabla 19. Parametros cinéticos de las curvas de crecimiento de V. victoriae y parametros
de produccion de biomasa en medio optimizado SQP.

Pardmetros cinéeticos Pardmetros de produccion
Mmax Lag ¢ X Yxis Py
Reactor A UFC/mL
Y (y () (9/L) (9x/gs) (g/L.h)

RB1 3,14 006 7,74 68 1,60x10° 952 0,62 0,14
RB2 3,17 0,06 560 68 2,75x10° 980 049 0,14

MUmax: Velocidad especifica de crecimiento méaxima; A: Ln(DO«#/DQ;), DOy: densidad dptica final,
DO;: densidad Optica; inicial X: concentracion final de biomasa; Yyxss: rendimiento de biomasa
expresado como g de biomasa (peso seco) /g de sustrato consumido; P,: productividad volumétrica.

Para obtener la cantidad suficiente de LSA y sabiendo que durante el proceso de
liofilizacion se pierde al menos un orden de magnitud, la biomasa obtenida en ambos
reactores se combing y liofilizé con GMS 1% p/v y SQP o LDP 30% p/v. La viabilidad de
biomasa liofilizada, determinada al dia de finalizar el proceso, se redujo en un 82,6% en
comparacién con la cantidad inicial en estado fresco (2,18x10° UFC/mL a 3,79x10°
UFC/mL). La LSA se almacend a 20°C durante 60 (RB1) y 30 (RB2) dias hasta su
aplicacion a escala comercial durante la temporada 2022. Una pequefia cantidad de la
biomasa liofilizada se guard6 para determinar su viabilidad durante el tiempo de
almacenamiento (Tabla 20 y 21). La viabilidad de los liofilizados resulta ser muy variable;
para RB1 la combinacion GMS-SQP conserva una mayor viabilidad a lo largo de los 180
dias de almacenamiento. Por otro lado, para RB2 durante los primeros 90 dias la misma
combinacion (GMS-SQP) es la mas adecuada. Sin embargo, luego de 150 dias, la
viabilidad es mayor utilizando GMS-LDP.

Tabla 20. Viabilidad de la biomasa de V. victoriae producida en RB1, empleando GMS 1%
p/v como crioprotector y SQP y LDP como protectivos.

RB1
SQP 30% p/v LDP 30% p/v
Tiempo (dias) Viabilidad (%) DS ()  Viabilidad (%) DS (2)
0 100a 21,80 100a 19,03
30 92,45a 18,68 31,15b 6,67
60 62,52a 5,51 49,601a 14,79
90 49,31a 6,18 8,08b 3,49
150 25,75a 13,10 6,23b 1,38
180 12,33a 3,05 5,08b 1,06

DS: desvi6 estandar. Los valores dentro de una fila seguidos de la misma letra no
son significativamente diferentes segln la prueba de Tukey (p < 0,05).
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Tabla 21. Viabilidad de la biomasa de V. victoriae producida en RB2, empleando GMS 1%
p/v como crioprotector y SQP y LDP como protectivos.

RB2
SQP 30% p/v LDP 30% p/v

Tiempo (dias)  Viabilidad (%) DS ()  Viabilidad (%) DS ()
0 100a 19,69 100a 23,72

30 78a 14,36 66,94a 14,73

60 90 35,50 ND -
90 87a 24,65 38,02b 747
150 24.50a 2,29 34,71b 5,73

DS: desvi6 estandar. ND: no determinado. Los valores dentro de una fila seguidos

de la misma letra no son significativamente diferentes segun la prueba de Tukey

(p <0,05).

8.2 Produccion de biomasa en reactor semicontinuo
Se evalu6 el sistema de configuracion semicontinuo (RSC) para produccion de

biomasa en el reactor de 15 L empleando SQP como base del medio de cultivo, ya que se
habian tenido buenos resultados con un reactor de 7 L y con SQPP (Figura 24). Con este
sistema semicontinuo en 105 h se alcanz6 un volumen final de produccion de 27 L. Se
determinaron los parametros cinéticos y de produccion de biomasa en cada una de las
alimentaciones y al final del cultivo (Tabla 22). Por ultimo, la biomasa se concentro
utilizando el filtro tangencial durante seis dias, proceso en el cual perdié el 90,2% de
viabilidad. Se almacené en heladera durante 28 dias hasta su aplicacion.

Tabla 22. Parametros cinéticos de las curvas de crecimiento de V. victoriae y pardmetros
de produccion de biomasa en reactor semicontinuo con medio optimizado SQP.

Parametros cinéticos Parametros de produccion

Hmax Lag t X Yxis Py
Reactor A UFC/mL*

Y (h (h) (9/L) (9x/gs) (9/L.h)
RB1 269 008 6 6,17 0,48
RB2 3,03 0,06 - w0 7,71 0,77
RB3 3090 002 - 105 290x107 040 o 008
RB4 291 0,02 - 8,41 0,15

Mmax: Velocidad especifica de crecimiento méaxima; A: Ln(DO«#/DO;), DOy densidad oOptica final,
DO;: densidad 6ptica; inicial X: concentracion final de biomasa; Yyxs: rendimiento de biomasa
expresado como g de biomasa (peso seco) /g de sustrato consumido; P,: productividad volumétrica.
*La suma de lo obtenido en cada uno de los batch del cultivo semicontinuo.

El porcentaje de oxigeno disuelto fue mantenido por encima del 20% vy al final del
cultivo fue de 26,8% (Figura 28). ElI consumo total de azlcares fue de 36,7 g/L y de
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nitrégeno libre de 0,54 g/L, observandose un mayor consumo en la primera y Ultima etapa
de cultivo (Figura 28). La produccion de biomasa promedio fue de 8,2 ¢/L. La
concentracion de azucares, amonio y oxigeno aumentan con cada recambio de medio de

cultivo, mientras que la concentracion de biomasa disminuye (Figura 28).
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Figura 28. Produccion de biomasa en reactor semicontinuo de V. victoriae a 20°C en un
biorreactor a escala de banco en medio optimizado. pO,: porcentaje de presion parcial de
oxigeno.

8.3 Ensayos a escala semicomercial en linea de empaque de produccion
convencional
Este ensayo en el empaque de produccion de fruta convencional se realiz6 para
evaluar la efectividad de V. victoriae como ACB en este tipo de fruta y el
acondicionamiento fisiologico del ACB crecido en las diferentes configuraciones de
produccion de biomasa (batch y semicontinuo), tanto fresca como liofilizada. Se realizaron

dos tratamientos, BF: biomasa fresca crecida en reactor semicontinuo y BLR: biomasa
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liofilizada-rehidratada crecida en reactor batch, ambos tratamientos con el agregado de
CaCl, 2% p/v sobre peras de varietal Packham's Triumph y manzanas de varietal Red
Delicious. Cada bins de Packham's Triumph tratado contenia entre 1600-1800 frutas y cada
bins de Red Delicious entre 1000-1400 frutas. Para calcular el porcentaje de control, los
tratamientos nombrados se compararon con un tratamiento Control (agua de red + CaCl,
2% piv).

Luego de 150 dias de conservacion, la incidencia de enfermedades fungicas naturales
en el varietal Packham’s Triumph fue de 1,10% en total, tanto para el tratamiento control
como para BF y de 1,13% para el tratamiento BLR (Figura 29, A). El tratamiento BF logro
controlar a B. cinerea en un 100%, el tratamiento BLR controla a B. cinerea en un 59,2% y
a Alternaria-Cladosporium spp. en un 100%, mientras que ninguno de los tratamientos
logré controlar a P. expansum. Luego de 180 dias de conservacion, la incidencia total de
enfermedades fungicas en el tratamiento control alcanzd el 1,77%, mientras que en BF y en
BLR fue de 2,14% y 1,58% respectivamente (Figura 29, B). El tratamiento BF logré
controlar a B. cinerea en un 35,2%, el tratamiento BLR controla a B. cinerea en un 49% vy a
Alternaria-Cladosporium spp. en un 66%.

Para el caso de las manzanas Red Delicious, la incidencia natural total de
enfermedades fangicas a los 150 dias de almacenamiento fue de 0,53% en el tratamiento
control, 0,87% y 0,39% en BF y BLR respectivamente (Figura 29, C). El tratamiento BF
controld Unicamente a B. cinerea en un 2% y el tratamiento BLR en un 100% al mismo
fitopatdgeno. Luego de 180 dias, los porcentajes de incidencia de podredumbres se
elevaron a 1,33% en el tratamiento control, 1,56% en BF y 1,58% en BLR (Figura 29, D).
El porcentaje de control para B. cinerea aumentd a 35,2% en el tratamiento BF y alcanzo el
49% en el tratamiento BLR. No se observd incidencia de Alternaria-Cladosporium spp.
durante todo el periodo de conservacion. Los porcentajes de incidencia de podredumbres de
los tratamientos BF y BLR no muestran diferencias significativas con respecto al

tratamiento control.
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Figura 29. Efecto de los tratamientos con levaduras sobre la incidencia natural total de
podredumbres tras 150 (A y C) y 180 (B y D) dias de almacenamiento a -1/0°C y 95% HR
en camara frigorifica para el varietal Packham’s Triumph (A y B) y Red Delicious (C y D).
Tratamientos: biomasa fresca crecida en el RSC (BF); biomasa liofilizada-rehidratada
crecida en RB (BLR). Enfermedades evaluadas: Incidencia total (H), P. expansum (M), B.
cinerea (M) y Alternaria-Cladosporium spp (©).

8.4 Aplicacion del ACB y colonizacion de las levaduras en la superficie de la fruta
almacenada en frio.

Las levaduras viables iniciales aplicadas en los tratamientos BF y BLR en la linea de
empaque conservaron su Vviabilidad cuando pasaron a través del sistema de aplicacion de
tubo de PVC perforado, ya que no se redujeron de manera significativa (Tabla 23) sobre los
dos varietales. Sobre la superficie de la pera al inicio del tratamiento habia un promedio de
2,7x10° UFC/fruto (5,4x10' UFC/cm?) con el tratamiento BF y 2,34x10° UFC/fruto
(4,67x10" UFC/cm?) con tratamiento BLR. En el caso de la manzana Red Delicious al
inicio del ensayo, en la superficie habfa un promedio de 2,83x10° UFC/fruto (5,67x10"
UFC/cm?) con el tratamiento BF y 9,05x10° UFC/fruto (1,81x10° UFC/cm?) con el

tratamiento BLR. Los valores de UFC/cm? disminuyeron progresivamente durante los 180
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dias de conservacion. En el caso del tratamiento BF, los recuentos descienden a 25
UFC/cm?, mientras que en el tratamiento BLR descienden a 11 UFC/cm?.

Tabla 23. Efecto del sistema de aplicacion en la linea de empaque comercial sobre la
viabilidad de las levaduras y concentracion de V. victoriae.

Tratamiento BF BLR
Packham's Red Packham's Red
Varietal Triump Delicious Triump Delicious
Tanque (UFC/mL)  2,00x10°%a  1,25x10%a 6,90x10°a  4,10x10°a
Pico (UFC/mL) 1,15x10%  1,25x10% 6,70x10°%a  3,70x10%a

Los valores dentro de una columna seguidos de la misma letra no son
significativamente diferentes segln la prueba de Tukey (p < 0,05).

9 Produccion de biomasa de ACB en reactor con dos configuraciones: batch 100 L y
semicontinuo, evaluacién en linea de empaqgue orgénica

Se demostr6 anteriormente que la produccién de biomasa en RSC permite obtener
mejores resultados en cuanto a produccién de biomasa y reduccion de tiempos muertos en
comparacion con el reactor batch. Por este motivo, se llevd a cabo un nuevo RSC para
producir biomasa con el objetivo de poder comparar la produccion de biomasa en esta
configuracion de reactor con la produccion en reactor batch a escala piloto (100 L) y

realizar nuevamente ensayos en linea sobre fruta organica.

9.1 Produccion de biomasa de ACB en RSC en medio optimizado

Se determinaron los parametros cinéticos y de produccién de biomasa en el RSC para
cada una de las alimentaciones y al final del cultivo (Tabla 24). En comparacion con el
RSC anterior (Tabla 22), el mostrado en este apartado obtuvo mayor concentracion de
UFC/mL y rendimientos (Yxs). En cuanto a Py, peso seco y pardmetros cinéticos, presentan
valores similares a lo largo del cultivo. La biomasa se concentr6 utilizando el filtro
tangencial, proceso que tomd seis dias y sufrio un 99% de pérdida de viabilidad. La
biomasa se conservo en heladera durante 22 dias hasta su aplicacion.

El porcentaje de oxigeno disuelto fue de 20,3% al final del cultivo. EI consumo total
de azlcares fue de 48,4 g/L, observandose un mayor consumo de azucares en la cuarta y
tercera etapa del cultivo. EI consumo de nitrogeno libre fue 0,68 g/L, similar en todas las
etapas de cultivo (Figura 30). La produccién de biomasa promedio fue de 9,9 g/L, superior

al reactor RSC anterior.
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Tabla 24. Parametros cinéticos de las curvas de crecimiento de V. victoriae y parametros
de produccion de biomasa en reactor semicontinuo con medio optimizado SQP.

Parametros cinéticos Parametros de produccion

Hmax  Lag X Yxis Py
Reactor A t(h UFC/mL*

iy o @L (/g9 (@Lh)
RBI 305 0073 5 557 0,43
RB2 371 0060 - s 790 044
RB3 38 0028 - 0 (90K0T 4508 043 008
RB4 394 0023 - 1252 0,48

MUmax: velocidad especifica de crecimiento méaxima; A: Ln(DO«#/DQ;), DOy: densidad dptica final,
DO;: densidad Optica; inicial X: concentracion final de biomasa; Yyxss: rendimiento de biomasa
expresado como g de biomasa (peso seco) /g de sustrato consumido; P,: productividad volumétrica.
*La suma de lo obtenido en cada uno de los batch del cultivo semicontinuo.
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Figura 30. Produccion de biomasa en reactor semicontinuo de V. victoriae a 20°C en un

biorreactor a escala de banco en medio optimizado. pO,: porcentaje de presion parcial de

oxigeno.
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10 Escalado de la produccién de biomasa de ACB a 100 L en planta piloto
10.1 Dimensiones de reactores

De acuerdo a lo establecido por Doran (2013), se midieron inicialmente las
dimensiones del reactor de 15 L denominado reactor modelo (M) y del reactor de 140 L
denominado reactor prototipo (P). Luego con estos datos se calcularon las relaciones
geométricas entre dichas dimensiones (Tabla 25). Ambos reactores se encuentran disefiados
de acuerdo a los valores de especificaciones geométricas establecidos, sin embargo, el
reactor P disponible presenta similitud geométrica con el reactor M sélo en algunas
relaciones: ancho de bafles/diametro del tanque (Wge/Dt), ancho agitador/didmetro
agitador (Wg/D;), didmetro agitador/diametro tanque (Di/D+). Si bien no todos los valores
son iguales, no existen grandes diferencias en la mayoria de las relaciones calculadas
(Tabla 25).

10.2 Escalado segun k_a
Se determiné el k.a mediante el método dinamico anteriormente descripto para el
reactor M. De acuerdo a esta determinacion, se obtuvo un valor de 25,2 h™* para el reactor
P, esta minima diferencia con el valor obtenido para el reactor M (23,7 h™), nos permite
establecer como criterio de escalado, el valor de k.a.

10.3 Produccién de biomasa a escala piloto en reactor batch de 140 L

Se evaluo el crecimiento de la levadura a escala piloto (P) en un reactor de 140 L con
un volumen final de cultivo de 100 L. Se realiz6 un cultivo batch y la biomasa producida se
liofiliz6 con el objetivo de evaluar la capacidad antagénica de V. victoriae en linea de
empaque comercial. Se determinaron los parametros cinéticos de las curvas de crecimiento
y de produccion de biomasa (Tabla 26). EI consumo total de azlcares fue de 34,3 g/L y de
0,35 g/L del nitrégeno disponible, el porcentaje de oxigeno disuelto fue de 30% al final del
cultivo (Figura 31). La biomasa se concentrd utilizando un filtro tangencial escala piloto,

este proceso tomo dos horas y la biomasa no sufri6 pérdida de viabilidad.

99



Tabla 25. Comparacion escala laboratorio (M) vs escala piloto (P).

Dimensiones Modelo Prototipo
Volumen V [m?] 0,012 0,100
Diametro del tanque Dt [m] 0,21 0,40
Diametro del agitador Di [m] 0,07 0,20
Numero de agitadores - 3 3
Longitud del agitador Lg [m] 0,02 0,10
Ancho del agitador Wg [M] 0,015 0,06
Nivel del liquido H. [m] 0,36 0,80
Altura total Hr [m] 0,45 1,27
Nivel del agitador Ci[m] 0,15 0,16
Distancia entre agitadores AC [m] 0,09 0,12
Diametro del aireador Ds [m] 0,065 0,18
Nivel del aireador Ss [m] 0,025 0,115
Ancho de bafles Wer [m] 0,025 0,04
Altura total/diametro del tanque H+/ Dt [-] 2,14 3,17
Longitud agitador/didmetro agitador Ls/Di [-] 0,29 0,50
Diametro agitador/diametro tanque Di/Dt [-] 0,33 0,50
Ancho agitador/diametro agitador Ws/D;i [-] 0,21 0,30
Nivel del liquido/didmetro Tanque H./Dt [-] 1,71 2
Distancia Agitadores/diametro agitador  AC /D; [-] 1,28 0,60
Nivel del agitador/diametro tanque Ci/Dt [] 0,70 0,40
Ancho de Bafles/diametro tanque Wge/Dr [-] 0,11 0,10
2
. . ﬂ(DT —I—DT-HL]
Area Superficial Tanque/Volumen 2 [ 25,80 12,60
V

Tabla 26. Parametros cinéticos de las curvas de crecimiento de V. victoriae y pardmetros
de produccion de biomasa en el reactor a 100 L (P) con medio optimizado SQP.

Parametros cinéticos Pardmetros de produccion
Mmax Lag t (h) 4 X Yxss Py
(Y (h) (h)  (9L) (9x/gs) (g/L.h)

P 348 0,07 230 70 10 20,70 0,61 0,30

Mmax: velocidad especifica de crecimiento maxima; A: Ln(DO#DO;), DOs: densidad Optica final,
DO;: densidad 6ptica; inicial X: concentracion final de biomasa; Yyxs: rendimiento de biomasa
expresado como g de biomasa (peso seco) /g de sustrato consumido; P,: productividad volumétrica.

Reactor A
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Figura 31. Produccion de biomasa en reactor bacth de V. victoriae a 20°C en un

biorreactor P a escala piloto en medio optimizado. Ln (DO¢/DOQO;) (——), DOy densidad

Optica de la levadura al tiempo t, DO;: densidad dptica inicial de la levadura; lactosa (g/L)

(—=); pO,: porcentaje de presion parcial de oxigeno (—®-).

10.1 Secado por liofilizacién

La biomasa obtenida del reactor P se sometié a un proceso de liofilizacion en las
condiciones especificadas. Se calculo el efecto de la liofilizacion en la viabilidad de la
levadura, observandose que esta disminuye en tres Ordenes de magnitud respecto a la
levadura fresca, de 1,610 UFC/mL al tiempo cero de produccién a 2,6x10° UFC/mL como
LSA rehidratada en volumen inicial. Posteriormente se determind el porcentaje de
viabilidad de la biomasa seca luego de 330 dias de almacenamiento a 20°C (Tabla 27).
Resultados muestran que la biomasa disminuye su viabilidad durante el almacenamiento en
un 32,4% a los 90 dias.

Tabla 27. Viabilidad de V. victoriae preservada por liofilizacion como LSA luego de
diferentes tiempos de almacenamiento.

Reactor P
Tiempo (dias) Viabilidad (%) DSz
0 100 9,80
60 87,20 15,80
90 67,60 15,40
180 39,70 18,40
330 35,10 11,80

DS: desviacion estandar.

101



10.2 Secado por spray

Con el objetivo de obtener biomasa deshidratada por otro método de secado se evaluo
el secado spray. Se evaluaron dos condiciones de secado, C1: temperatura de entrada/salida
de 100°C/55°C y C2: temperatura de entrada/salida de 80°C/49°C. En los dos casos la
viabilidad de las levaduras disminuyé significativamente con respecto a su valor inicial
(Tabla 28). La viabilidad de la biomasa de 1,6x10** UFC/mL al tiempo cero de produccion
disminuye a 6,2x10° UFC/mL y 6,53x10° UFC/mL con la condicién Cl1 y C2
respectivamente, como LSA rehidratas en volumen inicial. La viabilidad durante el periodo
de conservacion disminuye a los 330 dias hasta alcanzar un 2,9% de viabilidad en C1 y
10,7% en C2. En ambas condiciones evaluadas la viabilidad obtenida luego del secado y
durante el periodo de conservacion no es suficiente para ser aplicada en ensayos a escala

comercial sobre frutas.

Tabla 28. Viabilidad de V. victoriae preservada por secado spray luego de diferentes
tiempos de almacenamiento.

Cl C2
Tiempo (dias) Viabilidad (%) DS+ Viabilidad (%) DSz
0 100 5,30 100 12,90
150 13,40 5,10 30,40 3,80
330 2,90 2,30 10,70 3,50

Cl: temperatura de entrada/salida de 100°C/55°C. C2: temperatura de

entrada/salida de 80°C/49°C. Q: 100 mL/h.
11 Ensayos a escala semicomercial en linea de empaque de produccion organica

Para evaluar la eficacia como ACB de la biomasa de V. victoriae producida en dos

configuraciones de reactor y en dos escalas (batch 100 L y semicontinuo), se realizé un
ensayo sobre sobre peras del varietal Packham's Triumph y Beurré D’Anjou y manzanas
del varietal Red Delicious. Cada bins de peras Packham's Triumph contenia 1700-2300
frutas con una presion promedio de 12,8 Ib y contenido de SS de 15%, mientras que cada
bins de Beurré D’Anjou contenia 1800-2300 frutas con una presion de 12,4 Ib y 14% de
SS. Para el caso de Red Delicious, cada bins contenia 2000-2500 frutas con una presion de
16,5 Ib y 16% de SS. Se aplicaron dos tratamientos en linea de empaque, BF: biomasa
fresca crecida en RSC a escala banco; BLR: biomasa liofilizada-rehidratada crecida en
reactor P a 100 L (Figura 32).
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Para el caso del varietal Beurré D’Anjou a los 100 dias de almacenamiento, se
observa un porcentaje de incidencia total de podredumbres del 2,61% en el tratamiento
control y de 1,42% y 1,24% en los tratamientos BF y BLR respectivamente, estas
podredumbres son causadas principalmente por Alternaria-Cladosporium spp. (Figura 32,
A). En cuanto a los porcentajes de control, el tratamiento BF logrd controlar el 45,5% del
total de las enfermedades fungicas, correspondiendo el 81,2% a Alternaria-Cladosporium
spp. y el 42,7% a P. expansum y B. cinerea. El tratamiento BLR control6 el 52,5% el total
de las enfermedades fungicas, lo que corresponde a 68,9% a Alternaria-Cladosporium spp.
y 80,6% a P. expansum. Luego de 150 dias de almacenamiento los porcentajes de
incidencia total de podredumbres ascienden a 4,45% en el tratamiento control y de 2,55% y
2,27% en los tratamientos BF y BLR respectivamente (Figura 32, B). El tratamiento BF
logré controlar el 42,7% del total de las enfermedades, correspondiendo el 40,4% a P.
expansum, 23,5% a B. cinerea y 46% a Alternaria-Cladosporium spp. El tratamiento BLR
controld el 49% el total de las enfermedades, lo que corresponde a. 74% a P. expansum y
5,9% a Alternaria-Cladosporium spp.

Para el varietal Packham's Triumph la incidencia de las enfermedades fungicas se
observé a los 150 dias de almacenamiento (Figura 32, C). La incidencia natural total en el
tratamiento control fue del 6,31% mientras que para el tratamiento BLR fue de 5,93%, la
incidencia de B. cinerea se mantuvo igual que el tratamiento control, por lo tanto, no logré
controlar a P. expansum y control6 la enfermedad de Alternaria-Cladosporium spp. en un
32,7%.

En Red Delicious los porcentajes de incidencia de enfermedades fungicas luego de
180 dias de conservacién fueron mucho mas bajos en comparacion con los varietales de
pera (Figura 32, D). Se alcanzd una incidencia total de podredumbres en el tratamiento
control del 0,87%. EIl tratamiento BF logrd controlar a P. expansum en un 67,9%, a B.
cinerea en un 57,2% y a Alternaria-Cladosporium spp. en un 24%. Por otro lado, el
tratamiento BLR control6 la enfermedad de P. expansum en un 62,5%, la incidencia de B.
cinerea fue la misma que en el tratamiento control y logré controlar a Alternaria-

Cladosporium spp. en un 11,1%.
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Figura 32. Efecto de los tratamientos con levaduras sobre la incidencia natural total de
podredumbres tras 100 (A), 150 (B 'y C) y 180 (D) dias de almacenamiento a -1/0°C y 95%
HR en cémara frigorifica para el varietal Beurré D’ Anjou (A y B), Packham’s Triumph (C)
y Red Delicious (D). Tratamientos: biomasa fresca crecida en el RSC (BF); biomasa
liofilizada-rehidratada crecida en RB 100 L (BLR). Enfermedades evaluadas: Incidencia

total (M), P. expansum (M), B. cinerea (M) y Alternaria-Cladosporium spp (). Los
asteriscos (*) indican diferencias significativas entre el tratamiento y el control (agua + CaCl, 2%) segln el
modelo lineal generalizado de distribucién binomial (p < 0,01; GLM).

11.1 Aplicacion y colonizacion de las levaduras en la superficie de la fruta
almacenada en frio
Las cantidades iniciales de levaduras vivas aplicadas en los tratamientos BF y BLR
para los tres varietales no se redujeron de manera significativa cuando se comparan los
valores obtenidos antes y después de que la levadura pase por el sistema de aplicacion
(Tabla 29).
Con el objetivo de evaluar si la levadura aplicada en el ensayo en linea tiene la
capacidad de crecer sobre la superficie de la fruta durante el periodo de almacenamiento, se
evalud la cantidad de células vivas a lo largo del mismo (Figura 33). Al inicio del ensayo,

para el tratamiento BF la superficie de Beurré D’Anjou contenia una media de
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1,53x10°UFC/fruta (1,11x10° UFC/cm?), mientras que la superficie de Red Delicious
contenia 5,13x10* UFC/fruta (3,87x10* UFC/cm?). En el tratamiento BLR, la superficie de
Packham’s Triumph contenia una media de 1,48x10° UFC/fruto (1,05x10° UFC/cm?), sobre
el varietal Beurré D’ Anjou 7,35x10* UFC/fruto (5,76x10> UFC/cm?) y sobre el varietal de
manzana Red Delicious 6,63x10* UFC/fruto (5,77x10° UFC/cm?).

La levadura aplicada en el tratamiento BF sobre el varietal Beurré D’ Anjou presenta
un crecimiento exponencial durante los primeros 60 dias de conservacion, seguido de una
fase estacionaria hasta los 150 dias de conservacion, aumentando su concentracion en 0,66
unidades logaritmicas (1,24x10° UFC/cm?). EI mismo tratamiento BF sobre Red Delicious
aumento la concentracion en 0,33 unidades logaritmicas.

Por otro lado, la levadura aplicada en el tratamiento BLR sobre el varietal Beurré
D’Anjou presentd una fase de latencia los primeros 30 dias y luego una fase exponencial
hasta los 60 dias de conservacién, alcanzando la fase estacionaria luego de los 100 dias,
aumentando su concentracion en 2 unidades logaritmicas (2,43x10® UFC/cm?). EI mismo
tratamiento BLR sobre el varietal Packham’s Triumph presentd un crecimiento exponencial
los primeros 60 dias de conservacion y luego una fase estacionaria hasta el final del periodo
de almacenamiento, aumentando su concentracion en 0,92 unidades logaritmicas. Sobre el
varietal Red Delicious la levadura aumento su concentracién en 0,18 unidades logaritmicas.

Tabla 29. Efecto del sistema de aplicacion en la linea de empaque comercial sobre la
viabilidad de las levaduras y concentracion de V. victoriae.

Tratamiento BF BLR
Varietal Beurré Red Packham's  Beurré Red
D'Anjou  Delicious Triump D'Anjou  Delicious

Tanque (UFC/mL) 3,67x10% 3,67x10° 3,50x10’a 3,50x10’a 3,20x10'a

Pico (UFC/mL)  2,80x10% 2,92x106a 2,37x10'a 2,37x10'a 2,70x10'a

Los valores dentro de una columna seguidos de la misma letra no son significativamente
diferentes segun la prueba de Tukey (p < 0,05).

105



Lo(UFC/em?)
g

0,00 @ — -
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180
t (dias)

Figura 33. Crecimiento sobre la superficie de la fruta (Ln (UFC/cm?)) durante el periodo
de conservacion en cdmara frigorifica. Packham’s Triumph: BLR (—®—); Beurré D’ Anjou:
BF (—%—), BLR (—®—); Red Delicious: BF (—#—), BLR (—®).
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Empleo de un medio de cultivo basado en mosto de manzana para el

desarrollo del agente de control bioldgico V. victoriae
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1 Caracterizacion del mosto de manzana (MM)

El MM es un liquido color rojo-cobrizo homogéneo que se obtiene a partir la
molienda y prensado de las manzanas (Figura 34). La composicién varia en funcion de la
variedad de manzana utilizada y del tipo de procesamiento aplicado para la extraccion del
zumo, especialmente en lo que se refiere al nUmero de veces que se prensan los frutos. Con
el objetivo de conocer la composicion del mosto de manzana, se realizaron distintas
determinaciones: azucares, amonio, proteinas y FAN (Tabla 30). Resultados muestran que
el MM posee una adecuada concentracion de azUcares reductores para el crecimiento de las
levaduras, los principales azlcares son la fructosa (12,6% p/v) y la glucosa (3,2% p/v),
mientras que la sacarosa es el principal disacérido (1,48% p/v).

Los minerales, también Ilamados nutrientes inorganicos, se encuentran en el jugo de
manzana. Los cationes y aniones mas importantes son el potasio (680 ppm), el calcio (140
ppm) y el fosforo (130 ppm). Otros elementos como el sodio, el cobre, el magnesio, el
manganeso, el zinc y el hierro también estan presentes en concentraciones mas bajas. En
cuanto a la concentracion de nitrogeno, presenta una baja concentracion para el desarrollo
de las levaduras, por lo tanto, seria necesario adicionar al medio de cultivo una fuente de

nitrégeno.

Figura 34. (A) Mosto de manzana estéril (MM). (B) Molienda de manzanas.
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Tabla 30. Caracterizacion fisicoquimica del mosto de manzana.

Compuesto Concentracion
Azlcares reductores totales (g/L) 143.23 £ 10,97
Sacarosa (g/L) 14.78 £ 6.73
Glucosa (g/L) 31.83 £ 5.68
Fructosa (g/L) 126.13 £ 23.90
FAN (ppm) 42.84 +4.21
NH;" (ppm) 14+1
Proteinas totales (g/L) 6.51+1.76
Potasio (ppm) 680
Faosforo (ppm) 130
Sodio (ppm) 28
Magnesio (ppm) 31
Calcio (ppm) 140
Hierro (ppm) 3.3

Zinc (ppm) 2.9
Cobre (ppm) 1.7
Manganeso (ppm) 0.4

pH 58+0.2

FAN: nitrogeno facilmente asimilable.

1.1 Evaluaciéon de MM como medio de cultivo

Se realizaron diferentes ensayos para evaluar el crecimiento de V. victoriae con
diferentes concentraciones de fuente de carbono, de nitrégeno y micronutrientes, a partir de
datos reportados en bibliografia sobre el crecimiento de las levaduras en general y en
trabajos anteriores desarrollados en nuestro laboratorio (Gramisci, 2019).

Para establecer el mejor medio de cultivo para esta especie, se evaluaron siete
factores del medio del medio cultivo y se determinaron los parametros de crecimiento y
experimentales obtenidos en cada caso (Tabla 31). Las condiciones 3 y 7 fueron las que
presentaron los mejores resultados en cuanto a produccién de biomasa, rendimiento y
productividad. Sin embargo, se selecciond la condicion 3 (MM 50% v/v, urea 1,4 g/L y
biotina 2,5 ug/L) ya que el medio de cultivo resultante es mucho mas econémico para

escalar nivel de reactor.
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Tabla 31. Pardmetros de crecimiento obtenidos para V. victoriae variando siete factores del
medio del medio cultivo.

Factores Parametros de produccion de biomasa
X1 Xs X3 X4 Xs X6 X7 A Mmax Lag t X Py
CE (g/L) (9lL) (g/b) (g9/L) (g/L) (9/L) (ug/L) (h)y (h) (g/L) (g/L.h)
1 25 08 075 15 6 1,8 1 0,18 0,04 87 139 0,32 0,002
2 7% 08 075 15 6 1 4 1,07 001 37 161 0,49 0,003
3 50 00 0 0 0 1,4 2,5 464 009 37 305 7,33 0,024
4 0 06 05 1 4 1,4 2,5 0,74 0,14 86 137 0,06 0,000
5 93 06 05 1 4 1,4 2,5 291 0,02 156 332 5,14 0,015
6 50 1,1 1 2 8 1,4 2,5 0,08 0,004 35 161 0,31 0,002
7 75 03 025 05 2 1,8 1 354 003 29 185 7,48 0,040
C.E: corrida experimental, Mosto de manzana (X;), MnSOy (X3), FeSO4 (X3), ZnSO4 (X4), KH,PO,
(Xs), urea (Xe), biotina (X;). A: Ln(DO#DO;), DOy densidad 6ptica final, DO;: densidad éptica;
inicial X: concentracidn final de biomasa; P,: productividad volumétrica.
2 Produccion de biomasa en reactor batch de 15 L
Se evalud el crecimiento de la levadura a mayor escala en la condicion de cultivo
seleccionada (MM 50% v/v, urea 1,4 g/L, biotina 2,5 ug/L) en un reactor de 15 L con un
volumen final de cultivo de 12 L. Se realizaron dos cultivos batch denominados reactor
batch 1 y 2 (RB1, RB2) (Figura 35, Tabla 32), con el objetivo de obtener la biomasa
necesaria para evaluar la aplicacion de V. victoriae en linea de empaque comercial. La
biomasa se dejo decantar en heladera durante cinco dias y luego se concentré por
centrifugacion, este proceso generd una pérdida de viabilidad del 18,2% para RB1,
mientras que no se observo pérdida de viabilidad en RB2.
A 35 b 100 B 35 p 100
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Figura 35. Curvas de crecimiento de los dos reactores de V. victoriae a 20°C en un
biorreactor a escala de banco (15 L). (A) RB1. (B) RB2. (modeladas por el modelo de
Gompertz modificado). Amonio (==m); lJactosa (==); A(—=-): Ln(DO#DO;), DOs:
densidad éptica final de la levadura, DO;: densidad Optica inicial de la levadura; pO, (- ):
porcentaje de presion parcial de oxigeno.
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Tabla 32. Pardmetros cinéticos de las curvas de crecimiento de V. victoriae y parametros
de produccion de biomasa en reactor

Pardmetros cinéticos Parametros de produccion de biomasa
Mmax  Lag t X Yx/s Pv

Reactor () ) ()  JFYN gy @) (glLh)
RB1 3,14 0,053 436 79 1,1x10° 12,98 0,37 0,16
RB2 3,07 0,055 8,38 82 7x108 13,32 0,49 0,16

MUmax: Velocidad especifica de crecimiento maxima; A: Ln(DO¢#DQO;), DOy: densidad Gptica
final, DO;: densidad Optica; inicial X: concentracion final de biomasa; Yyxs: rendimiento de
biomasa expresado como g de biomasa (peso seco) /g de sustrato consumido; P.:
productividad volumétrica. Las curvas fueron modeladas por el modelo de Gompertz.

2.1 Ensayo a escala semicomercial en linea de empaque de produccidn organica

Con el objetivo de evaluar la capacidad antagdnica de V. victoriae crecida en mosto
de manzana, se realizaron ensayos sobre el varietal Packham’s Triumph, en un empaque
regional con manejo orgénico. Debido a la pandemia de COVID en 2020, los ensayos se
retrasaron dos meses, durante este periodo la biomasa recogida en RB1y en RB2 se unifico
y se refriger6 a 4°C. Antes de realizar el ensayo en mayo del 2020, se evaluo la viabilidad
de las levaduras (UFC) en el laboratorio para hacer la dilucion correspondiente para el
tratamiento que se aplicaria. Se observo que en los dos meses de conservacion a 4°C las
UFC cayeron en 2 6rdenes de magnitud (7,7x10° UFC/mL a 1,45x10° UFC/mL). El
almacenamiento prolongado de la biomasa concentrada a 4°C podria explicar la pérdida de
viabilidad.

En este ensayo, se realiz6 un Unico tratamiento, BF: biomasa fresca crecida en reactor
batch con el agregado de CaCl, 2% p/v, para calcular el porcentaje de control se compard
con un tratamiento Control (agua de red + CaCl, 2% p/v). Se emplearon bins con 1300-
1600 unidades de peras, que desde la cosecha (febrero 2020) estaban conservadas en las
camaras frias con una presion de 13,5 Ib y 13% de SS. Los tratamientos se conservaron en
camaras frias durante cinco meses respondiendo al manejo del empaque.

Después de 90 dias de almacenamiento en camara frigorifica la fruta tratada presentd
una incidencia total del 1,23% de podredumbres en el tratamiento control (agua). El
tratamiento con el ACB redujo la incidencia total en 89%, control6 el 100% de incidencia
causada por B. cinerea y Alternaria-Cladosporium spp., y el 86% de incidencia causada por
P. expansum (Figura 36, A). Tras 150 dias de almacenamiento, la incidencia total de las

enfermedades fungicas alcanzé el 4,06%. El tratamiento redujo las podredumbres causadas
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por P. expansum, B. cinerea, y Cladosporium spp., alcanzando el 88%, 6% y 30% del
control respectivamente (Figura 36, B).

Packham s Triumph
90 dias 150 dias

4.5 A 45 B

4.0 1 4,0 1

3,5 3.5 1
S\i 3.0 1 5 3.0 A
8 2.5 A 5 2.5 4
: g
< 20 Z 20
Q s
= LS A g 15 *

1.0 1 1.0 4

0,5 A 0,5 1 *

s #
0.0 - 0,0
Control BF Control BF

Figura 36. Efecto de los tratamientos con levaduras sobre la incidencia natural total tras 90
(A) y 150 (B) dias de almacenamiento a -1/0°C y 95% HR en cdmara frigorifica.
Enfermedades evaluadas: Incidencia total (M), P. expansum (M), B. cinerea (H) y
Alternaria-Cladosporium spp (“"). Los asteriscos (*) indican diferencias significativas
entre el tratamiento BF (biomasa fresca) y el Control (agua + CaCl, 2%) segln el modelo
lineal generalizado de distribucion binomial (p < 0,01; GLM).

2.2 Colonizacion por levaduras de la superficie de la fruta almacenada en frio

El dia del ensayo a nivel comercial se realiz6 también el recuento de UFC en el agua
de tanque (3,37x10° UFC/mL) donde se prepar6 el tratamiento y en el agua pulverizada
(1,15x10° UFC/mL) mediante el sistema de aplicacién de tubo de PVC perforado. La
cantidad inicial de levaduras aplicadas en el tratamiento en la linea de empaque se mantuvo
constante con respecto al namero inicial en el agua de tanque (Tabla 33). No hubo una
reduccion de la viabilidad cuando la levadura pasé a través del sistema de aplicacion.
Luego de la aplicacion, se determind el nimero de levaduras en la superficie de la pera, la
cual tenia en promedio 1,9x10* UFC/fruta (1,3x10?> UFC/cm?). Durante los 150 dias de
conservacion la levadura crecié de manera exponencial aumentando en 3,48 unidades
logaritmicas, alcanzando 4,22x10° UFC/cm? (Figura 37).

Tabla 33. Concentracion de V. victoriae en el tanque y a la salida del sistema de aplicacién
en la linea de empaque comercial.

Packham's Triumph

Tanque Salida
Tratamiento (UFC/mL) (UFC/mL)

MM 3,37x10%  1,15x10%
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Figura 37. Crecimiento sobre la superficie de la fruta (Ln (UFC/cm?)) durante el periodo
de conservacion en camara frigorifica. Varietal Packham s Triumph.

3 Optimizacion de la produccién de biomasa de V. victoriae
3.1 Primera optimizacién del medio de cultivo

Teniendo en cuenta los valores de produccion obtenidos en la primera evaluacion del
MM como medio de cultivo, se llevé a cabo una optimizacion mediante la metodologia de
superficie de respuesta (MSR) utilizando un disefio central compuesto (DCC) con cuatro
factores, MM (X;), y KH,PO,4 (X7), urea (Xs) y biotina (X;). Los resultados obtenidos
sugieren que la adicion de KH,PO,4 y un aumento en la concentracion de urea podrian
aumentar la produccion de biomasa. Cada factor se estudio en cinco niveles diferentes (-a, -
1, 0, +1, +a) y sus valores se resumen en la Tabla 34. Se realizaron 24 ensayos con 2
puntos centrales y los puntos estrella (+a) se situaron a = 2 del centro para tener en cuenta
la rotabilidad, lo que permite realizar predicciones con la misma precision en todas las
direcciones de la superficie ajustada (Montgomery, 2017).

De acuerdo a los graficos de MSR, los resultados del analisis del DCC muestran que
el punto 6ptimo donde la produccién de biomasa alcanzaria un maximo se encuentra fuera
de la region experimental (Figura 38). Por lo tanto, concentraciones de MM mayores al
30% v/v y de KH,PO, mayores a 7 g/L permitirian obtener mayores concentraciones de
biomasa (Figura 38, A). En el caso de la urea y la biotina, se observa que

independientemente de la concentracion que sea evaluada, se obtendra mayor
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concentracion de biomasa cuando se combinen con concentraciones de MM mayores a 30%

v/v (Figura 38, B y C). Para encontrar el punto 6ptimo es necesario desplazarse de la region

actual a la mejor direccion y realizar otro disefio experimental que abarque a los puntos en

cuestion y permita estudiar los efectos de curvatura pura.

Tabla 34. Disefio central compuesto (DCC) y resultados para la primera optimizacion de

produccion de biomasa (X1: MM; X,: KH,POy; Xs: urea, X4: biotina).

co\é?fli(():;edsos Valores reales (g/L) Biomasa (g/L) t*(h)

Corrida X3 Xz X3 X4 X1 Xo Xz X4 Observada Predicha
1 -1 -1 -1 -1 15 15 18 50 4,87 5,08 122
2 101 -1 1 15 15 18 6,0 5,13 5,14 122
3 101 1 -1 15 15 22 50 4,76 5,19 122
4 101 1 1 15 15 22 6,0 5,25 5,15 122
5 101 -1 -1 15 45 18 50 4,95 5,09 122
6 11 -1 1 15 45 18 6,0 5,04 5,10 122
7 (11 1 -1 15 45 22 50 6,01 5,75 122
8 (11 1 1 15 45 22 6,0 5,39 5,65 122
9 1 -1 -1 -1 25 15 18 50 7,36 7,15 122
10 1 -1 -1 1 25 15 18 6,0 6,84 7,44 122
11 1 -1 1 -1 25 15 22 50 6,97 7,11 122
12 1 -1 1 1 25 15 22 6,0 7,44 7,30 146
13 1 1 -1 - 25 45 18 50 7,87 8,17 146
14 1 1 -1 1 25 45 18 6,0 8,8 8,41 166
15 1 1 1 -1 25 45 22 50 8,68 8,68 146
16 1 1 1 1 25 45 22 6,0 8,71 8,81 166
17 2 0 1 0 10 3,0 20 55 4,55 4,40 122
18 2 0 1 0 30 30 20 55 9,12 9,63 166
19 0 -2 1 O 20 0,0 2,0 55 5,05 5,06 122
20 0 2 1 0 20 6,0 20 55 6,18 6,59 122
21 0 0 -2 0 20 30 16 55 5,96 5,96 146
22 0 0 2 0 20 30 24 55 6,16 6,48 122
23 0 0O 0 -2 20 3,0 20 45 7,05 7,15 146
24 0 0O 0 2 20 3,0 20 65 6,97 7,34 146
25(C) O 0 0 O 20 3,0 20 55 4,08 4,63 122
26(C) O 0 0 O 20 3,0 20 55 5,06 4,63 122

*Tiempo al comienzo de la fase estacionaria.
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Figura 38. Superficies de respuesta y graficos de contornos obtenidos en la primera
optimizacion para la variable respuesta Peso Seco.

3.2 Segunda optimizacion

A fin de continuar con la definicién del medio de cultivo a formular, se ampli6 el
analisis para encontrar los niveles 6ptimos de los factores que maximicen la produccion de
biomasa de V. victoriae. Se realiz6 un DCC con dos factores, MM (X;), y KH,PO, (X2),
aumentando las concentraciones utilizadas en la primera optimizacion. La biotina no fue
tenida en cuenta ya que resulta un insumo costoso y por los resultados previamente
obtenidos se observa que la cantidad evaluada no influye significativamente en el aumento
de la concentracion de biomasa. Por otro lado, la concentracion de urea se mantuvo fija en
todos los ensayos en 2 g/L, considerando que es un insumo econdmico y que el aporte de

una fuente nitrogenada es necesario para que las levaduras puedan alcanzar altos niveles
poblacionales.
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En el disefio cada factor se ensayo en cinco niveles diferentes (-a, -1, 0, +1, +a) y sus
valores se resumen en la Tabla 35. Se realizaron ocho ensayos con cuatro puntos centrales y

los puntos estrella (+a) se situaron a + 1,41 del centro para tener en cuenta la rotabilidad.

Tabla 35. Disefio central compuesto (DCC) y resultados para la segunda optimizacion de
produccion de biomasa (Xi: MM; X;: KH,PO,).

Valores Valores reales Biomasa (g/L)
codificados (o/L) t*(h)
Corrida X1 Xo X1 Xo Observada Predicha

1 -1 -1 35,0 5,0 7,94 8,05 118

2 -1 1 35,0 9,0 8,80 10,33 118

3 1 -1 65,0 5,0 7,89 8,31 118

4 1 1 65,0 9,0 5,87 7,71 98

5 -1,41 0 28,8 7,0 7,82 7,06 118

6 1,41 0 71,2 7,0 6,58 5,39 98

7 0 -1,41 50,0 4,2 10,34 10,37 161

8 0 1,41 50,0 9,8 13,54 11,56 161
9(C) 0 0 50,0 7,0 10,48 11,65 161
10 (C) 0 0 50,0 7,0 12,53 11,65 161
11 (C) 0 0 50,0 7,0 10,57 11,65 161
12 (C) 0 0 50,0 7,0 13,03 11,65 140

*Tiempo al comienzo de la fase estacionaria.

Los resultados del DCC muestran sélo un efecto significativo (cuadratico) en la
variable mosto de manzana. Se obtuvo un coeficiente de determinacién R? de 76%, lo que
significa que 76% de la respuesta del modelo puede explicarse por el pardmetro Peso Seco.
A través del andlisis de los graficos de superficie de respuesta y de contornos elaborados
por el programa (Figura 39), se puede observar que existe un maximo absoluto en el
dominio experimental evaluado. La produccién de biomasa es mayor cuando se emplea una
concentracion entre 40-55% v/v de mosto de manzana y 5,5-11 g/L de KH,PO,. Del
analisis de los valores observados y predichos (Tabla 35), se puede observar que
concentraciones altas de cualquiera de los dos factores no logran alcanzar la mayor
produccion de biomasa (corridas 4 y 6), lo mismo ocurre en el caso contrario, cuando las
concentraciones de ambos factores son las mas bajas (corrida 1). Con el fin de seleccionar
una condicidn para realizar la validacion del medio de cultivo y llevar a cabo la produccion
de biomasa a mayor escala, se determind que la condicion que maximiza la produccion de

biomasa corresponde a: MM, 44% v/v; KH,PO,, 7,3 g/L y urea, 2 g/L.

116



() og oA
KH,PO,(g/L)

> 10
| ERN

<10
I <1 -<s
=Pt —
< <
<4 40 45 50 55 60 65 70 75- <2
<2 MM (% v/v)

Figura 39. Superficie de respuesta y grafico de contornos obtenidos en la segunda
optimizacion para las variables respuesta Peso Seco.

3.2.1 Validacion del medio de cultivo

Para la validacion del modelo, se llevaron a cabo una nueva serie de experimentos
con el medio optimizado. El tiempo de recoleccidn de biomasa fue de 77 h en Erlenmeyer
de 100 mL alcanzando una produccion de biomasa de 9,92 g/L + 1,48 y de 78 h en
Erlenmeyer de 1000 mL con una produccion de biomasa de 9,87 g/L + 0,37. Para el
biorreactor de 12 L, el tiempo de cultivo fue de 57-59 h con una produccion de biomasa de
10,6 g/L £ 0,38. Se calcularon los indices de validacion: factor de precision (Ay) y factor de
sesgo (By). El valor obtenido fue el mismo en ambos casos, de 1,12 y si bien los valores
obtenidos son muy cercanos a 1, estos valores indican una discrepancia del 12% entre los
valores predichos y observados. El valor del factor A; muestra una ligera tendencia en el
modelo a predecir mas produccion de biomasa que la cantidad realmente obtenida. EI valor
del factor Bs indica que el modelo predice una produccion de biomasa mayor a la obtenida

en estos experimentos.

4 Liofilizacion con crioprotectores

La liofilizacion asegura la estabilidad de las levaduras durante el almacenamiento,
pero la viabilidad de las mismas se ve afectada por el proceso de congelacion, incluso
utilizando los protectores de secado adecuados. En este ensayo las levaduras crecidas en el
medio de cultivo optimizado fueron liofilizadas con ADE y rehidratadas con ADE durante
1 hora. Antes de la liofilizacién la suspension de levaduras frescas tenfa 6,8x10° UFC/mL.

Luego de la liofilizacién, en la biomasa rehidratada se conservaron 3,9x10° + 1,2x10°
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UFC/mL, lo que representa un 57,7% de viabilidad con respecto a la concentracion antes
del proceso de secado. Con el objetivo de mejorar la viabilidad de V. victoriae liofilizada se
evalué el efecto de diferentes crioprotectores (sorbitol, glicerol y GMS) y agentes
protectores (SQP y LDP) mediante UFC/mL a lo largo del tiempo (Tabla 36 y 37).
Asimismo, se evalu6 el efecto del congelado de las levaduras a -20 y -80°C antes de la
liofilizacion. La biomasa congeladaa -80°C logr6 mantener una viabilidad mayor durante
el transcurso del tiempo de conservacion, ya sea utilizando SQP o LDP (30% p/v) como
agente protectivo, en comparacion con la biomasa congelada a -20°C (Tabla 36 y 37). Los
mejores resultados de viabilidad (79,9%) luego de 90 dias de almacenamiento se
obtuvieron utilizando GMS 1% p/v como crioprotector y SQP 30% p/v como protectivo
(Tabla 36). Por otro lado, a mayor cantidad de dias de conservacién, hasta 250 dias, la
mejor combinacion para preservar la viabilidad fue GMS y LDP, logrando conservar el
30,6% de viabilidad de las levaduras (Tabla 37).
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Tabla 36. Viabilidad (%) de V. victoriae liofilizada utilizando SQP como protectivo, previamente congelada a -20 y -80°C.

SQP 30% plv

GMS 1% plv Sorbitol 1% p/v Glicerol 1% p/v

-20°C -80°C -20°C -80°C -20°C -80°C
Tiempo Viabilidad DS Viabilidad DS Viabilidad DS Viabilidad DS Viabilidad DS Viabilidad DS
(dias) (%) (£) (%) (£) (%) (£) (%) &) (%) (£) (%) (£)
0 100a 13.8 100a 6.4 100a 16.9 100a 4.2 100a 8.0 100a 12.6
45 46.2a 9.2 78.8b 7.8 60.3a 22.5 57.1a 9.7 61.2a 19.7 95.1b 14.0
90 37.7a 13.1 79.9b 6.8 59.9a 6.8 63.6a 3.6 12.7a 0.7 64.3b 2.4
135 12.8a 0.0 56.2b 13.5 26.1a 13.4 34.5a 12.5 7.7a 3.8 33.6b 8.0
210 11.1a 1.3 16.6b 4.0 10.7a 5.1 14.4a 8.0 5.7a 11 2.8b 15
255 6.5a 0.7 12.1b 4.2 5.2a 1.2 8.8a 1.7 3.8a 0.9 3.0a 0.7

SQP: suero de queso en polvo. GSM: glutamato monosodico. DS: desviacion estandar. Los valores dentro de una fila seguidos de la
misma letra no son significativamente diferentes para el mismo crioprotector a -20°C y -80°C segun las pruebas de Tukey (p<0,05).

Tabla 37. Viabilidad (%) de V. victoriae liofilizada utilizando LDP como protectivo, previamente congelada a -20 y -80°C.
LDP 30% p/v

GMS 1% p/lv Sorbitol 1% p/v Glicerol 1% p/v

-20°C -80°C -20°C -80°C -20°C -80°C
Tiempo Viabilidad DS Viabilidad DS Viabilidad DS Viabilidad DS Viabilidad DS Viabilidad DS
(dias) (%) (£) (%) (£) (%) (£) (%) (£) (%) (£) (%) (£)
0 100a 13.2 100a 1.3 100a 12.8 100a 2.2 100a 15.0 100a 5.9
45 61.4a 8.4 72.5a 0.0 43.9a 15.9 84.4b 0.0 59.0a 15.9 70.9a 3.9
90 32.9a 9.3 61.1b 7.7 443a 353 65.2a 19.3 52.6a 8.5 67.2b 10.2
135 212a 116 34.2a 5.3 37.2a 3.9 41.8a 5.8 19.3a 5.0 38.4b 7.9
210 242a 152 44.7b 17.1 37.9a 17.5 43.7a 13.7 2.0a 1.9 14.2b 3.7
255 16.8a 7.3 30.6b 6.4 13.6a 1.3 8.3b 1.1 0.la 0.0 2.3b 0.7

LDP: leche descremada en polvo. GSM: glutamato monosodico. DS: desviacion estandar. Los valores dentro de una fila seguidos de la
misma letra no son significativamente diferentes para el mismo crioprotector a -20°C y -80°C segun las pruebas de Tukey (p<0,05).
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5 Determinacion de k_a

La determinacion del ki a se realizé por el método dindmico (Figura 40). En el primer
panel se registra de manera grafica y tabulada el proceso de corte de suministro de oxigeno
y de re oxigenacion (Figura 40, A). Durante la etapa de suspension de la aireacion, es
posible determinar la tasa volumétrica de consumo de oxigeno r,, ya que el descenso en la

concentracion de oxigeno disuelto es lineal con respecto al tiempo, el valor de k a es cero y

por lo tanto, la Ec. 5 queda como dZ‘t‘L = —1, (Figura 40, B). De esta manera se define

como 1, a la pendiente de la recta durante esta etapa, con un valor de 0,018 mg O,/L.seg.
Durante la etapa de re-oxigenacion, los datos se ajustan a la mejor funcién y se
obtiene una ecuacion polinébmica de tercer grado, la cual es derivada analiticamente para

obtener % (Figura 40, C). Finalmente la Ec. 5 es reordenada obteniendo otra expresion,
— (L) (dCa * i acaL .
Cy = (kLa)( i ro) + C;,. Graficando Cy4; Vs. ( prs ro) se obtiene un valor de

kia 30,72 h™ de la pendiente y un valor de C;; de 11,01 mg O/L de la ordenada al origen
(Figura 40, D).
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Figura 40. Proceso de mediciéon de k.a. (A) Variacion de la concentracion de oxigeno
disuelto a lo largo del tiempo (B)Corte del suministro de aire para determinacion de qOx.
(C) Etapa de reoxigenacion del cultivo. (D) Determinacion de k a mediante la pendiente de
la curva.
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6 Produccion de biomasa de levadura en medio optimizado basado en mosto de
manzana en reactor con dos configuraciones: batch y semicontinuo
6.1 Reactor batch de 15 L

Para evaluar el crecimiento de la levadura en el medio de cultivo optimizado (MM,
44% viv; KH,PO,4, 7,3 g/L y urea, 2 g/L) a mayor escala y evaluarla sobre la fruta en
postcosecha, se crecid la levadura en reactor con un volumen final de cultivo de 12 L. Se
realizaron tres cultivos batch denominados reactor batch 1,2 y 3 (RB1, RB2, RB3) (Figura
41) para evaluar la aplicacion de V. victoriae en linea de empaque comercial y rociar 400
kg de fruta con 1x10® UFC/mL. En la Tabla 38 se muestran los parametros cinéticos y de
produccion de biomasa determinados. Los tres reactores presentan un comportamiento
similar alcanzando producciones de biomasa superiores a 10 g¢/L, aunque presentan
diferente cantidad de levaduras vivas por mL (10"- 10° UFC/mL).
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Figura 41. Curvas de crecimiento de los 3 reactores de V. victoriae a 20°C en un
biorreactor a escala de banco (15 L) en medio optimizado. (A) RB1. (B) RB2. (C)RBS3.
Ln (DO/DO;) (——): DOy: densidad 6ptica final de la levadura, DO;: densidad Optica inicial
de la levadura; amonio (g/L) (—#—), azUcares reductores totales (g/L) (-—=-); pO, (—®):
porcentaje de presion parcial de oxigeno. Curvas de crecimiento fueron modeladas por el
modelo de Gompertz modificado.
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Tabla 38. Pardmetros cinéticos y de produccion obtenidos en tres producciones de biomasa
en reactor.

Parametros cinéticos Parametros de produccion
Mméx Lag t X Y x/s
Reactor A ) UFC/mL Py (g/L,h
0y O L) (odge @D
RB1 3,47 0,07 9,48 59 6,60x10" 10,39 0,46 0,18
RB2 3,61 0,06 4,35 S57 6,67x10® 10,13 0,58 0,18
RB3 3,32 0,07 1,77 59 2,49x10° 10,33 0,54 0,18

MUmax: velocidad especifica de crecimiento maxima; A: Ln(DO#DQ;), DOy densidad optica final,
DO;: densidad Optica; inicial X: concentracion final de biomasa; Yyxss: rendimiento de biomasa
expresado como g de biomasa (peso seco) /g de sustrato consumido; P,: productividad volumétrica.
Las curvas de crecimiento fueron modeladas por el modelo de Gompertz.

La biomasa se concentrd por filtro tangencial, generando una pérdida de viabilidad
del 11% uanicamente en RB1, no se determind pérdida de viabilidad sobre RB2 y RB3
luego del proceso. Este proceso tomé 15 dias para RB1 y solo cinco para RB2 y RB3. Una
vez filtrada la biomasa producida en cada reactor, se liofilizo utilizando el mejor
crioprotector (GMS 1% v/v) y dos agentes protectivos definidos anteriormente y se
almaceno hasta su aplicacion en el ensayo en linea de empaque de peras postcosecha.

Las levaduras de V. victoriae son capaces de asimilar tanto glucosa como fructosa y
utilizarlas aerébicamente como fuente de carbono y energia (Figura 42). Se observa que la
glucosa se consume en un 88%, mientras que la fructosa en un 18%. Por otro lado, el 100%
de la sacarosa presente en el MM se desdobla para obtener los monosacéaridos glucosa y
fructosa. Esto representa un consumo total de azlcares del 45,7%. Estos azlcares
cuantificados como monosacéridos y disacaridos (por método HPLC) resultaron ser
similares a los obtenidos cuando los azucares reductores totales (ART) se cuantifican por el

método colorimétrico (DNS).
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Figura 42. Contenido de azucares en reactores batch de 12 L en cultivos de la levadura en
medio optimizado MM. t, tiempo inicial y t;: tiempo final. Cuantificados por HPLC.

6.1.1 Viabilidad de la biomasa liofilizada

La biomasa producida en los tres reactores se liofilizé utilizando las formulaciones
seleccionadas en los ensayos de liofilizacion previos: i) GMS 1% v/v y SQP 30% p/v; ii)
GMS 1% v/v y LDP 30% p/v. La biomasa fresca concentrada tenia una viabilidad
promedio de 9,44x10° + 6,32x10° UFC/mL. Se evalué la proteccién de la viabilidad con
GMS 1% p/v como crioprotector en combinacion con SQP (30% p/v) y LDP (30% p/v),
como protectivos. Luego de la liofilizacion, la biomasa rehidratada tenia al tiempo cero una
viabilidad 5,5x10° + 5,3x10° UFC/mL.

Por otro lado, se evalud la viabilidad de la biomasa liofilizada cada 30 dias hasta el
momento de su aplicacion en frutas (Tablas 39, 40 y 41). Se observé un efecto protector
cuando LDP se emple6 como protectivo en la biomasa liofilizada, ya que la perdida de la
viabilidad es significativamente inferior comparada con la del SQP a partir de los 30 dias
de conservacion. Por otro lado, se observo que existe una alta variabilidad entre reactores,
la biomasa que crecid en el RB1 tiene una viabilidad a los 120 dias mucho més baja (1,6%)
que los reactores RB2 y RB3 (42-47% de viabilidad).
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Tabla 39. Viabilidad de la biomasa de V. victoriae producida en RB1, empleando GMS 1%
p/v como crioprotector y SQP y LDP como protectivos.

RB1
SQP 30% plv LDP 30% p/v
Tiempo Viabilidad Viabilidad

( dl'asF; (%) DS () %) DS (+)
0 100a 22,13 100a 23,60

30 5,49a 1,56 16,93b 2,92

60 0,11a 0,02 10,22b 2,74

90 0,02a 0,002 2,10b 0,23
120 0,07a 0,031 1,60b 0,35

DS: desvié estandar. Los valores dentro de una columna seguidos de la misma letra no son
significativamente diferentes segln la prueba de Tukey (p < 0,05).

Tabla 40. Viabilidad de la biomasa de V. victoriae producida en RB2, empleando GMS 1%
p/v como crioprotector y SQP y LDP como protectivos.

RB2
SQP 30% plv LDP 30% p/v
Tiempo Viabilidad Viabilidad

( dI,aSF; %) DS (+) %) DS (+)
0 100a 31,79 100a 8,61
30 15,23a 2,07 90,38b 14,40
60 0,007a 0,002 60,40b 9,86
90 0,006a 0,003 47,70b 17,70

DS: desvi6 estandar. Los valores dentro de una fila seguidos de la misma letra no son
significativamente diferentes segln la prueba de Tukey (p < 0,05).

Tabla 41. Viabilidad de la biomasa de V. victoriae producida en RB3, empleando GMS 1%
p/v como crioprotector y SQP y LDP como protectivos.

RB3
SQP 30% plv LDP 30% p/v
Tiempo Viabilidad Viabilidad

( dias‘; %) DS (+) %) DS (+)
0 100a 20,68 100a 21,16
30 14,71a 1,27 94,12b 18,72
60 0,006a 0,002 49,02b 16,57
75 0,006a 0,001 42,35b 9,67

DS: desvi6 estandar. Los valores dentro de una fila seguidos de la misma
letra no son significativamente diferentes segin la prueba de Tukey (p <
0,05).
6.2 Produccion de biomasa en reactor semicontinuo
Se evalu6 el sistema de configuracion semicontinuo (RSC) para produccion de

biomasa de V. victoriae en el reactor de 15 L con el medio de cultivo optimizado basado en
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MM. EIl RSC permite teéricamente obtener mayor cantidad de biomasa ya que reduce los
tiempos y costos que conlleva producir més de un cultivo batch, permitiendo a su vez,
evitar perdida de viabilidad antes del ensayo en linea. Los resultados obtenidos muestran
que la biomasa alcanzé la fase estacionaria luego de 127 h de cultivo (Figura 43), con tres
recambios de medio de cultivo, alcanzado un volumen de produccion de 27 L. Se
determinaron los pardmetros cinéticos y de produccion de biomasa en cada una de las
alimentaciones y al final del cultivo RSC (Tabla 42). El consumo total de azlcares fue de
45,75 g/L y 1,08g/L de nitrogeno observandose un mayor consumo en las ultimas dos
etapas de cultivo, el porcentaje de oxigeno disuelto alcanz6 el 28,8% al final del cultivo.
Finalizado el cultivo, la biomasa se concentré 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.
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Figura 43. Produccion de biomasa en reactor semicontinuo de V. victoriae a 20°C en un
biorreactor a escala de banco en medio optimizado. pO,: porcentaje de presion parcial de

oxigeno.
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Tabla 42. Pardmetros cinéticos y de produccion obtenidos en reactor semicontinuo.
Pardmetros cinéticos Parametros de produccion

IJméx I—ag t X YX/S Pv
Reactor A UFC/mL*

(h'l) (h) (h) (@/L) (9x/gs) (g/L.h)
RB1 3,13 0,070 55 6,31 0,81
RB2 3,53 0,031 - 15 9,36 0,66
RB3 3,64 0,031 - 127 790107 1565 032 009
RB4 3,88 0,029 - 14,11 0,54

Mmax: velocidad especifica de crecimiento maxima; A: Ln(DO#DO;), DOy densidad optica final, DO;:
densidad Optica; inicial X: concentracion final de biomasa; Yxs: rendimiento de biomasa expresado como g
de biomasa (peso seco) /g de sustrato consumido; P,: productividad volumétrica. *La suma de lo obtenido en
cada uno de los batch del cultivo semicontinuo.

6.3 [Ensayo a escala semicomercial en linea de empaque de produccién organica

Con el objetivo de evaluar la capacidad antagdnica de V. victoriae crecida en el
medio de cultivo optimizado basado en MM se realizaron dos tratamientos en un empaque
regional con manejo orgéanico, BF: biomasa fresca producida en reactor semicontinuo vy;
BLR: biomasa liofilizada-rehidratada producida en reactor batch, ambos tratamientos con
el agregado de 2% p/v de CaCl, y comparados con un tratamiento Control (agua de red +
CaCl;, 2% p/v). Los ensayos fueron realizados sobre dos varietales: Packham’s Triumph de
pera 'y Red Delicious de manzana. Se emplearon bins con 1000-1400 unidades de peras con
una presion de 16,4 Ib y sélidos solubles de 12%. Cada bins de manzana contenia 1400-
1900 frutas con una presion de 17 lbs y 12,5% de SS. Los tratamientos se conservaron
durante seis meses en las correspondientes camaras frias, respondiendo al manejo del
empaque.

La incidencia total de las podredumbres, después de 150 dias de almacenamiento en
camara frigorifica, en peras Packham’s Triumph fue del 2,49% en el tratamiento control
(s6lo agua), en cambio la fruta tratada con la biomasa liofilizada-rehidratada (BLR) se
redujo la incidencia total en 65,8%, es decir controld el 84% de incidencia causada por
Alternaria- Cladosporium spp. y el 60% de incidencia causada por P. expansum, sin
embargo, no fue capaz de controlar a B. cinerea. En las frutas tratadas con la biomasa
fresca (BF), no se observo incidencia de enfermedades fungicas (Figura 44, A), por lo que
el control del tratamiento con levaduras fue del 100%. Luego de 180 dias de
almacenamiento en camara fria, la incidencia total de las enfermedades fungicas alcanzo el

2,76% en los tratamientos control. El tratamiento BF continué con la tendencia observada a
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los 150 dias, controlando el 60% de las enfermedades flngicas totales, redujo la incidencia
causada por Alternaria-Cladosporium spp y P. expansum, alcanzando el 85,5% y 20,2% de
control respectivamente.

El tratamiento BLR por su parte, control6 el 81,1% del total de las enfermedades,
controlando el 100% de las enfermedades causadas por Alternaria-Cladosporium spp, el
26,9% a P. expansum y el 51,3% a B. cinerea (Figura 44, B).

Packham s Triumph
150 dias 180 dias
3.0 B

Control BF BLR Control BF BLR
Red Delicious
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154D
1.6
e 1.4 A
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Figura 44. Efecto de los tratamientos con levaduras sobre la incidencia natural total tras
150 (A'y C) y 180 (B y D) dias de almacenamiento a -1/0°C y 95% HR en camara
frigorifica para el varietal Packhams Triumph (A y B) y Red Delicious (C y D).
Enfermedades evaluadas: Incidencia total (M), P. expansum (M), B. cinerea (H) y
Alternaria-Cladosporium spp (“). Los asteriscos (*) indican diferencias significativas entre el
tratamiento y el control (agua + CaCl, 2%) segun el modelo lineal generalizado de distribucién
binomial (p < 0,01; GLM).

Por otro lado, la incidencia total de enfermedades flungicas en manzanas Red
Delicious a los 150 dias fue de 1,3% y solo el tratamiento BF logro controlar en un 36,5% a
P. expansum, 4,7% a B. cinerea y el 100% a Alternaria-Cladosporium spp (Figura 44, C).
A los 180 dias, la incidencia total alcanzé el 1,41% y el mismo tratamiento logré controlar

a B. cinerea en un 28,5%, Alternaria-Cladosporium spp al 100% y no pudo controlar a P.
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expansum (Figura 44, D). Estos resultados muestran que el tratamiento BF es capaz de
controlar en mayor medida las podredumbres causadas por los principales patdgenos de
peras y manzanas. Por otro lado, la misma levadura liofilizada-rehidratada (BLR) presenta
menos eficacia en pera, mientras que en manzana Red Delicious no es capaz de controlar

las enfermedades fangicas.

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

Para evaluar si el sistema de aplicacion de las levaduras (orificios pulverizadores)
ejerce efectos sobre el numero 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 43). La cantidad inicial de levaduras viables aplicadas en cada
tratamiento en la linea de empaqgue se mantuvo constante a la salida de la pulverizacion en
cada tratamiento, con respecto al numero inicial en el agua de tanque. No hubo una
reduccion de la viabilidad (Tabla 43), sin embargo, se observa en las levaduras liofilizadas-
rehidratadas una disminucién de 51-55% al pasar por los orificios pulverizadores
(tratamiento BLR).

Luego de la aplicacion de las levaduras sobre las frutas, se determin6 el nimero de
celulas de levadura en la superficie de las frutas en el tiempo inicial y durante los 180 dias
de conservacion en camara fria (Figura 45). Al inicio del ensayo, en la superficie de las
peras Packham’s Triumph se cuantificé un promedio de 2,4x10* UFC/fruta (1,7x10?
UFC/cm?), mientras que la superficie de Red Delicious contenia 2,7x10* UFC/fruta
(1,9x10% UFC/cm?).

Sobre el varietal Packham’s Triumph se observo en el crecimiento de las levaduras
BLR y BF una fase de latencia durante los primeros 30 dias de conservacién (Figura 45),
luego el crecimiento es exponencial hasta los 50 dias donde llega a fase estacionaria y en
los dos casos la UFC de las levaduras se mantuvo constante hasta el final del periodo de
conservacion. En el tratamiento BLR las levaduras en la superficie aumentan en 0,8
unidades logaritmicas (8,9x10* UFC/cm?), mientras que en el tratamiento BF 0,55 unidades
logaritmicas (2x10° UFC/cm?).

Sobre el varietal de manzana Red Delicious, la fase de latencia se extiende durante
los primeros 60 dias de conservacién, el crecimiento exponencial se da entre los 60 y 100

dias de conservacion hasta alcanzar la fase estacionaria que se extiende hasta el final del
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periodo de conservacion. En el tratamiento BLR el crecimiento de las levaduras fue de 0,5
unidades (3,17x10?> UFC/cm?) logaritmicas y de 0,46 para el tratamiento BF (3,04x10
UFC/cm?).

Tabla 43. Concentracion de V. victoriae en el tanque y a la salida del sistema de aplicacién
en la linea de empaque comercial.

Packham’s Triumph Red Delicious
Tanque Salida Tanque Salida
Tratamiento (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL)
BF 5,50x10° 5,50x10° 4,0x10° 4,0x10°
BLR 6,91x10’ 3,83x10’ 4,5x10’ 2,3x10’
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Figura 45. Crecimiento sobre la superficie dte(dIl;S)fruta (Ln (UFC/cm?)) durante el periodo
de conservacion en camara frigorifica. Varietal Packham’s Triumph: BF (—#), BLR
(—®-). Varietal Red Delicious: BF (—a), BLR (—®-).
6.4 Ensayo en linea de empaque de produccion convencional de fruta

Para evaluar la eficacia como ACB de V. victoriae se realizé un ensayo en un galpén
de empaque con produccién convencional de frutas. Se realizaron dos tratamientos, BF:
biomasa fresca producida en reactor semicontinuo y; BLR: biomasa liofilizada-rehidratada
producida en reactor batch, ambos tratamientos con el agregado de 2% p/v de CaCl, y
comparados con un tratamiento Control (agua de red + CaCl, 2% p/v). Se emplearon dos
varietales: Packham’s Triumph de pera (bins con 1600-1800 frutas) y Red Delicious de
manzana (bins con 1000-1400).

Luego de 150 dias de almacenamiento en camaras frias, se observo en Packham's
Triumph una incidencia de 1,1% de las enfermedades flingicas en el tratamiento control,
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mientras que en el tratamiento BLR la incidencia total fue de 1,08%. El tratamiento BLR
no logrd controlar a P. expansum, pero si a B. cinerea y Alternaria-Cladosporium spp. en
un 17,9% y 65,8% respectivamente (Figura 46, A). Luego de 180 dias de conservacion la
incidencia de las enfermedades fue mayor en el tratamiento BLR en comparacién con el
tratamiento control. La levadura no fue capaz de controlar ninguna de las enfermedades
(Figura 46, B).

Sobre el varietal Red Delicious, la incidencia de enfermedades fungicas en las
manzanas luego de 150 dias de conservacion fue muy baja, alcanzando el 0,53% en el
tratamiento control, 0,7% para BF y 0,14% para BLR. El tratamiento BLR redujo
significativamente la incidencia total y de B. cinerea, alcanzando porcentajes de control del
47,3% y 100% respectivamente (Figura 46, C). Luego de 180 dias, los porcentajes de
incidencia aumentan considerablemente en todos los tratamientos. El tratamiento BF no
logra controlar ninguna de las enfermedades mientras que el tratamiento BLR controla el
total de las enfermedades en 38,5% y a B. cinerea en 73,7% con respecto al tratamiento
control (Figura 46, D).

6.4.1 Aplicacion y colonizacion por levaduras de la superficie de la fruta

almacenada en frio

El recuento de levaduras viables se realizo en agua del tanque de tratamiento y en el
agua pulverizada mediante el sistema de aplicacion de tubo de PVC perforado. Las
cantidades iniciales de levaduras aplicadas en los tratamientos BF y BLR en la linea de
empaque no se redujeron de manera significativa cuando estas pasaron a través del sistema
de aplicacion (Tabla 44). Al inicio del ensayo, la superficie de las peras contenia una media
de 1,5x10° UFC/fruto (3x10* UFC/cm?) con el tratamiento BLR. En el caso de las
manzanas la superficie contenfa una media de 7x10® UFC/fruto (1,4x10° UFC/cm?) con BF
y 1,3x10* UFC/fruto (2,5x10? UFC/cm?) con BLR. Los valores de UFC/cm? disminuyeron
progresivamente durante los 180 dias de conservacion. En el caso del tratamiento BLR, los
recuentos descienden a 11 UFC/cm? en el varietal Packham’s Triumph, mientras que en
Red Delicious descienden a 4 UFC/cm? en el tratamiento BF y en el tratamiento BLR

descienden a 12 UFC/cm?® La baja concentraciéon de UFC/cm? tanto en pera como en
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manzana se ve reflejado en los bajos porcentajes de control de las diferentes enfermedades
fangicas.
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Figura 46. Efecto de los tratamientos con levaduras sobre la incidencia natural total tras
150 (A y C) y 180 (B y D) dias de almacenamiento a -1/0°C y 95% HR en camara
frigorifica en el varietal Packham's Triumph (A y B) y Red Delicious (C y D).
Enfermedades evaluadas: Incidencia total (M), P. expansum (M), B. cinerea (H) y
Alternaria-Cladosporium spp (). Los asteriscos (*) indican diferencias significativas entre el

tratamiento y el control (agua + CaCl, 2%) segun el modelo lineal generalizado de distribucién
binomial (p < 0,01; GLM).

Tabla 44. Efecto del sistema de aplicacion en la linea de empaque comercial sobre la
viabilidad de las levaduras y concentracion de V. victoriae.

Tratamiento BF BLR
Red Packham's Red
Varietal Delicious Triump Delicious

Tanque (UFC/mL)  1,50x10% 1,25x10°%  1,21x10°a
Pico (UFC/mL) 9,45x10°a 1,23x10%  7,95x10°a

Los valores dentro de una columna seguidos de la misma letra no son significativamente diferentes
segun la prueba de Tukey (p < 0,05).
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7 Producciéon de biomasa en reactor semicontinuo

En comparacion con el cultivo batch, el cultivo semicontinuo permite obtener

concentraciones de biomasa mucho mayores,

reducir tiempos muertos (limpieza,

esterilizacion y fase lag). Por todo ello, se decidid continuar con la produccién de biomasa

unicamente en RSC (Figura 47).

En la Tabla 45 se muestran los pardmetros cinéticos y de produccion de biomasa

determinados en cada una de las alimentaciones y al final del cultivo. EI consumo total de

azucares fue de 51,09 g/L y de nitrogeno 1,15 g/L observandose un mayor consumo en las

ultimas dos etapas de cultivo, el porcentaje de oxigeno disuelto alcanz6 el 31% al final del

cultivo (Figura 47). Finalizado el cultivo, la biomasa se concentr6 por medio del filtro

tangencial durante cinco dias, lo que gener6 una pérdida de viabilidad del 95%. La biomasa

concentrada se almacend en heladera durante 30 dias hasta su aplicacion.
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Figura 47. Produccion de biomasa en reactor semicontinuo de V. victoriae a 20°C en un
biorreactor a escala de banco en medio optimizado. pO,: porcentaje de presion parcial de

oxigeno.
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Tabla 45. Pardmetros cinéticos y de produccion obtenidos en RSC
Pardmetros cinéticos Parametros de produccion

Mméx Lag t X Yxis Py
Reactor A UFC/mL*

(h'l) (h) (h) (@/L) (9x/gs) (g/L.h)
RB1 2,69 0,069 5 9,06 0,79
RB2 2,77 0,037 - 10 9,52 0,53
RB3 272 0035 - 14l 270107 g5y g3 008
RB4 2,96 0,029 - 13,64 0,47

Mmax. velocidad especifica de crecimiento méaxima; A: Ln(DO#DO;), DOs: densidad Optica final,
DO;: densidad Optica; inicial X: concentracion final de biomasa; Yxs: rendimiento de biomasa
expresado como g de biomasa (peso seco) /g de sustrato consumido; P,: productividad volumétrica.
*La suma de lo obtenido en cada uno de los batch del cultivo semicontinuo.

Las levaduras de V. victoriae son capaces de asimilar tanto glucosa como fructosa y
utilizarlas aerébicamente como fuente de carbono y energia (Figura 48). Se observa que la
glucosa se consume en un 74,6%, mientras que la fructosa en un 38,8%. Por otro lado, el
100% de la sacarosa presente en el MM se desdobla para obtener los monosacaridos

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

W Azucares totales MFructosa M Glucosa M Sacarosa

60
55 4
50 4
45 -
40 4
35 A
30 4
25 ~
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Amicares (g/L)

t0 tf

Figura 48. Contenido de azucares de los cultivos de levaduras en RSC determinados en
medio optimizado MM, t, tiempo inicial y t;: tiempo final. Cuantificados por HPLC.

7.1 Ensayo a escala semicomercial en linea de empaque de produccion organica
Con el objetivo de evaluar la capacidad antagdnica de V. victoriae crecida en el
medio de cultivo optimizado se realizé un unico tratamiento, BF: biomasa fresca producida
en RSC con el agregado de 2% de CaCl, sobre dos varietales de pera Packham’s Triumph y
Beurré D’Anjou en un empaque regional con manejo organico. Cada bins de Packham’s

Triumph contenia 1700-2300 frutas, con una presion de 12,8 Ib y contenido de SS de 15%,
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mientras que cada bins de Beurré D’Anjou contenia 1800-2300 frutas con una presion de
12,4 b y 14% de SS. La incidencia natural del total de las enfermedades fungicas (Figura
49) sobre el varietal Beurré D’ Anjou alcanzoé el 2,61% en el tratamiento control, mientras
que en el tratamiento BF la incidencia total fue del 1,5% luego de 100 dias de
conservacion. El tratamiento BF logra reducir la incidencia de P. expansum y Alternaria-
Cladosporium spp., controlando dichas enfermedades en un 80,6% y 54,1%
respectivamente, mientras que no se observa incidencia de B. cinerea (Figura 49, A). Luego
de 150 dias de conservacion la incidencia total en el tratamiento control alcanzé 4,45%,
mientras que en el tratamiento BF fue de 3,04%. Al igual que a los 100 dias de
conservacion, el tratamiento BF logrd controlar las enfermedades causadas por P.
expansum y Alternaria-Cladosporium spp. en un 82% y 27,5% respectivamente. No se
observa incidencia de B. cinerea en el tratamiento BF, por lo que el control sobre esta
enfermedad fue del 100% (Figura 49, B).

En el varietal Packham's Triumph la incidencia natural de las enfermedades fingicas
se observd a los 150 dias de conservacion. En el tratamiento control la incidencia total fue
del 6,31% y en el tratamiento BF del 4,1%. El tratamiento BF logré controlar unicamente

la enfermedad causada por Alternaria-Cladosporium spp. en un 55,9% (Figura 49, C).

7.2 Aplicacion y colonizacion por levaduras de la superficie de la fruta
almacenada en frio

Las cantidades iniciales de levaduras viables aplicadas en la linea de empaque no se
redujeron de manera significativa cuando estas pasaron a través del sistema de aplicacion
(Tabla 46). Al tiempo inicial, las peras Packham's Triumph contenian una media de 7,5x10*
UFC/fruta (5,6x10? UFC/cm?) y en las Beurré D’ Anjou se cuantifico una media de 1,1x10°
UFC/fruta (7,3x10> UFC/cm?).

Se determind el nimero de levaduras viables en la superficie de la fruta durante todo
el periodo de conservacion (Figura 50). Durante los primeros 60 dias de conservacion se
observa un crecimiento exponencial de las levaduras sobre la fruta, luego este valor
disminuye levemente y se mantiene constante entre los 100 y 150 dias de almacenamiento.

En el tiempo final de conservacion se observo respecto a la cantidad de levaduras iniciales
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un aumento de 1,3 unidades logaritmicas: 2,2x10° UFC/cm? en el varietal Packham’s
Triumph y 2,4x10° UFC/cm? en el varietal Beurré D’ Anjou.
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Figura 49. Efecto de los tratamientos con levaduras sobre la incidencia natural total tras
100 (A) y 150 (B y C) dias de almacenamiento a -1/0°C y 95% HR en camara frigorifica
para el varietal Beurré D’Anjou (A y B) y Packham's Triumph (C). Enfermedades
evaluadas: Incidencia total (M), P. expansum (M), B. cinerea (M) y Alternaria-
Cladosporium spp (). Los asteriscos (*) indican diferencias significativas entre el tratamiento y

el control (agua + CaCl, 2%) segin el modelo lineal generalizado de distribuciéon binomial (p <
0,01; GLM).

Tabla 46. Efecto del sistema de aplicacion en la linea de empaque comercial sobre la
viabilidad de las levaduras y concentracion de V. victoriae.

Tratamiento BF
Packham's Beurré
Varietal Triump D’Anjou
Tanque (UFC/mL) 1,90x10°%a  3,50x10°a
Pico (UFC/mL) 1,75x10%  3,50x10°

Los valores dentro de una columna seguidos de la misma letra

no son significativamente diferentes segun la prueba de Tukey
(p <0,05).
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Figura 50. Crecimiento sobre la superficie de la fruta (Ln (UFC/cm?)) durante el periodo

de conservacion en camara frigorifica. Varietal Packham’s Triumph (—#-), varietal Beurré
D’Anjou (—=).
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DISCUSION
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El control biolégico de las enfermedades de frutas en postcosecha constituye un
desafio Gnico y de crecimiento constante. EI 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 ecologico, 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; Teixidoé et al., 2022).

Hasta la fecha existe una gran cantidad de bibliografia sobre el aislamiento, la
seleccidn, la eficacia y el modo de accién de diversos ACB para enfermedades postcosecha
de frutas (Janisiewicz et al., 2000; Mathivanan, 2023; Ruiz-Moyano et al., 2016; Sun et al.,
2018; Tulukoglu-Kunt et al., 2023; Vargas et al., 2012), pero pocos de ellos describen la
produccion a gran escala del ACB (Long et al., 2006; Patifio-Vera et al., 2005; Prabakaran
& Hoti, 2008), la formulacion comercial (Melin et al., 2011; Navarta et al., 2014; Teixido6
etal., 2022; Torres et al., 2014) y aplicacion a escala semicomercial del tratamiento con
ACB (Carvalho Castro et al., 2020; Lutz et al., 2020; Marsico et al., 2021; Zhang et al.,
2010b).

En esta Tesis se optimizaron dos medios de cultivo basados en residuos de la
industria alimentaria, con el fin de obtener de manera econdmica y sustentable, la cantidad
necesaria de biomasa de la levadura para evaluar su efectividad antagonista a escala
semicomercial, apuntando al desarrollo a escala industrial de este ACB. La produccion de
V. victoriae se llevd a cabo a escala laboratorio con volumenes de produccion de 12 L en
reactor batch y de 27 L en reactor semicontinuo. Considerando que la produccién de
biomasa a gran escala es un requisito necesario para llevar a cabo la aplicacién de los ACB
a nivel comercial, se realizo el escalado a nivel piloto alcanzando un volumen de cultivo de
100 L.

1 Optimizacién de medios de cultivo y produccién de biomasa
En los dltimos afios se ha incrementado el uso de residuos de distintas industrias

alimentarias, ya que son materia prima renovable, abundante y econdmica, pudiendo
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utilizarse como sustrato para la produccion de biomasa de distintos microorganismos a
escala industrial (Bosso et al., 2020; Zhihui etal., 2008). Con el objetivo de optimizar
medios de cultivos para el crecimiento de la levadura, se emplearon dos residuos: suero de
queso en polvo (SQP) y mosto de manzana (MM). Estos residuos se evaluaron en distintas
concentraciones, con el agregado de algunas sales, para evaluar el crecimiento de la
levadura a escala Erlenmeyer y de reactor, asi como también la capacidad antagodnica de las
levaduras crecidas en las mejores condiciones de cultivo (condicion optimizada).

La optimizacion de la produccion de biomasa y la reduccion de costos se incluyen en
el andlisis estratégico de la factibilidad del proceso biotecnoldgico. El uso de Disefios
Estadisticos Experimentales proporciona informacion confiable, permite visualizar las
interacciones entre varias variables experimentales, ayuda a predecir variables de entrada
que son estadisticamente significativas, estimar su magnitud y determinar los valores que
maximizan la respuesta. Por Gltimo, tras la construccion y optimizacion del modelo, debe
verificarse el 6ptimo predicho (Armando et al., 2013; Pelinski et al., 2012).

En el grupo de investigacion donde se desarroll6 esta Tesis, se llevé a cabo la
produccidn de V. victoriae en un medio de cultivo basado en melaza (Lutz, 2015; Gramisci,
2019). Sin embargo, la composicion de la melaza es muy variable, ya que depende de la
variedad de cafia de azucar, el suelo, el clima, el periodo de cosecha del cultivo, la
eficiencia de la operacion de la fabrica, el sistema de obtencién 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 demuestra
que tanto el SQP como el MM son residuos que pueden ser utilizados para la produccién de
biomasa de esta levadura, incluso a escala industrial por su alta disponibilidad (Bosso et al.,
2020; Gramisci, 2019).

La caracteristica mas importante de un ACB es su capacidad biocontroladora, esta se
ve influida por varios factores, entre ellos: el acondicionamiento fisioldgico del antagonista
durante su desarrollo, la formulacion del mismo, la fruta sobre la cual se hace la aplicacion,
maduracion de la fruta tratada, severidad de la herida y condiciones ambientales
(Janisiewicz & Marchi, 1992; Droby et al, 2016; Dukare et al., 2018). Por lo tanto, es
importante la evaluacion de la capacidad antagénica de las levaduras en condiciones de

almacenamiento postcosecha comerciales, en cada ocasion que uno modifica el
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acondicionamiento fisiolégico al variar las condiciones de crecimiento y conservacion. Por
esta razon, se realizaron a lo largo de esta Tesis mas de veinticinco ensayos a escala
comercial para evaluar la capacidad antagonica del ACB en peras 0 manzana, asi mismo,
comparar si el ACB conservaba su eficacia como antagonista en los diferentes medios de
cultivo propuestos, sistemas de produccion empleados y métodos de formulacion
diferentes.

1.1 Optimizacion de un medio de cultivo basado en suero de queso en polvo

Los estudios de optimizacion de un medio de cultivo de bajo costo son contribuciones
relevantes para el posterior disefio de un proceso de produccion a gran escala (Yanez-
Mendizabal, 2012). Se han descrito pocos trabajos que incluyan desde la optimizacion del
medio de cultivo econémico, la produccion en masa a gran escala, el proceso downstream,
el plan de formulacion (liquido o solido) y la evaluacion como ACB a escala comercial.
Wang et al. (2011) optimizaron estadisticamente un medio a base de melaza de cafia para la
produccién de biomasa del agente de biocontrol Rhodosporidium paludigenum, luego
llevaron a cabo la producciéon en reactor de 10 L y finalmente evalud la eficacia de
biocontrol de la levadura tras la optimizacion del cultivo. Patifio-Vera et al. (2005)
escalaron de 10 L a 100 L el proceso de producciéon de Rhodotorula minuta utilizando un
medio de cultivo econdémico, evalué la formulacion liquida utilizando distintas
combinaciones de glicerol y xantano, por ultimo comprobaron la eficacia del ACB en
ensayos a escala comercial. Manso et al. (2010) optimizaron las condiciones para la
produccién de biomasa del ACB Pantoea agglomerans PBC-1 en reactor y evaluaron la
eficacia de la biomasa producida en manzanas y naranjas.

En esta Tesis inicialmente se evaluo el crecimiento de la levadura con medio basado
en SQP, dextrosa, (NH;).SO4, MgSO, y KH,PO4 en ocho combinaciones distintas. Una de
estas combinaciones (SQP 60 g/L, (NH4).SO4 2 ¢g/L, MgS0,40,25 g/L y KH,PO, 5 g/L) fue
la que presentdé mejor produccion de biomasa, rendimiento y productividad, por lo tanto,
esta condicion fue seleccionada para producir biomasa en biorreactor. Se llevaron a cabo
dos reactores con este medio de cultivo, los resultados obtenidos muestran una disminucion
en la fase lag y del peso seco (g/L), pero un aumento en el rendimiento (Yxss) cuando se

compara con la produccion a nivel de frascos (Tabla 7 y 8). Sin embargo, la productividad
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(Pv) resulta igual en ambas escalas, ya que se logra obtener una concentracion de biomasa
igual en el tiempo de cultivo (g/L.h). Las condiciones generadas dentro del reactor, como
mejor agitacion, aireacion y distribucion del aire, tasa de transferencia de oxigeno y de
materia son condiciones que no se generan en los frascos Erlenmeyer (Doran, 2013; Patifio-
Vera et al., 2005).

Al momento de determinar la concentracion de celulas viables, estas alcanzan un
valor de 6,62x10% + 1,2x108 UFC/mL a nivel de reactor. Considerando que los reportes
bibliograficos indican que las levaduras son eficaces cuando se aplican a una concentracion
de entre 10" y 10° UFC/mL y rara vez son necesarias concentraciones mas elevadas (El-
Ghaouth et al., 2003; Long et al., 2005; Lutz et al., 2020), lo obtenido a nivel de reactor de
12 L es suficiente para poder realizar ensayos de actividad antagonista del ACB sobre un
bins de frutas (1000-1500 frutos).

Con el objetivo de optimizar un medio de cultivo para el crecimiento de V. victoriae
basado en SQP, se realizd un DCC con puntos estrellas y tras el analisis se determind que
las condiciones que maximizan la produccién de biomasa fueron: SQP, 80 g/L; (NH4),SO4
1,2 g/L; KH,PO,4 10 g/L. Para validar este medio de cultivo, se realizaron seis
experimentos y se calcularon los valores As y Bt. Se obtuvo un valor de 1,13 y 0,91 para At
y B respectivamente, estos resultados mostraron una discrepancia del 11% y 9%
respectivamente cuando se compararon los valores observados y los predichos, los valores
obtenidos son muy cercanos a 1 por lo que permiten confirmar la validacion (Bravo et al.,
2019; Mellefont et al., 2003).

A escala laboratorio, los siete reactores batch de 12 L realizados con el medio
optimizado tuvieron un comportamiento similar entre ellos y alcanzaron valores cercanos
en sus parametros cinéticos y de produccién (Tabla 12, 16 y 19). Se destacan dos reactores
batch (Tabla 16) con una mayor produccion de biomasa (15 g¢g/L) y productividad
volumeétrica
(0,2 g/L.h), pero con similar nimero de levaduras viables (1-3 x10° UFC/mL) que el resto
de los reactores realizados. Los resultados obtenidos con el medio de cultivo optimizado
son mejores cuando se comparan con los obtenidos en el medio no optimizado, esto se ve
reflejado principalmente en el aumento de la productividad volumétrica (P,), rendimiento

(Yxss), viabilidad (UFC/mL) y disminucién en la fase lag. Un parametro importante es la
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concentracion de células viables alcanzadas en el reactor (UFC/mL), con el medio
optimizado se obtuvieron 1,7x10° + 1,5x10° UFC/mL (Tabla 47), lo que representa un
incremento de 2,5 veces con respecto al medio no optimizado (Tabla 8).

La mayoria de los estudios se centran en la aplicacion de manera separada del suero
de queso. Por un lado, de la proteina del suero y por otro la lactosa, para configurar
procesos que permitan generar productos de valor agregado (Lappa et al., 2019), con un
marcado interés en la capacidad de distintos microorganismos de fermentar la lactosa en
etanol (Farkas et al., 2019; Ozmihci & Kargi, 2007a; Yamahata et al., 2020). Sin embargo,
existe poca bibliografia sobre el uso de SQP como sustrato para la produccion de biomasa
(Aouidi et al., 2010; Ferrari et al., 2001; Mahmood, 2015; Prajapati et al., 2017; Vamvakaki

et al., 2010), en donde ninguno de los microorganismos estudiados es utilizado como ACB.

1.1.1 Comparacion de escalas

Cuando se evalla el escalado en la produccion de un ACB se debe obtener la mayor
cantidad de biomasa en periodos cortos de tiempo y en un sustrato economico (Nunes,
2012; Patifio-Vera etal., 2005; Teixido etal., 2022). Los parametros cinéticos y de
produccion de biomasa en cada condicion de cultivo y escala de produccion pueden resultar
diferentes, aungue se trate de la misma levadura, debido a que estos parametros varian con
la composicion general del medio de cultivo (fuentes de carbono y nitrogeno utilizadas),
entre otros factores involucrados como la aireacion, agitacion, temperatura, etc. (Acevedo
et al., 2002; dos Santos, 2007).

En esta Tesis se realizaron dos configuraciones de reactor para producir biomasa en
medio de cultivo optimizado basado en SQP (reactor batch y semicontinuo) a dos escalas
(banco vy piloto). A escala laboratorio, el reactor semicontinuo alcanzé mejores resultados
en cuanto a UFC totales y productividad volumétrica (Tabla 47), disminuyendo los tiempos
de produccion, en comparacion con el reactor batch convencional (Tabla 8, 12, 16 y 19).
Esta mejor productividad puede deberse a que el RSC solo presenta fase lag al inicio del
cultivo, los sucesivos recambios de medio de cultivo no poseen fase lag, ya que las
levaduras estan adaptadas al medio. La concentracion de azlcares, amonio y oxigeno
aumentan con cada recambio de medio de cultivo, mientras que la concentracion de

biomasa disminuye (Figura 28 y 30). Esto genera que la velocidad especifica de
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crecimiento disminuya a medida que avanza el cultivo, si bien las células estan en
crecimiento exponencial, las que permanecen en el reactor cuando se adiciona medio de
cultivo, tienen una menor capacidad de metabolizar los sustratos adicionados y por lo tanto
una velocidad de duplicacion menor (Tabla 48).

Tabla 47. Comparacion de produccion de biomasa en distintas escalas.

Modelo Prototipo Reactor

Reactor batch!  Reactor batch ~ Semicontinuo®
Volumen (L) 12 100 27
t cultivo (h) 72+6 70 112 +9,90
DOmax 44 + 15,50 ol 39 £ 9,50
Biomasa total (g) 127,30 + 38 2070 244,50 + 33
Biomasa (g/L) 10,60 + 3,20 20,70 9,1+1,20
UFC total 2,1x10" + 1,8x10" 1x10™ 4,7x10"" + 4,6x10"
UFC/mL 1,7x10° £ 1,5x10° 2,6x10" 3,9x10" £ 1,4x10"
Pv (g/L.h) 0,15+ 0,04 0,30 0,08 £ 0,004
Consumo azucar (g/L) 20+ 8,10 34,30 42,54 + 8,28
Consumo amonio (g/L) 0,29+£0,11 0,23 0,61 £ 0,09
Yxis 0,44 £ 0,20 0,61 -*
Hmax (™) 0,07 0,01 0,07 *
kea (h™) 23,72 25,20 23,72

*ver datos en Taba 46. 1: promedio de siete RB en medio optimizado con SQP. 2: promedio de dos RSC en
medio optimizado con SQP.

Tabla 48. Rendimientos (Yx;s) ¥ HMmax €n cada una de las etapas de los reactores
semicontinuos.

RB1 Yxss 0,45+ 0,03 Mmax1 0,08 +0,01
RB2 Yxss 0,60 +0,17 Mmax2 0,06
RB3 Yxss 0,25+0,18 Mmax3 0,02
RB4 Yx/s 0,76 + 0,29 Mméaxa 0,02

Los resultados experimentales fueron reproducibles tanto a escala laboratorio (12 L)
como en escala piloto (100 L). Al pasar a escala piloto, resultados muestran que la
produccién de biomasa a esta escala permite obtener productividades mayores a las
obtenidas en los reactores batch y RSC a escala laboratorio (Tabla 47). El tiempo de
duplicacion disminuye, aumentado la velocidad especifica de crecimiento maxima,
alcanzando una mayor concentracion de biomasa en un tiempo similar a los reactores batch
(Tabla 47). Esta mejora general en la produccion de biomasa puede estar relacionada a la

mejor transferencia de oxigeno que presenta el reactor P dado a su mayor ka. La
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transferencia de oxigeno se elige cominmente como criterio principal de escalado, siendo
la aireacion y la agitacion variables importantes, resultando necesario conocer el valor del
coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno (k.a) (Doran, 2013; Garcia-Ochoa &
Gomez, 2009). Requiere un analisis cuidadoso extrapolar los resultados que se obtendrian a
escala industrial, a partir de los datos obtenidos a escala de laboratorio y/o planta piloto. La
escala piloto se asemeja més a la escala comercial en términos de equipamientos necesarios
y procesamiento downstream (Liu etal., 2016), pocas publicaciones se centran en el
escalado a grandes volumenes, particularmente en volimenes mayores a 100 litros, ya que
muchos trabajos entran en secreto de desarrollo a nivel industrial.

Los resultados obtenidos, utilizando SQP resultan similares cuando se comparan con
los obtenidos en bibliografia. Mahmood et al. (2015) obtuvieron concentraciones de
biomasa superiores a 10,7 g/L con K. fragilis y K. marxianus. Bosso et al. (2019)
obtuvieron 10,56 g/L de biomasa, alcanzando un rendimiento de 0,86 gg/gs Y una velocidad
de crecimiento de 0,31 h™* con S. fragilis. ©Ozmihci, (2009) obtuvo entre 5,1 y 10,2 g/L de
biomasa en reactores batch variando la concentracion de SQP entre 52 y 312 g/L y en
cultivos fed-batch de cinco ciclos obtuvo 8,26 g/L de biomasa, con rendimientos Y s
inferiores a los 0,16 gg/gs con distintas cepas de K. marxianus. Ferrari et al. (2001)
evaluaron la produccion de S. cerevisiae utilizando un medio combinado melaza/SQ
alcanzando un rendimiento de biomasa de 0,45 gg/gs. En general, de acuerdo a los
resultados reportados, vemos que la produccion de biomasa de levaduras a partir de SQ
como sustrato se encuentra en un rango de 5 a 12 g/L y rendimientos entre 0,16 gg/gs a 0,86
0s/0s (Anvari & Khayati, 2011; Cristiani-Urbina et al., 2000; Farkas et al., 2019; Galvéo de
Souza Junior et al., 2001; Oliveira et al., 2018; Ozmihci & Kargi, 2007a, 2007b, 2007c¢).

1.2 Optimizacién de un medio de cultivo basado en mosto de manzana
En esta Tesis se evalud por primera vez al mosto de manzana (MM) como base para
un medio de cultivo para el crecimiento de V. victoriae, empleando condiciones reportadas
en bibliografia sobre el crecimiento de las levaduras en general y en trabajos anteriores
desarrollados en nuestro laboratorio (Gramisci, 2019). Se evalué mosto de manzana,
MnSQ,, FeSO,4, ZnSO4, KH,PO4, urea y biotina en siete combinaciones distintas. Se

selecciond una condicion (MM 50% vl/v, urea 1,4 g/L y biotina 2,5 pg/L) por presentar
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mayor produccion de biomasa, mejor productividad y menor fase lag. Este medio de
cultivo econémico se empled para escalar a nivel de reactor. Los resultados obtenidos
muestran una mejoria en todos los parametros cinéticos y de produccion de biomasa cuando
se comparan con la produccion a nivel de frascos (Tabla 31). Al momento de determinar la
concentracién de células viables, estas alcanzan un valor de 9x10° + 2,83x10® UFC/m
(Tabla 32). Estos valores de células viables son superiores a los obtenidos en medios
basados en SQP, que oscilaron en valores de 6,6x10° + 1,2 x10°UFC/mL (Tabla 8).

Luego de evaluar que V. victoriae era capaz de crecer en MM tanto a nivel de frascos
como de reactor, se llevo a cabo una optimizacion del medio de cultivo realizando un DCC
con puntos estrellas con cuatro factores (MM, KH,PQ,, urea, biotina). La superficie de
respuesta obtenida a partir de los resultados y del andlisis estadistico demostré que no
existe ningn maximo absoluto en el espacio experimental seleccionado, sin embargo, se
puede observar que concentraciones de MM mayores al 30% v/v y de KH,PO, mayores a 7
g/L permitirian obtener mayores concentraciones de biomasa (Figura 18, A). Para encontrar
el punto 6ptimo se realizé un segundo DCC con puntos estrellas para desplazarse de la
region actual en la mejor direccion, en este caso la biotina no fue tenida en cuenta ya que
resulta un insumo costoso y la concentracion de urea se mantuvo fija en todos los ensayos
en 2 g/L. La urea es un insumo econdmico ampliamente seleccionada como fuente de
nitrdbgeno que permite obtener buenos rendimientos (Crueger etal., 1989; Reed &
Nagodawithana, 1990). Luego del analisis, se determind que la condicién que maximiza la
produccion de biomasa corresponde a: MM, 44% v/v; KH,PO,, 7,3 g/L y urea, 2 g/L. Para
la validacion del modelo, se llevaron a cabo una nueva serie de experimentos con el medio
optimizado, se calcularon los indices de validacion (As y Bs) que fue de 1,12 para ambos
casos, observandose un buen comportamiento y reproducibilidad del modelo.

Cuando se compara la produccion de biomasa a escala reactor, se observa que la
concentracion de biomasa es mayor cuando la levadura crece en el medio de cultivo no
optimizado, sin embargo, esta diferencia es de solamente 2,87 g/L (Tabla 32 y 38).
Analizando el resto de los parametros cinéticos y de produccién de biomasa del medio de
cultivo optimizado con el no optmizado, se observa que el tiempo de cultivo es de
aproximadamente 20 horas menor, hay un aumento en el rendimiento (Yxs), en la

productividad volumétrica (P,) y en la velocidad especifica de crecimiento maxima (Umax)-
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1.2.1 Comparacion de escalas

Se realizaron dos configuraciones de reactor para producir biomasa (reactor batch y
semicontinuo, RSC) a escala laboratorio. La Tabla 50 se desprende de la Tabla 49 ya que se
obtiene un valor de Yx;s ¥ Mmax €n cada etapa del cultivo. La produccién de biomasa en
reactor RSC alcanz6 mejores resultados que el reactor batch (Tabla 49) en cuanto a
produccion de biomasa (peso seco y UFC/mL). Se comprobd que esta configuraciéon de
reactor permite alcanzar mayores valores disminuyendo los tiempos de produccion en
comparacion con un reactor batch convencional, asi como también menos tiempo para la

preparacion del indculo, limpieza y esterilizacion (Tabla 49).

Tabla 49. Comparacion de produccion de biomasa a escala laboratorio.

Reactor batch® Reactor
semicontinuo

Volumen (L) 12 27
t cultivo (h) 59 + 7,90 1342 +7
DOmax 36,30 £ 3 45,6 £ 1,50
Biomasa total () 123,40 + 1,60 299,2 £ 2,30
Biomasa (g/L) 10,30 £ 0,14 11,10+ 0,10
UFC total 1,29x10%+ 1,1x10"°  2x10™ + 1,9x10"
UFC/mL 1,10x10° + 8,1x10°  4x10" + 1,4x10"
Py (9/L.h) 0,18 £ 0,03 0,083 + 0,007
Consumo azucar (g/L) 19,70 £ 2,70 48,20 + 3,78
Consumo amonio (g/L) 0,29+0,13 1,12 + 0,05
Yxs 0,53 £ 0,06 -*
Hmax (W) 0,07 0,01 *
kea (h™) 30,72 30,72

*Ver datos en Taba 48. 1: promedio de tres RB en medio optimizado con MM. 2: promedio de dos
RSC en medio optimizado con MM.

Tabla 50. Rendimientos (Yx;s) ¥ Mmax €n cada una de las etapas batch dentro de los
reactores semicontinuos.

RB1  Yxs 080+001 Hmsa 0,07 +0,001
RB2  Yxs 059+0,06 Hmae 0,030,003
RB3  Yxs 028+004 Hmae 0,03+0,002
RB4  Yyxs 051+0,03 pmaa 0,03
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Por otro lado, comparando los resultados obtenidos en batch de 12 L utilizando los
dos medios de cultivo optimizados (Tabla 47 y 49), los cultivos realizados con el medio
optimizado con MM, son relativamente méas cortos que los cultivos con SQP, ya que
demoran entre 11 y 16 horas menos en alcanzar la fase estacionaria, mientras que no
existen grandes diferencias en el resto de los pardmetros analizados. Por otro lado, los
reactores con SQP presentan mayores desvios en sus parametros de crecimiento a
diferencia de los reactores con MM, que resultaron ser mas reproducibles. En cuanto a la
produccién en RSC, los parametros analizados son superiores para los reactores en los que
se utilizdé MM como medio de cultivo (Tabla 49), presentaron mayor produccion de
biomasa (UFC/mL, peso seco (g/L), absorbancia) y mayores consumos de fuente de
carbono y nitrogeno que los RSC realizados con SQ (Tabla 47). La mayor produccién de
biomasa en el reactor con MM podria deberse al valor de k.a (30,72 h™), el cual es mayor
en comparacién con el obtenido en SQP (23,7 h™). Por otro lado, existen varios factores
que pueden afectar la transferencia de oxigeno, y en consecuencia la produccion de
biomasa, uno de ellos es la adicion de agentes antiespumantes.

Estos productos son adicionados cuando existe formacién de espuma en los cultivos
aerobios, generalmente cuando se utilizan medios de cultivos ricos en proteinas, como es el
caso de SQP (Doran, 2013). La formacion de espuma es un inconveniente, sin embargo, la
adicion de antiespumantes disminuye en gran medida la transferencia de oxigeno afectando
directamente el crecimiento de la levadura (Doran, 2013). Por otro lado, la presencia de
solutos como sales, &cidos y azlcares que normalmente se requieren en los medios de
cultivo, afectan a la solubilidad del oxigeno en agua, modificando también el valor de k a
dependiendo del medio de cultivo utilizado(Doran, 2013). En cuanto a rendimientos (Y x/s)
existen diferencias en los valores obtenidos en cada una de las etapas batch dentro de cada
RSC (con medio MM), en especial en RB1, en cuanto a las velocidades de crecimiento
(Umax) No presentan diferencias entre los dos medios optimizados. Si comparamos en lineas
generales la produccion de biomasa, se podria considerar como mejor medio de cultivo el
basado en MM para llevar a cabo la produccién de biomasa de V. victoriae tanto en reactor
batch como en RSC a escala de laboratorio. Seria interesante en un futuro realizar el

escalado a 100 L con el medio optimizado MM.
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2 Proceso downstream

El procesamiento posterior (downstream) para la recuperacion del producto dutil,
luego de la produccion de biomasa, se centra en la obtencidn de células en nuestro caso el
ACB.

En esta Tesis se utilizaron dos metodologias para concentrar el ACB: centrifugacion
y filtracion tangencial. Independientemente de la técnica utilizada, se observé una pérdida
en la viabilidad finalizado el proceso. En el caso de la biomasa crecida en medio
optimizado con SQP en reactores batch, los porcentajes de pérdida de viabilidad varian
entre 20% y 90%; en cambio en RSC, cuando la biomasa se produce con el mismo medio,
los porcentajes de pérdida son mucho mayores (90-99%), disminuyendo en un orden de
magnitud la concentracion celular independientemente del sistema de concentracion
utilizado. Para la biomasa crecida en medio optimizado con MM en reactores batch, la
pérdida de viabilidad es mucho menor, entre 11% y 18%, en comparacién con la biomasa
producida en medio con SQP, sin embargo, cuando la biomasa es producida en RSC, los
valores obtenidos son similares a SQP, con pérdida de viabilidad entre 95% y 99%. Las
pérdidas de viabilidad observadas durante el proceso downstream estan relacionadas con la
exposicion de las levaduras a diversos factores estresantes. Entre estos factores se incluyen
los cambios de temperatura generados durante el proceso y la eliminacién de nutrientes del
medio residual durante el lavado de la biomasa. Estos factores acenttan los procesos de
envejecimiento, lo cual puede afectar negativamente la viabilidad y eficacia de las
levaduras (Macarisin et al., 2010; Sui et al., 2015). Esto puede afectar negativamente a las
propiedades del ACB, disminuyendo su capacidad antagonista o de colonizacion sobre la
superficie de la fruta tratada. Sin embargo, no se han evaluado en bibliografia los efectos
que tienen estas tecnologias aplicadas al procesamiento posterior a pequefia y gran escala

de agentes de biocontrol (Wisniewski et al., 2010).

3 Formulacion del ACB
Los agentes de biocontrol deben producirse en grandes cantidades, pueden prepararse
tanto como productos secos o liquidos, deben conservar su eficacia de biocontrol y una
méaxima vida atil. Por lo tanto, su formulacion debe cumplir ciertos criterios para tener

éxito comercial. Entre ellos se incluyen: (a) mejora y aumento de la eficacia del biocontrol
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a escala comercial; (b) facilitar su distribucion, almacenamiento, manipulacion y uso del
producto (c) estabilizar y proteger al microorganismo de factores ambientales nocivos; (d)
ampliacion de la vida util de los productos en al menos seis meses y (e) ser compatible con
los demas métodos y equipos de aplicacion existentes (Melin et al., 2006; Patifio-Vera
et al., 2005; Teixido et al., 2022).

Entre las metodologias posibles, se eligio la liofilizacion para formular la biomasa
crecida en el medio de cultivo optimizado con SQP. Existen varios protectores quimicos
para preservar la vialidad durante la liofilizacion, su seleccion varia con la especie de
levadura, la concentracién inicial de células viables sometidas al proceso, la temperatura de
congelacion y el tiempo de rehidratacion, asi como también la solucion que se utilice para
la rehidratacion (Navarta et al., 2011; Gamero-Sandemetrio et al., 2014). En esta Tesis,
para la biomasa crecida en frascos con el medio de cultivo optimizado con SQP se evaluo,
previo a la liofilizacion, una temperatura de congelacion de -80°C, con el agregado de
GMS como crioprotector, en combinacion con SQP o LDP (30% p/v) como protectivos.
Para las dos combinaciones de protectivos, la viabilidad luego de la liofilizacion disminuye
en 3 ordenes de magnitud, obteniendo un 0,1% de viabilidad cuando GMS se combina con
SQP y un 0,08% de viabilidad cuando se combina con LDP. De la misma manera, durante
un periodo de almacenamiento de 90 dias, el GMS en combinacion con SQP mostré una
supervivencia de la levadura como LSA significativamente mejor en comparacion con su
combinacion con LDP, aproximadamente el 68%. A partir de estas pruebas en pequefio
volumen, la biomasa producida en reactor se liofiliz6 en la condicion seleccionada
conservando una viabilidad luego de 90 dias de almacenamiento en el rango de 49-69%
(Tabla 17, 20 y 27).

Por otro lado, para la liofilizacion de V. victoriae crecida en medio optimizado con
MM en frascos, se evaluaron tres crioprotectores en combinacion con dos agentes
protectivos y dos temperaturas de congelacion. Durante el periodo de almacenamiento (255
dias) de la biomasa liofilizada, el GMS resulta ser el mejor crioprotector alcanzando una
mayor viabilidad cuando la biomasa es previamente congelada a una temperatura de -80°C.
Cuando se empled LDP como agente protectivo y GMS, la viabilidad fue mayor (30,6%)
que cuando se utiliza SQP y GMS (12,1%). A partir de estas pruebas en pequefio volumen,
la biomasa producida en los diferentes reactores se liofilizo, confirmando que la LDP es el
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mejor agente protectivo, conservando entre el 50-60% de viabilidad luego de 60 dias de
almacenamiento (Tabla 40 y 41). EI RB1 present6 una escasa viabilidad luego de la
liofilizacion (Tabla 39), esto podria deberse a que el proceso dowstream se llevé a cabo en
15 dias (puesta a punto del equipo de ultrafiltracidn), mientras que para RB2 y RB3 solo
tomo 5 dias. Por otro lado, se puede observar que RB1 presentd una similar produccion de
biomasa que RB2 y RB3, pero una cantidad de células viables un orden de magnitud
menor, dato que concuerda con una menor viabilidad luego de la liofilizacion y durante el
almacenamiento (Tabla 38).

Los valores de viabilidad en las condiciones seleccionada en este trabajo, fueron mas
altos que los reportados en bibliografia por otros autores. Cabrefiga et al., 2014, obtuvieron
luego de 12 meses de conservacion a 20°C una viabilidad del 3,3% para Pseudomonas
fluorescens almacenada a 4°C, utilizando lactosa como crioprotector. Melin et al., 2007,
obtuvieron luego de 3 meses de conservacion a 20°C porcentajes de viabilidad entre 12% y
45% para Pichia anomala utilizando trehalosa y sacarosa al 5% como crioprotectores.
Navarta et al. (2014), evaluaron la viabilidad de Cryptococcus laurentii almacenada a 4°C
durante 90 dias, evaluando para la liofilizacion como crioprotectores: LDP (10% p/p) o en
combinacidn con trehalosa, fructosa y sacarosa (10% p/p). Obtuvo la menor viabilidad con
LDP sola (18%), mientras que la mayor viabilidad se alcanz6 con LDP + sacarosa (52%).
Por altimo, trabajos realizados con C. sake (Abadias et al., 2001), evaluaron el efecto de la
liofilizacion sobre la viabilidad de la levadura inmediatamente después del proceso
utilizando diversas combinaciones de agente protectivo + crioprotector, sin tener en cuenta
la influencia en la viabilidad de la misma durante el tiempo de conservacion. Utilizando
LDP (10% p/p), GMS (10% p/p), sorbitol (10% p/p), entre otros, alcanzado porcentajes de
viabilidad de 22%, 19,8% y 13% respectivamente, para el ACB Candida sake. También
evalué LDP en combinacion con los distintos crioprotectores evaluados, reportando una
mejoria en los porcentajes de viabilidad entre el 25% y 40%.

Por otro lado, se evalud el secado spray como metodologia para obtener la levadura
en formulacién seca. Esta metodologia se aplicd a la biomasa obtenida en el proceso de
escalado en el reactor de 140 L. Se evaluaron dos condiciones de secado spray, detalladas
en el apartado 6.2.2. La viabilidad de la levadura disminuy6 de 10*? a 10° UFC/mL con
cualquiera de las condiciones evaluadas al momento de secado. Durante el periodo de
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almacenamiento, se alcanz6 una viabilidad del 10,7% con la condicién C2 y un 2,7%
viabilidad con la condicién C1. Como se puede apreciar, la viabilidad fue muy baja,
probablemente debido a que la levadura no pudo sobrevivir a las temperaturas de trabajo,
ya que V. victoriae no es capaz de sobrevivir mas alla de los 25°C en medios de cultivos.
Los ACB capaces de producir endosporas termorresistentes son los mas adecuados para ser
formulados con esta técnica, principalmente bacterias como es el caso de B.
amyloliquefaciens CPA-8 y Paenibacillus polymixa (Liu et al., 2014; Yanez-Mendizabal
etal., 2012). En cuanto a las levaduras. otros autores obtuvieron porcentajes de viabilidad
alrededor del 15% para C. sake (Cafiamés et al. 2008) utilizando LDP (10% p/p), sin
embargo, esta pérdida de viabilidad resulta poco rentable para su aplicacion como ACB.
Por otro lado, Liu etal., 2014 obtuvieron para Paenibacillus polymyxa una viabilidad de
83,5-86,6% luego del secado spray. Para S. cerevisiae, Vorlander et al., 2023 obtuvieron
una viabilidad del 62% utilizando una combinacién de trehalosa y LDP; mientras que
Aponte et al., 2016 alcanzaron una viabilidad de 15,9% combinando almidén y maltosa.
Los ACB en formulaciones secas tienen un tiempo de almacenamiento mas largo, un
riesgo de contaminacion minimo y son mas faciles de almacenar, enviar y distribuir (Li y
Tian, 2006). Sin embargo, una de las desventajas de las formulaciones secas es la elevada
mortalidad celular debida a los procesos de deshidratacion y rehidratacion. Seria necesario
realizar mayores estudios para mejorar la formulacién de V. victoriae, evaluando otros
protectores para el secado spray o incluso otros métodos de secado como el lecho fluido
para aumentar la viabilidad de las células para un posible formulado comercial como ACB.
Dadas las dificultades y costos de los procesos de secado, la formulacién liquida de
las levaduras es una alternativa posible. Este tipo de formulacién no requiere ningun
proceso de secado 0 equipos especializados en la fabricacion y su desarrollo es menos
costoso (Dukare et al., 2019), generalmente requiere la manipulacién de grandes volimenes
con proteccion contra la contaminacion, como también para su distribucion y
almacenamiento se requieren bajas temperaturas de conservacién. Esto genera un
inconveniente en cuanto a su uso practico, con una vida comercial de pocos meses y costos
elevados de almacenamiento (Melin etal., 2011; Teixido etal., 2022). De acuerdo a la
bibliografia, muchos autores evalUan diversos protectores (trehalosa, lactosa, almidon, entre

otros) en distintas concentraciones y temperaturas de almacenamiento, alcanzando valores
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de viabilidad entre 53-90% (Liu etal., 2009; Melin etal., 2006). Abadias et al. (2003)
obtuvieron mejores resultados que la formulacion seca cuando C. sake se conservé en una
solucion isotonica de trehalosa, con una viabilidad celular del 77% luego de 7 meses de
almacenamiento a 4°C. En esta Tesis se valud el almacenamiento de la biomasa fresca
crecida en el medio con SQP, se almacend a 4°C y -20°C, utilizando como crioprotector
GMS, sorbitol o glicerol. Con GMS, a -20°C luego de 30 dias de conservacion se obtuvo la
mayor viabilidad (37,9%), mientras que a 4°C la biomasa mostrd valores de viabilidad
inferiores al 10%. La formulacion liquida de este ACB es un aspecto que se podria mejorar
a futuro, optimizando diferentes protectores en distintas concentraciones que permitan

alcanzar los valores reportados en bibliografia.

4 Evaluacion de la capacidad antagonica de V. victoriae en ensayos a escala comercial

La produccion de biomasa a gran escala es un requisito indispensable cuando se
quiere apuntar en un futuro a la aplicacion de los 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 tuneles de secado, asi como también ser capaz de crecer sobre la superficie
de la fruta durante el periodo de almacenamiento (Di Canito etal., 2021; Torres etal.,
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 estos ensayos se realizd la produccion de V. victoriae a escala
laboratorio y piloto, a diferentes volimenes finales de cultivo: de 12, 27 y 100 litros, con
diferentes medios de cultivo, lo que implica un diferente acondicionamiento fisiolégico de
las levaduras.

La biomasa de V. victoriae obtenida en los reactores fue evaluada a escala
semicomercial en diferentes temporadas. Se evalué 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). Por otro lado, se aplico la biomasa de la levadura crecida en los
dos medios de cultivo optimizados en las diferentes configuraciones de reactores (batch y
RSC), en dos escalas (laboratorio y piloto), tanto fresca como liofilizada.

Los porcentajes de control obtenidos a nivel semicomercial en linea de empaque de

produccion organica, son similares a los reportados por Lutz (2015) y Gramisci (2019) con
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la misma cepa de V. victoriae crecida en otros medios de cultivo, superando el 50% y en
algunos casos alcanzado el 100% de control. En algunas temporadas, se obtuvieron
menores porcentajes de control de las enfermedades postcosecha. Estas variaciones podrian
deberse a varios factores como: el proceso de produccion de la biomasa de levaduras, el
método de aplicacion, el estado fisioldgico de la fruta, la presencia de infecciones latentes o
incluso la combinacién de levaduras con fungicidas convencionales (Basso et al., 2022;
Droby, 2006; Sanzani etal., 2009). Sepulveta et al. (2022) reportaron con V. victoriae
EPL4.5 y EPL29.5, un 41,7% y 62,5% de control respectivamente sobre la enfermedad
causada por Phlyctema vagabunda en manzanas. Marsico et al. (2021) reportaron un
porcentaje de control del 100% de 4 levaduras nativas en heridas de uvas de mesa.
Resultados similares fueron reportados también con Candida sake en manzanas y heridas
de peras en ensayos a escala semicomercial (Torres et al., 2006; Usall et al., 2001).

En términos generales, los ensayos mostraron que los porcentajes de incidencia de las
podredumbres fueron mayores en peras que en manzanas, sin embargo, los porcentajes de
control fueron superiores en peras. Esto podria explicarse, ya que la cepa V. victoriae
NPCC 1263 fue aislada especificamente de la superficie de peras conservadas en camara
frigorifica y seleccionada como levadura antagonista para el control bioldgico de las dos
principales enfermedades postcosecha en esta fruta, B. cinerea y P. expansum (Lutz et al.,
2012, 2015). Por otro lado, esto coincide con otras investigaciones (Gramisci, 2019; Lutz
etal., 2017; Manso & Nunes, 2011; Torres et al., 2006) que evidencian que varietales de
peras son mas susceptibles que los varietales de manzana a las enfermedades causadas por
los fitopatdgenos.

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, se alcanzaron buenos porcentajes
de control en manzanas. Cuando la levadura crecié en medio de cultivo con SQP, aplicada
tanto fresca como liofilizada-rehidratada se alcanzaron los mayores porcentajes de control
sobre P. expansum (63-68%). Del mismo modo, cuando la levadura aplicada crecio en
medio de cultivo con MM, los mejores porcentajes de control se alcanzaron sobre
Alternaria-Cladosporium spp. (82-100%). La levadura fresca, crecida en ambos medios de

cultivo logré controlar entre el 29-57% a B. cinerea.
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Con respecto a 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
en todas las temporadas fue mayor en este varietal, frutas con indices de madurez mas
avanzados tienen menor potencial de conservacion. El avance de la madurez y la incidencia
de enfermedades se agravan y determinan un deterioro en poscosecha, por otro lado,
Packham’s Triumph en general comienza a producir etileno en conservacion antes que
Beurré D’Anjou (Calvo et al., 2022). Sin embargo, como se menciond anteriormente los
porcentajes de control variaron de una temporada a la otra sobre ambos varietales.

Similar a lo que ocurre en manzanas, la levadura liofilizada no logra controlar en
todas las temporadas la enfermedad causada por B. cinerea, alcanzando un maximo de 36%
de control sobre Packham’s Triumph. Considerando que el ACB fue aislado por su
capacidad biocontroladora sobre B. cinerea y P. expansum, es importante destacar que el
control sobre Alternaria-Cladosporium spp. resultdé ser muy bueno, con porcentajes que
alcanzaron el 86% y el 100% en algunos casos. Existen pocos estudios sobre este patdgeno
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).

En cuanto al medio utilizado para producir el ACB, el porcentaje de biocontrol es
mayor cuando las levaduras crecen en el medio de cultivo optimizado con SQP, sin
embargo, las diferencias no son significativas cuando se comparan con las levaduras
crecidas en el medio de cultivo optimizado con MM.

Por otro lado, cuando se evalué la aplicacion de la levadura sola o en combinacién
con cloruro de calcio, se observd que el agregado de esta sal mejora la capacidad
antagénica de V. victoriae (efecto sinérgico), aumentando los porcentajes de control
obtenidos frente a los patdgenos estudiados sobre los dos varietales de peras ya que activan
el sistema de defensa natural de las frutas (Meng & Tian, 2009; Palou et al., 2015). Con
CacCl; los porcentajes de control se mantuvieron entre 67-93% Yy sin esta sal entre 58-73%,
sobre el varietal Beurré D’Anjou. Para el varietal Packham’s Triumph, el porcentaje de
control de la levadura combinada con CaCl, fue de 39-58%, mientras que la levadura sin
esta sal solo logré controlar a Alternaria-Cladosporium spp. en un 15%.

Con respecto al sistema de aplicacion, Droby (2006) asegura que este es un factor

importante en el rendimiento final de los ACB, indicando que los sistemas de pulverizacion
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en linea son los mas adecuados, sin embargo, existe poca bibliografia sobre el efecto de
este factor sobre los ACB. Los resultados obtenidos en esta tesis, muestran que el sistema
de aplicacion convencional utilizado en el ensayo de la primera temporada redujo
significativamente el nimero total de células en 2 6rdenes de magnitud con respecto a la
cantidad inicial contenida en el tanque de aplicacion. Posiblemente la presion impulsora,
los esfuerzos de corte y el paso a través de las boquillas generan la ruptura de las células
reduciendo su ndmero y viabilidad. Lutz (2015) en ensayos similares reportd que la
viabilidad de las levaduras disminuyd entre 2 y 3 ordenes de magnitud, mientras que
Gramisci (2019) reporté que la cantidad de levaduras viables disminuyd en un orden de
magnitud al pasar por las toberas. Frente a esta pérdida de viabilidad, en temporadas
posteriores, el sistema de aplicacion se cambi6 por un tubo de PVC perforado (Figura 22),
este sistema disminuye la presion ejercida permitiendo que las células pasen a través de los
orificios gracias a la fuerza de gravedad. Con este sistema no se observaron diferencias
significativas en la viabilidad de las levaduras cuando se compara con la viabilidad de las
levaduras en el tanque de aplicacion.

Cuando se aplican levaduras liofilizadas (rehidratadas previamente), se observa una
disminucion de 45-55% en la viabilidad al pasar por el sistema de aplicacién. Este hecho
podria explicar la raz6n por la cual los porcentajes de control son mas bajos en
comparacion con la levadura fresca. La disminucion en la cantidad de levaduras podria
deberse a la formacion de cumulos de levadura que dificultan el paso, tapando los orificios
de salida. En un futuro podrian ajustarse distintos factores, como el proceso y el tiempo de
rehidratacion de la biomasa liofilizada, la humectabilidad y desintegracion en agua en un
tiempo determinado o incluso el uso de una solucion especifica para la rehidratacion
(Gamero-Sandemetrio et al., 2014; Navarta et al., 2011; Torres Alarcén, 2009). Estudiar y
analizar estas variables permitiria evitar esta pérdida de levaduras viables a partir de las
levaduras secas.

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 & Korsten, 2002; Li et al., 2016; Vero et al., 2013). La cepa de levadura
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seleccionada V. victoriae NPCC 1263 tiene la caracteristica particular de haber sido aislada
de la superficie de pera en conservacion, por lo cual su metabolismo est4d adaptado al
sustrato y a las bajas temperaturas presentes en las camaras de conservacion frigorificas
(Lutz et al., 2013). Sin embargo, en esta Tesis fue necesario evaluar la capacidad de
colonizacion de este antagonista de acuerdo a la condicion de cultivo empleada para la
produccion de biomasa, para evaluar si influiria en el acondicionamiento fisiologico de la
levadura para emplearla como ACB. Los resultados de los ensayos in situ 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 concentracién de UFC/cm? en dos 6rdenes de magnitud con respecto a la
concentracion inicial al momento del ensayo.

Cuando la biomasa es aplicada liofilizada-rehidratada, crecida en cualquiera de los
medios de cultivo, es capaz de colonizar en mayor medida la superficie de la fruta en
comparacion con la biomasa fresca (Figuras 31 y 42). Por otro lado, cuando se compara la
poblacion final de levaduras sobre la superficie de la fruta al final del ensayo, sobre los
varietales de pera (2,35x10° + 1,32x10° UFC/cm?) la concentracion resulta ser un orden de
magnitud mayor a la lograda sobre el varietal de manzana (3,97x10? + 1,26x10? UFC/cm?).
Con respecto al medio de cultivo, V. victoriae crecida en la condicién SQP logra una
poblacién 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 (SQ: 4,29x10?> UFC/cm? a 3,54x10° UFC/cm? y MM: 1,56x10?
UFC/cm?a 1,83x10° UFC/cmZ) a 180 dias de conservacion en frio. Estos resultados coinciden
con los valores obtenidos en ensayos in situ previos realizados en este equipo de investigacion,
en donde los valores iniciales se encuentran en el orden de 10> 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 cultivares de peras a partir de
los tres meses, manteniéndose constante la poblacion viable luego de cinco meses de

conservacion.
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De acuerdo a la bibliografia, solo se encuentran reportes en ensayos in situ en heridas
provocadas, en tiempos cortos y en condiciones distintas a las comerciales (Hu et al., 2015;
Liu etal., 2011; Zhang et al., 2013). A diferencia de los estudios antes mencionados, los
ensayos de colonizacion de esta tesis 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.

En el ensayo realizado en la linea de empaque de produccion convencional, los
tratamientos no lograron controlar la enfermedad causada por P. expansum, pero si
alcanzaron porcentajes de control superiores al 47% para las enfermedades causadas por B.
cinerea y Alternaria-Cladosporium spp. a los 180 dias de almacenamiento. Sin embargo,
cuando se evalla la capacidad de colonizacion de las levaduras sobre la superficie de la
fruta, se observa que la concentracion de células disminuye a lo largo del tiempo,
alcanzando una baja concentracién de UFC/cm? tanto en pera como en manzana. Esto
indica que el uso de fungicidas quimicos en dosis comerciales inhibe el crecimiento de la
levadura en superficie, por lo que los porcentajes de control alcanzados podrian ser debido
al efecto de estos fungicidas. Existen reportes que indican que el uso de un ACB en
combinaciéon con un fungicida quimico en dosis bajas puede mejorar la eficacia de
biocontrol, similar al uso del fungicida solo en dosis comerciales, lo que se considera un
método eficaz para reducir el uso de fungicidas (Dukare et al., 2019; Qin & Tian, 2004;
Zhang et al., 2020). Pero esta metodologia tiene el riesgo de elevar el porcentaje de cepas
de fitopatogenos resistentes a los fungicidas quimicos (Buck, 2004; Lima etal., 2011;
Zhang et al., 2020).

V. victoriae fue reportada como agente de control bioldgico por primera vez en este
grupo de investigacion (Lutz et al., 2012). Hasta la fecha, se han documentado pocos
resultados sobre esta levadura como ACB (Gramisci, 2019; Lopez, 2021; Lutz et al.,2015
,2020; Nian etal.,, 2023; Sepulveda etal., 2022). Los estudios sobre la efectividad
antagonista de este ACB, manejando grandes cantidades de fruta (aproximadamente 400 kg
por tratamiento) en ensayos realizados en galpones de empaque siguiendo el manejo
tradicional de la fruta postcosecha, son Unicos en la bibliografia cientifica. Los resultados
obtenidos en esta Tesis, demuestran que esta levadura es capaz de controlar las

enfermedades principales en los dos varietales de peras y manzana en condiciones reales de
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conservacién en empaque comercial, considerando la presion natural de los patdgenos
presentes. Finalmente, el uso de este ACB es una herramienta bioldgica con gran potencial
de aplicacién para controlar las enfermedades fungicas en la produccion de fruta organica
de la zona, siendo respetuosos con el medio ambiente y sin generar efectos secundarios.
Permitiendo reducir o sustituir el uso de fungicidas quimicos debido a su impacto en la

salud de los consumidores y el medio ambiente.
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CONCLUSIONES
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® El uso de residuos agroindustriales permite disefiar medios de cultivo de bajo costo con
los cuales se pueden obtener grandes cantidades de biomasa de la levadura. EIl MM
presenta ventajas con respecto al SQP, dado que es un sustrato facilmente accesible a
nivel regional.

& Se optimizaron mediante disefios estadisticos experimentales dos medios de cultivo para
aumentar la produccion de la biomasa. El primero basado en el residuo de la industria
lactea: constituido por SQP, 80g/L, (NH4).SO,4 1,2 g/L; KH,PO,, 10 g¢/L. El segundo,
basado en el residuo de la industria sidrera, compuesto por MM ,44% v/v; KH,PO,, 7,3
g/L y urea, 2 g/L.

® La levadura es capaz de crecer en bioreactor a escala laboratorio en medio optimizado,
obteniendo 1,7x10° + 1,5x10° UFC/mL con SQP y 1,1x10° + 8,1x10® UFC/mL con MM
para ser aplicadas en ensayos a escala semicomercial sobre frutas postcosecha.

& La produccién de biomasa en RSC permite obtener concentraciones de biomasa mucho
mayores, entre 3,6x10™ con SQP y 4x10%°con MM, en comparacién con las obtenidas
en los cultivos batch, ademas presenta la ventaja que reduce los tiempos y costos que
conlleva producir mas de un cultivo batch. Los mejores resultados en RSC se obtienen
cuando la levadura crece en medio optimizado con MM.

® El escalado de la biomasa a 100 L en reactor batch utilizando SQP permite obtener
mejores resultados cuando se compara con la produccidn en reactor a escala laboratorio:
duplica el peso seco por litro, aumenta un orden de magnitud las celulas viables y
duplica la productividad volumétrica.

& El proceso dowstream afecta la viabilidad de las levaduras en mayor medida cuando
crecen en medio optimizado con SQP que en MM en reactor batch. Cuando crecen en
RSC, la pérdida de viabilidad es mucho mayor en comparacion con el reactor batch,
independientemente del medio de cultivo utilizado.

® El secado spray no es una metodologia adecuada para obtener levadura seca activa de
este ACB ya que no puede sobrevivir a las altas temperaturas que se alcanzan durante el
proceso.

& El secado por liofilizacion es una metodologia adecuada para obtener levadura seca
activa de este ACB con el agregado de GMS 1% p/v como crioptector y con LDP/SQP
30% p/v como agentes protectivos, ya que disminuyen las pérdidas de viabilidad. Sin
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embargo, durante este procedimiento la biomasa reduce su viabilidad en al menos dos
ordenes de magnitud. Luego de 90 dias de almacenamiento de la biomasa liofilizada, se
alcanzan porcentajes de viabilidad entre 34-68%.

® El cloruro de calcio actiia como un potenciador del biocontrol, ya que el agregado de
esta sal mejora la capacidad antagdnica de V. victoriae (efecto sinérgico), aumentando
los porcentajes de control obtenidos frente a B. cinerea, P. expansum y Alternaria-
Cladosporium spp. en ensayos a escala semicomercial.

& La levadura obtenida en las dos escalas de produccion (laboratorio y piloto) aplicada
tanto fresca como seca-rehidratada, logra controlar las enfermedades causadas por los
hongos fitopatdgenos en ensayos a escala semicomercial en un varietal de manzana y en
dos de pera.

® 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) durante el periodo de almacenamiento, logrando

controlar las enfermedades durante 3-6 meses de conservacion.

Perspectivas futuras

® Para maximizar el rendimiento, la eficacia y la vida util del producto biofungicida, se
deberia optimizar mediante DEE la formulacion del ACB, ya sea en presentacion liquida
0 seca.

& Seria interesante en un futuro llevar a cabo el escalado a 100 L de la produccion de
biomasa de ACB con el medio optimizado basado en mosto de manzana (MM) y evaluar
su eficacia en ensayos a escala semicomercial.

® Evaluar la capacidad antagonista de la levadura contra hongos fitopatdgenos en
diferentes cultivos de la region, como membrillo, durazno, cerezas, entre otros.

& Con el objetivo de lograr la transferencia, seria necesario evaluar la factibilidad técnica,

economica y comercial del producto.
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