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I. RESUMEN EJECUTIVO

Chile se ha consolidado como el principal abastecedor de fruta fresca del Hemisferio Sur,
abasteciendo a Estados Unidos, Asia y Europa, esto implica que los productos exportados deben ser
almacenados y transportados por largos periodos de tiempo, lo que conlleva un importante riesgo de
infeccion por hongos y bacterias fitopatogenos en postcosecha, generando importantes pérdidas
econdmicas. Una de las medidas de control es mantener los ambientes desinfectados, para lo cual se
dispone de variados desinfectantes ambientales quimicos, pero la mayoria son toxicos, corrosivos,
irritantes y peligrosos para el medio ambiente, de esta forma la busqueda de compuestos de origen
natural, inocuos y amigables con el ambiente resulta interesante. Por esto es que el objetivo de esta
propuesta es obtener un desinfectante ambiental basado en compuestos de origen natural para el
control de fitopatogenos (hongos y bacterias) de postcosecha para aplicar en la industria
agroalimentaria.

En una primera etapa, se obtuvo una coleccion de 21 extractos algales con actividad antifungica y
antibacteriana sobre fitopatdgenos postcosecha como Botritys cinerea, Aspergillus spp., Penicilliuin
spp., y Pseudomonas syringae aislados e identificados. Posteriormente en una segunda etapa, se
determind las concentraciones efectivas EC50 y EC90 e inocuas de los extractos con actividad
mediante ensayos de toxicidad sobre cultivos celulares y microcrustaceos, seleccionandose los
extractos de Mazzaella sp y Ulva sp, a concentraciones efectivas e inocuas de 2,6 mg/mly 0,6 mg/m!,
respectivamente. En la tercera etapa, a los extractos activos seleccionados se evalué la inhibicion de
enfermedad por fitopatégenos B. cinerea, Aspergillus sp. y Penicilliumsp en cereza, aradano y uva a
4°C y 25°C, encontrandose que a 4 °C el extracto de Mazzaella sp y la mezcla de extracto Mazzaelia
sp y Ulva sp. redujeron significativamente la pudricion de los frutos. Con esto la formulacion del
desinfectante natural desarrollado consta finalmente de 2,6 mg/ml de extracto de Mazzaella
laminaroides, 0,6 mg/ml de extracto de Ulva sp, 0,04 % v/v solucion Metanol/ Acetona (1/1) y agua.
En una cuarta etapa se aplico el desinfectante natural formulado por nebulizaciéon en camaras y salas
de packing en operacion en presencia de fruta, evaluando la reduccién de la carga microbiana v las
caracteristicas organilepticas de arandano, cereza y uva. Se encontro que el desinfectante natural
reduce la carga microbiana en un 84%, aun cuando las cargas microbianas originales es alta y no
altera las caracteristicas organolépticas del fruto, por lo tanto la calidad del fruto se mantiene. En la
quinta etapa se realizé la difusion en congresos nacionales e internacionales y en un Taller de Difusion
Final realizado en Chillan con la participacién de empresarios, investigadores y estudiantes del drea
agroindustrial. Ademas con la formulacién del desinfectante ambiental validado se ingresé la solicitud
de patente n° 03472-2017. En la evaluacion economica del producto se obtiene un VAN igual a
$35.760.758,89 y TIR igual a 19,54%, que al ser contrastados con una tasa de rendimiento del 12%,
se puede concluir que el proyecto debiera aceptarse, ademas es una alternativa interesante para ia
pequefia y mediana empresa y los cultivos organicos, porque es natural, inocuo y se puede aplicar en
presencia de fruta. Ademas se esta gestionando un Acuerdo de Transferencia de Material y un
Acuerdo de Opcién de Licencia una opcion de licencia a la Empresa asociada ECOMBIO SA.

En conclusion el Desinfectante ambiental natural formulado en base a Extractos algales reduce ia
carga microbiana de ambientes, la pudricion postcosecha de frutos de arandanos, cerezas y uvas, y
es inocuo, por lo que se puede aplicar en presencia de fruta, siendo una alternativa atractiva de los
desinfectantes quimicos, con una potencial aplicacién en la agricultura organica.



TEXTO PRINCIPAL

1. Breve resumen de la propuesta, con énfasis en objetivos, justificacion del proyecto,
metodologia y resultados e impactos esperados.

La exportacion agropecuaria es la segunda en importancia en Chile y siendo la mas relevante el
subsector agricola, de esta forma Chile se ha consolidado como el principal abastecedor de fruta
fresca del Hemisferio Sur, abasteciendo a Estados Unidos, Asia y Europa, esto implica que los
productos exportados deben ser almacenados y transportados por largos periodos de tiempo, lo que
conlleva un importante riesgo de infeccién por hongos y bacterias fitopatdbgenos en postcosecha,
generando importantes pérdidas econdmicas debido a disminucion de la calidad y pudricion de los
vegetales, afectando la apariencia del producto, salud de los consumidores y la imagen de la
empresa.

Por lo que se dispone de desinfectantes ambientales quimicos para eliminar microorganismos
patégenos que se encuentran en el ambiente (adheridos a las superficies y en particulas en el aire
formando biopeliculas), pero pueden ser toéxicos, corrosivos, irritantes, cancerigenos y peligrosos para
el medio ambiente y que ademas seleccionan microorganismos resistentes, por lo que su uso es
restringido. De esta forma la busqueda de compuestos de origen natural, inocuos y amigables con el
ambiente resulta interesante.

Es ampliamente documentado que organismos terrestres poseen propiedades antimicrobianas; sin
embargo también, se han observado importante propiedades antimicrobianas en organismos marinos,
como las algas, los cuales a pesar de vivir en ambientes fuertemente impactados por organismos
formadores de fouling carecen de ellos, y poseen cualidades nutritivas que les permite su uso como
suplemento alimentario, por este motivo, el objetivo de este proyecto es obtener un modelo de
desinfectante ambiental basado en compuestos de origen natural marinos (macroalgas) para el
control de fitopatégenos (hongos y bacterias) de postcosecha para aplicar en la industria
agroalimentaria, por lo tanto de rapida biodegradacion, amigables con el ambiente, que provenga de
un recurso renovable, que no sea toxico para el humano y por lo tanto no implique un riesgo si esta en
contacto con el producto.

En una primera etapa, se obtendra una coleccién de extractos algales con actividad antifungica y
antibacteriana sobre fitopatogenos postcosecha como Botritys cinerea, Aspergillus spp., Penicillium
spp., y Pseudomonas syringae. Posteriormente en una segunda etapa, se determinara los rangos de
las dosis efectivas e inocuas de los extractos con actividad mediante ensayos de toxicidad sobre
cultivos célulares y microcrustaceos (segun Reglamentacion vigente). En la tercera etapa, los
extractos activos seleccionados seran usados para la formulacion del desinfectante y se testeara y
evaluara la factibilidad del desinfectante ambiental en frutos (arandanos y cerezos) infectados con
modelos patéogenos ambientales a escala de laboratorio. En una cuarta etapa se evaluara el
nebulizador (dispersor) en camaras controladas, controlando la carga ambiental de fitopatégenos en el
ambiente y sobre los frutos, ensayo que sera realizado por la empresa asociada ECOMBIO Ltda.
Finalmente se espera obtener un desinfectante ambiental basado en compuestos de origen natural
para el control de fitopatégenos de postcosecha, el cual cumplira con los requisitos asociados a la
reglamentacion chilena para su uso en la industria agroalimentaria.

Ademas se realizara una solicitud de patente del desinfectante ambiental para su posterior
licenciamiento y un taller de difusion para investigadores y empresas del rubro agricola y agroquimico.



2. Cumplimiento de los objetivos del proyecto:

OBJETIVO GENERAL DEL PROYECTO

Obtener un desinfectante ambiental basado en compuestos de origen natural para el control de
fitopatdégenos (hongos y bacterias) de postcosecha para aplicar en la industria agroalimentaria

o]
(I;lE Descripcion del Objetivo Especifico % de avance

1 Obtener extractos algales con efecto inhibidor o supresor de 90.2%

. 5 ; . (&40

fitopatdégenos como Pseudomonassyringae, Botrytiscinerea,

Aspergillus sp., y Penicilliumsp.

0,

Generar extractos algales activos cuyas dosis sean efectivas a0
2 contra los patégenos e inocuas para el ser humano y el medio

ambiente.

2 : . 63.3%

3 | Desarrollar una formulacion del desinfectante ambiental en base a

extractos naturales activos.

Reducir significativamente la pudricién postcosecha en frutales, L
4 causada por la carga ambiental de agentes fitopatégenos,

mediante el uso de la formulacién seleccionada.

[0)

Obtener un producto competitivo, de aplicacion comercial y lograr 52 3%
S la transferencia al sector de los resultados, un modelo de negocios

y una estrategia de comercializacion.

Pese a que no se ha cumplido al 100% todos los objetivos comprometidos, los resultados son
interesantes e indican el potencial de usar estos extractos como desinfectante ambiental, a
continuacion se incluye la tabla de Cuantificaciéon del avance de los Resultados esperados a la fecha

(9]



Indicador de Resultados (IR)

Fecha
real
N° | N° | Resultado T ade | Estado actual del _M(jgta gel alcan|ce % de avance
Nombre de ormula de e indicador
OE | RE | Esperado (RE) $S4n, : indicador : 2 meta a la fecha
indicador calculo (situacion
(valor a la fecha) s (una
final)
vez
logrado)
% Inhibicion
micelial (IM)= %IM>61% 100%
s, o 100-(rg2 — ri2)/(rc? %IM= 82,5% (B. (B.cinerea); .
e del | " oo | cnersa) U | S
micelial (IM) de re=radio del area %IM>87% 3
Stnbatiaancs de patégeno en el %IM= 57,4 % (Penicillium 31/03/2016 66%
bajo ?a ac?cién da control, r= radio (Penicillium sp); sp); ( Penicilli;msp)'
inicial y re=radio .
e del area de %IM= 81,3% BIM1% o0 oooiiel g0 an
gas. patégeno en (Aspergillus sp)) (Aspergillus i
presencia del sp) (Aspergiitisap)
extracto
Coleccion y %IG>77
seleccién de % Inhibicion de la %IG= 100% (B.cinerea), %IG= 100 %
Pk ; . 31/07/2016 ; :
extractos de algas Inhibicién de Ia | 9&rminacion (IG) (B.cinerea); (B.cinerea);
ivi F— =100-(% %IG>97%
con actividad germinacion (IG)
bacteriostatica " . germinacion en %IG=100% (Penicillium %IG=100 %
de fitopatégenos : . 31/03/2016
/bactericida y/o ; 2 presencia del (Penicilliumsp); sp); (Penicilliumsp),
g I fungista’ticg baje lvaceion de extracto/%
ffungicida sobre | &3¢0 4 21938 | germinacion en el | %1G=84.96,08% | %IG>~99% |pi oo | %IG=8582% |
fitopatégenos de control)x100 (Aspergillussp) (Asper?il/us (Aspergillussp)
postcosecha de la sp
industria . >0,7 cm?
agroalimentaria. 8,6 cm (B. cinerea y 100%
(B. cinerea) Penicilium |>V/03/2018) 3 cinerea)
i sp.)
by L 6,8 cm? 100%
Area de Inhibicion | MNPICION= T e Penicillium sp.) 31032016 penisiiumsp.)
de fitopatogenas con re=radio de la 2
i 2 = : 5
bajo 18 50ciEn d8 | ;o e nnibicion | 0 O jopergius | O.780mE loqpapnied 100,
extractos de algas en presencia del p.) (Asperglllus (Aspergillussp.)
sp.
Precto 178 anF (R 31/03/2016 Gl
syringae) >2.9 cm? (P. syringae.)
(Pseudomona
S sp.)

l

Extractos totales a concentraciones entre 2,5 a 5,0 mg de las algas Ulva sp, Pyropia sp, Lessonia sp. Mazzaella
laminarioides y Grateloupia sp mostraron efecto inhibitorio en la germinacién de conidias, crecimiento micelial de
hongos (Botrytis cinerea, Aspergillu ssp, Penicillium sp) y formacion de biopeliculas de Pseudomonas oyr/ngae

(tabla 4):

No se alcanzd la meta del indicador en la inhibicion de crecimiento micelial y germinacion de esporas del
Aspergillus sp, ya que este hongo se caracteriza por su resistencia a stress, siendo un hongo ambiental muy
resistente, aun asi los valores de inhibibion son superiores al 85%, lo que es superior al 80% de inhibicion que se
acepta para control de Hongos patégenos.
Para la inhibicién de Pseudomonas syringae se obtiene el 61% de inhibicién segun el método de difusion en disco
planteado originalmente, pero para bacterias un mejor indicador de inhibicién es la medicion de inhibicion del
crecimiento células suspendidas y adheridas (biopeliculas) a través, por ejemplo, de densidad 6ptica (Tabla 7)
observandose que extractos de ulva sp., Lessonia sp y Pyropia sp. reducen sobre un 90% el crecimiento de
biopeliculas y células suspendidas de Pseudomonas syringae .
Posteriormente para determinar las concentraciones efectivas de los extractos de algas que inhiben a hongos se
determiné las concentraciones efectivas 50 (CE50) y 90 (CE90) que inhiben el crecimiento micelial (Tabla 6) y
germinacion de conidias (Tabla 5) de Botrytis cinerea, Aspergillu ssp, Penicillium sp




Indicador de Resultados (IR)

|
|
|
|
|
|

Fecha
real
N° | N° | Resultado . Estzdo actuziel Metadel | .- .o | % de avance
OE | RE | Esperado (RE) Nombre del Formula de ittt mgﬂcac_igr et a la fecha
indicador célculo (situacién
(valor a la fecha) ) (una
final)
vez
logrado)
Durvillaea antarctica
IC50%: 75mg/L 31/07/2016 100%
Macrocystis pyrifera
IC50%: 160 mg/L
31/07/2016 100%
ICs0= (50%- Ahnfeltiopsissp.
Line)/(Lsup- IC50%: 84 mg/L
Linf)(Csup‘Clnf> *
Concentracién Cin, Pyropia
inhibitoria maxima | con Ley: limite | sp.,Chondracanthus 31/07/2016 100%
media superior; chamissoi y
determinada en | Liy: limite inferior; Grateloupia sp. 1S60=6,07
¢ . mg/L
cultivo celular Cosup; No presentan
(seguin Res. concentracion citotoxicidad en las 31/07/2016 100% |
1557/2014) superior; concentraciones
Cint: evaluadas, con
concentracion 1C50% > 360 mg/L
inferior.
Ulva sp 31/12/2016 100%
1C50%: 128 mg/L
Mazzaella
Extractos con laminarioides 1C50% 31/12/2016 100%
actividad 89 mg/L
antimicrobiana LogLC50=Xk- Pyropia sp. LD50: 15/01/2017
2 2 inocuos y Toxicidad aquda d(¥p-0,5). Con 0,97 mg/L 100%
ecotoxicologicame a9 XK: log de la
2 en organismos pos .
nte perm!tldos y SEUAIGOS concentra(o:xon Lessonia sp. 15/01/2017
caracterizados deteriinad mg?tg;?doffd LD50: 0,24 mg/L LC50> 0.1 100%
COMmo: intervalo, . Mazzaella sp mgik
Ccl.)ncentraqon logaritmico; LD50: 14,4 mg/mL BhERT 100%
etal media Tp:suma de
(LC50) (segun . "
Res. 1557/2014)) m"f(")"é'gsa?:: g 50:Ué‘ff 43;’19 - 31/05/2017 100%
ensayos
Valor anterior
Toxicidad cronica (NOEC) y
en organismos posterior (LOEC) i
acuaticos para Di=D. |
detecrgnn;noada, C;:BT_DSQ;S Desinfectante mezcla
- ) 2,6 mg/ml Mazzaella NOEC >
concentracion de respuesta
_ sp + 0,056 mg/l .
efecto no n: factor 0,6 mg/ml Ulva sp LOEC >0, 1 Noviembre 100%
observado seleccionado para LOEC 0,312-0,625 ma/L de 2017

(NOEC) y Minima
concentracion de

obtener set de 10
tratamientos;

observacion de D0.01: dosis
efecto (LOEC) correspondiente
(segln Res. al 1% de la
1557/2014) maxima
respuesta.

mg/L
NOEC 0,312 mg/L

Los valores de IC50 para los extractos son mayores que el IC50% respecto al competidor (control) Cloruro de Benzalconio por tanto menos
toxicos, por lo cual se logra la meta (indicador) propuesta. Lo que es esperado dado que el extracto es compuesto natural, provenientes de
algas que incluso con comestibles. Se determind la Concentracion inhibitoria maxima media para todos los extractos seleccionados en el
objetivo 1, Posteriormente se determiné Concentracién letal media (LC50) para los extractos con mayor actividad y posteriormente se
determiné la Toxicidad crénica en organismos acuaticos a la mezcla utilizada en el desinfectante formulado.




Indicador de Resultados (IR)

Fecha
N° | N° | Resultado Estado actualidel| Sroiace alcziilce % de avance
OE | RE |Esperado (RE) N.Og!brz del FO"T;“'T de s indicador | = " 7| ala fecha
indicador calculo tvalor aife focha (sut_uamon (una
final)
vez
logrado)
F= (X g extracto | Mazzaella sp 50 g extracto |Diciembre |80%
activo/ Y 60 g extracto activo / 100 L 2017
volumen actlvo(/’1 0oL (<2%)
solvente) (006 %)
Ulva sp 50,[.9 e)/(t;ao%tcl)_ Diciembre |- 320%
260 g extracto g 2017
activo/100L (<2%)
(0,26 %)
Formulacion de A Tamafio particula | Tamario -
desinfectante Tamafio - s il [ IGIERTE {3t
) articila dispersada 1um particula 2017
con base Desinfectante | P? dispersada
extractos ambiental | dispersada(um) <1um:
3 3 naturales y contra '
solubles en fitopatogenos Coqsumo de Consumo de Consumo de |Diciembre p—
solvente con formulado | desinfectante | desinfectante desinfectante 2017 .
actividad sobre (ml/m?3) 10ml/m3 <10mi/m?3
fitopatdbgenos
Recuentos Recuentos Recuentos _, [Piciembre |- 600%
postaplicacion | Postaplicacion postaoph.cgcllo oz
iiferior 5l 16 % inicial n < 2% IanCIal
inicial(UFC/m?) | (UFC/m?) (G
Degradabilidad | Degradabilidad | Pegradabilid Iniciempre | 100%
/ durabilidad del | >6 meses ad>28 dias  pp17
producto
Desinfectante
ambiental a base
de productos D (UFC/m®) :
naturales con contaminacién | D = recuento
d.capac'ldlad de | fungica usando | microbiano
4 |4 ‘Samm”;fe';tzfjéga desinfectante |(UFC) ffactorde| D 55 UFC/m3 D <200 |Diciembre —
flopalégenos del ambiental a superficie UFC/m? 2017 :
sector agricola base de muestrBeada
postcosecha que productos (m®)
reduzca la naturales
pudricion en
frutos.




La formulacion del desinfectante desarrollado consta finalmente de 2,6 mg/ml de extracto de Mazzaella laminaroides, 0,6
mg/ml de extracto de Ulva sp, 0,04 % v/v solucion Metanol/ Acetona (1/1) y agua, por lo que se requiere para tener 100L de
desinfectante 60 g de extracto de Mazzaella sp correpondiendo al 0.06 %p/v y 260 g de extracto de Ulva sp, que corresponde
a 0,26 %pl/v del desinfectante, pese a que la cantidad de extracto es mayor a los 50g planteados originalmente, si se cumple
con la meta de que la concentracion final debe ser menor al 2% p/v que se requiere como aceptable para un desinfectante
ambiental. Pero como no se cumple con la cantidad de 50g planteada originalmente se utiliza la siguiente férmula para
calcular el % de avance a la fecha:

(linea base del indicador — Estado actual del indicador)/Meta del indicador X 100 + 100

Considerando que la linea base planteada en el plan operativo es idéntica a la meta, se encontré que para el caso de la
cantidad necesaria de Ulva sp, la ecuacion seria como sigue:  (50g -260g)/50 g X100 + 100 =-320%

La nebulizacion se realizo con el nebulizador HURRICANE ULTRA de DYNA-FOG (Westerfield, Indiana. USA) que produce un
tamafio de particula de 1um de dametro, para producir un rocio adecuado. El consumo de desinfectante es de 10mL/m?, ya
que se requiere 1 litro para 100m?®

Considerando los recuentos pre y postplicacion del desinfectante por nebulizaciéon se observa una disminucion del 84% del
recuento de microorganismos (Figura 12), quedando el 16% de microroganismos, este valor no cumple la meta de eliminar el
98% de los microroganismos, pero la disminucion es significativa e importante considerando que se partié con cargas
microbianas iniciales altas, ademas que esta disefiando para ser un desinfectante ambientalmente amigable que puede ser
aplicado en presencia de fruta.

En este caso el % de avance considerando la ecuacion anterior es -600%, la disminucion alcanzada es mayor que la meta,
pero la disminucion de la carga microibana a 16% es interesante especialmente para la agricultura orgénica y para packing y
trasporte por la posibilidad de aplicar el producto en presencia de fruta, sin alterar la actividad del packing y la posibilidad de
aplicarlo en forma continua, manteniendo la desinfeccién en forma continua.

La estabilidad del producto es superior 6 meses y se mantuvo durante todo el tiempo que se desarrollaron los ensayos (Figura
11), permitiendo un adecuado tiempo de mantencion del desinfectante hasta su uso, en recipiente ambar.

El factor D, indicador de la contaminacion fungica alcanzado fue inferior a la meta de <200 UFC/m3 en las salas y bodegas
con una carga microbiana normal alcanzando valores de 55 UFC/m3, pero en salas con una alta carga microbiana no se
alcanzo este recuento, debido a que el factor D depende de la carga microbiana de partida (Figura 12)




Indicador de Resultados (IR)

licenciamiento

de licenciamiento
obtenidos

Material y 1

Acuerdo de Opcién

de Licencia. En
tramite

Fecha
real
N° | N° | Resultado Metadel | . ce | % de avance
OE | RE | Esperado (RE) N.om.bre del Férmula de Esta}ggizgétﬁl del mg:hcador Ry a la fecha
indicador calculo (situacién
(valor a la fecha) final) (una
vez
logrado)
Taller sobre
Transgczrenma . T
ecotecnologias Capacitacion personas y .
B 5 aatipales de personas y profe_smnales 19 >10 Diciembre 100%
aplicadas al profesionales | capacitados en 2017
de la industria el taller de
control de 4
fitopatogenos transferencia
postcosecha.
Fecha de = solicitud de
2 Mes y afo de -
Solicitud de 5°"C'“%‘.’ ds ingreso de 1 29 d|c2|%r1n7bre de , pelionte Diciembre
5 |6 propiedad | Proteccionde | uid de . 201 ingresada "0 517 100%
intelactusl . propiedad proteccion/proy Solicitud n® 03472- | en Mayo de
intelectual en el ecto al INAPI 2017 2017 a
INAPI INAPI
Costos/beneficios | 1,097 | Diciembre| 100%
=Z(beneficios 2017
monetarios
Costos de directos +
producciény | beneficios
comercializacion | sociales ) -
determinado | Z(costos
variables + costos
fijos)
n de neqocios | Documento con -
Modelo de Pé?abiradf que | Plan de Negocio y | 1 1 Diciembre| 409,
negocios y | incluye estrategia | estrategia de 2017
5 7 comercializacio de comercializacion
n de comercializacion
desinfectante y plan de
ambiental L s Reporte con el 1 1 Diciembre| 1900
resultado de la 2017
Prospeccién de | prospeccion de
potenciales potenciales
licenciatarios | licenciatarios
1 Acuerdo de 1 Mayo de | o,
Conveniode | N°de convenios | Transferencia de 2018
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Se desarroll6 el Taller de difusién fianl: “ Ecotecnologias naturales para el control de fitopatégenos de postcosecha:
aplicaciones en frutos y en ambientes de packing” en la ciudad de Chillan el dia 15 de diciembre, en el cual participaron 20
personas, incluyendo profesionales del rubro silvoagricola, empresarios, estudiantes e investigadores.

Se presento la solicitud de patente n® 03472-2017 el dia 29 diciembre de 2017 en el Instituto nacional de Propiedad
intelectual de Chile (INAPI), titulada “Una formulacién desinfectante ambiental de origen natural para el control de
fitopatogenos de postcosecha y su uso en la industria agroalimentaria”.

En el objetivo n° 5 en la evaluacién econdmica de obtiene un indice Costo/beneficio de 1,097, el cual se obtiene de la
siguiente forma:

Beneficios / Costos= Z (beneficios monetarios directos + beneficios sociales) / Z (costos variables + costos fijos)

. Beneficios monetarios directos: corresponde a la suma de los item ingresos y venta activo. Es igual a $
3.109.499.935.
. Beneficios sociales: se prevé una reduccion del 3% de la pérdida en la produccion de frutas, por tanto, un ahorro en

el manejo de residuos. En la regién del Biobio la produccion de fruta asciende a 134.545 toneladas. De esta cantidad, el
0,02% (2.691 toneladas) fue considerado como desecho, por tanto, el proyecto reduce los residuos en 81 toneladas. Esto se
traduce en un ahorro de $ 2.018.175, si se considera un costo de manejo de residuos de $ 25.000 / tonelada.

. Costos variables: corresponde a la suma de los item costos variables produccién y gastos administracion y venta. Es
igual a $ 2.821.868.088.
. Costos fijos: corresponde al item costos fijos produccion. Es igual a $ 14.954.580.

Aplicando estos datos a la férmula, se obtiene como resultado un indice beneficios / costos igual a 1,097, como el valor es
mayor a 1 se recomienda aceptar proyecto, datos segun evaluacion econémica (anexo 4)

Se generd un plan de negocios que concluye que el proyecto debiera aceptarse.

Se generd un reporte de prospeccion de potenciales licenciatarios del desinfectante formulado, incluyendo las posibles
empresas interesadas, teniendo la preferencia la empresa asociada al proyecto ECOMBIO SA.

La Empresa ECOMBIO manifesto su interés en Licenciar el producto para lo que se esta tramitando un Acuerdo de
Transferencia de Material y un Acuerdo de Opcion de Licencia, el que se esta evaluando en los departamentos juridicos
respectivos y se espera tener firmado en Mayo de 2018.




Impactos Obtenidos

Se obtuvo al menos 6 Extractos de algas abundantes en el litoral Chileno, que inhiben el crecimiento y
germinacion de hongos y bacterias patégenos de postcosecha de Cereza y arandano, de estos al
menos 3 Extractos de algas mantuvieron su efecto controlador de pudricion de cerezas y arandanosin
vivo, demostrando que las algas pueden ser una fuente natural de metabolitos con actividades
bioldgicas interesantes para generar nuevos productos biotecnologicos.

Los resultados permitieron desarrollar un desinfectante ambiental de baja toxicidad que puede ser
aplicable en presencia de fruta y que es comercialmente factible de producir, esto representa un
importante avance ya que es un desinfectante que puede ser usado en los cultivos organicos vy
ademas facilita la desinfeccién de ambientes de Packing ya que los periodos de cosecha de estas
frutas estacionales son cortos y en general trabajan en forma continua, por lo que no cuentan con la
posibilidad de vaciar las salas y bodegas para desinfectar los ambientes. Por lo que este producto
permitiria desinfectar en forma continua sin alterar el funcionamiento normal del packing, ya que el
proceso completo de desinfeccion demora aproximadamente 30 minutos.

Ademas se desarrollé un taller de difusién denominado “Ecotecnologias naturales para el control de
fitopatégenos de postcosecha: aplicaciones en frutos y en ambientes de packing”, el dia 15 de
Diciembre de 2017, en la ciudad de Chillan al cual asistieron 20 personas entre ellos empresarios del
area productores de fruta y packing, investigadores y estudiantes de pregrado y postgrado.

Ademas como impacto se realizé el ingreso de solicitud n® 03472-2017 de patente del producto “Una
formulacion de Desinfectante ambiental de origen natural para el control de fitopatégenos postcosecha
y su uso en la industria agroalimentaria” en el Instituto Nacional de Propiedad Industrial de Chile —
INAPI, realizado a través de la Unidad de Propiedad Intelectual (UPI) de la Universidad de Concepcién
el dia 29 de Diciembre de 2017



3.- Aspectos metodologicos del proyecto:

Actividad 1.1.- Recoleccién de macroorganismos marinos.

Se recolectd ejemplares de diferentes algas (Durvillaea antarctica, Porphyra sp, Ulva sp,
Chondrachantus chamissoi, Mastocarpus latissimus, Mazzaella sp., Desmarestia ligulata, mediante
buzo y seleccion manual en la zona intermareal baja, intermareal medio y alto, de las localidades de
Cocholgue, Merquiche, Mela, Dichato y Taucu (VIII Regién). Las muestras de algas son
inmediatamente depositadas en bolsas grandes y mantenidas a 4°C hasta su manipulacién en
laboratorio. La recolecciéon de algas se realiza en forma periédica dependiendo de las necesidades de
extractos, condiciones climaticas y altura de la marea (mareas bajas zona de Talcahuano). Las algas
en laboratorio son lavadas para eliminar excesos de sales y secadas a 40°C para obtencién de
extractos.

RECOLECCION DE FRUTOS INFECTADOS Y AISLAMIENTO DE FITOPATOGENOS

Durante esta etapa se realizar6 la coleccion de frutos desde lineas de almacenamiento de frutos de
packing y cultivos. Se aislaron y caracterizaron fitopatégenos y se realizé un screening de inhibicion de
extractos de algas obtenidos por diferentes solventes sobre los fitopatégenos establecidos como
modelos.

Actividad 1.2.- Coleccion de frutos de arandanos (Vaccinium corymbosum L.) y cerezos (Prunus
avium L) con sintomas de patégenos desde postcosecha: deteccion y aislamiento de hongos vy
bacterias. Trozos de frutos con sintomas y signos de los patdégenos fueron incubados dentro de placas
de Petri, con papel absorbente humedecido en agua destilada estéril, conformando una camara
humeda hasta la esporulacion del patogeno. Las conidias fueron colectadas en agua destilada estéril
(Sanfuentes and Ferreira, 1997) y transferidas a agar papa-dextrosa con100 pg/mL de sulfato de
estreptomicina y repicadas hasta obtener cultivos puros. El aislamiento de bacterias se realizad desde
fragmentos de frutos con zonas necroticas, los cuales fueron sonicados en PBS. La suspensién
resultante fue sembrada en estria en medio solido King B, se seleccionaron las colonias fluorescentes
a radiacion UV.

Los cultivos monosporicos de los aislados de hongos son mantenidos en criotubos a 4°C. Al menos 2-
4 de ellos se mantienen activos en agar papa-dextrosa para pruebas de rutina. Cepas de
Pseudomonas syringae se mantiene en criotubos King B 30% glicerol a -80°C, estas se mantienen
activas en agar King B o Medio nutritivo

Actividad 1.3.- Identificacién bioquimica y molecular de cepas/serovar de fitopatégenos

1.3.1.-Caracterizacion morfolégica y bioquimica: Se examinaron las caracteristicas morfoldgicas como
forma y dimensiones de conidiéforos conidias, color y apariencia de la colonia (Lorenzini and
Zapparoli, 2014). Bacterias fitopatégenas se caracterizaron con tincion gram, morfologia de sus
colonias, tamario de halo de inhibicion.

El cultivo monoespdrico se incuba a 25°C hasta alcanzar 2/3 del radio de la placa Petri. Se selecciona
los cultivos en los que no se observa crecimiento fuera del micelio central y tiene morfologia similar a
la muestra original. Se considera este cultivo para la identificacion taxonémica, extraccion de ADN vy
generacion de cepario. Aquellas muestras que pertenecen a los géneros Aspergillus, Botrytis y
Penicillium se mantienen en medio solido.

1.3.2.-Caracterizacion molecular: Para la obtencién de ADN gendmico, desde el micelio obtenido en
cultivos monoespoérico se recuperaron las conidias en agua, se concentraron por centrifugacion a 5000
rom por 5 min. Las conidias luego fueron sometidas a shock de calor/frio y agitacién con esferas de
vidrio para la ruptura celular (-80°C por 1 h y descongelamiento a temperatura ambiente). El ADN se



precipité con isopropanol y etanol 70%. Se usé como base el kit de extraccion PowerSoil DNA
isolationkit (MoBioLaboratories, Inc.) para la purificacion del ADN genémico.

El ADN fue amplificado por medio de la PCR usando los partidores Fung-GC, ITS4 y NS1 y de
acuerdo a (Lorenzini and Zapparoli, 2014), en un termocicladorMastercyclerGradient (Eppendorf). Las
condiciones de la PCR y temperaturas se llevaron a cabo de acuerdo a (Jopia et al., 2011) El producto
de PCR fue separado en geles con gradiente de denaturacion (DGGE), muestras seleccionadas
mediante este método seran secuenciados en Macrogen, Inc. Corea (http://www.macrogen.com).
Finalmente las secuencias de ADNrfueron analizadasusando Basic Local AlignmentSearchTool
(BLAST, http://www.nbci.nlm.nih.gov/blastn) y comparadas con secuencias obtenidas desde GenBank.
Mediante electroforesis con gradiente de denaturacién (DGGE) se evalué la diferencia de las
secuencias del ADNr de los diferentes hongos usando las distancias de avance. Con esto se puede
comparar y establecer relaciones en la migracién del gen amplificado y la morfologia. Mediante esta
comparacion es posible agrupar los aislados y establecer si corresponden a la misma especie.

OBTENCION DE EXTRACTOS Y EVALUACION DE ACTIVIDAD INHIBITORIA

En esta etapa se realizaron extracciones y fraccionamiento de frondas de macroalgas en el Lab.
Quimica de Productos Naturales de la Universidad de Concepcion, la recoleccidon de muestras se
realizé en forma continua.

Actividad 1.4.- Obtencion de extractos y fracciones desde macroalgas con actividad inhibitoria (Lab.
Fitoquimica). La metodologia estd de acuerdo con las técnicas de deteccion, aislamiento,
fraccionamiento (columna cromatografica) y determinacion estructural aplicadas en el estudio de
componentes bioactivos a partir de material vegetal y/o animal. Se incluyen ensayos de bioactividad
en microplaca de extractos, fracciones y compuestos puros.

Obtencidon de extractos desde algas:. Las algas secas fueron maceradas en una solucion metanol:
acetona (30%-70%) por una semana, posteriormente fue removido el solvente hasta sequedad,
obteniendo un extracto total, el que posteriormente fue liofilizado en un equipo marca: BioBase,
modelo: BK-FD 10T. (Temp. condensador de hielo(°C): 0.625, Grados Vacio (Pa): <10, Area de
liofilizacion (m2): 0.075, Capacidad de captura de agua (Kg/24H): 750, Capacidad de carga de
material/ estante (ml): 250). Posteriormente, la muestra liofilizada fue resuspendida en diclorometano
como solvente y analizada en CG-MS.

CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

La composicion cualitativa de los extractos fue determinada en un cromatografo de gases con
espectrometro de masa (Agilent 7890) System VLMSD, equipado con un inyector automatico Agilent y
usando una columna capilar HP-5MS (30 m x 0,25 mm de diametro interno, con una pelicula de 0,25
um de espesor) acoplado a un espectrometro de masas con detector HP Modelo 5975. Como gas de
arrastre se empleara helio con un flujo de 1ml/min. Las temperaturas del detector e inyector fueron
250 °C y 300 °C, respectivamente. El programa de temperatura fue de 100 °C 2 min, isotérmica de
100-280 °C, a 8 °C/min, 280 °C, con una duracién de 40min. Rango de barrido de masas 100- 500
AMU. Se inyect6 1 pl de la muestra disuelto en diclorometano. Los porcentajes relativos de los
componentes del extracto fueron obtenidos desde el area bajo el peak. La identificacion de los
compuestos, fue confirmada por comparacion de los espectros de masa con aquellos compuestos
desde la base de datos de NIST 95 (a Hewlett Packard MassSpectral Library, Hewlett Packard, Palo
Alto, CA, USA



Actividad 1.5.- Ensayos de inhibicion de extractos de algas contra patégenos: B. cinerea, Aspergillus
spp., Penicillium spp., y P. syringae (Lab. Biopeliculas y Microbiologia Ambiental y Lab. Fitopatologia
Forestal)

1.5.1.- Difusion de extractos algales con potencial antimicrobiano en discos de papel filtro sobre
tapices del P. syringae: Se cultivaron P. syringae y luego fueron transferidos a agar nutritivo. Sobre
ellas se disponen discos circulares estériles (7 mm diametro) de papel filtro, impregnados con
extractos de algas. Discos con antibidticos conocidos fueron utilizados como controles positivos de
inhibicién de crecimiento. Las placas de agar fueron incubadas (temperatura 10-15°C) hasta que las
bacterias desarrollen en tapiz. Se midié el radio de la zona de inhibicion entre el disco y la capa
bacteriana. El radio de inhibicién es un indicador semi-cuantitativo de la efectividad de la sustancia
testeada para inhibir el crecimiento del organismo blanco. Las imagenes seran capturadas mediante
Sistema fotodocumentador de imagenes FireReader D56/software FireReader 1D (Uvitec, Cambridge)
y analizadas mediante software Advanced UVI-Band (Uvitec, Cambridge)

1.5.2.- Ensayos de inhibicién de extractos activos contra hongos patégenos (Lab. Biopeliculas yLab.
Fitopatologia Forestal)

A) Obtencion de conidias de B. cinerea, Aspergillus spp., y Penicilliumspp.: Los hongos fueron
cultivados en agar-papa-dextrosa (PDA, Difco) a 25°C, por 7-10 dias. Luego se colectaron las conidias
agregando agua destilada estéril y agitando suavemente la superficie de la colonia usando pipetas
Pasteur (Sanfuentes and Ferreira, 1997). Las suspensiones de micelio fueron pasadas por capas de
gasa estéril para separar el micelio de la suspension. La concentracion de conidias se ajustd a
1x10%conidias/ml.

B) Obtencién de micelio: Los hongos fueron cultivados como se describe anteriormente (A). Después
de una incubacién por 4-7 dias, se colectaron discos de agar (5 mm diametro) desde las zonas de
crecimiento activo del micelio (borde de las colonias).

1.5.3.- Efecto de los extractos de algas en el crecimiento micelial de B. cinerea Aspergillus spp. y
Penicillium spp.: La toxicidad de los extractos naturales y fungicidas comerciales fueron evaluados
usando el test de crecimiento radial en agar papa dextrosa (APD 50%). Extractos totales, fraccionados
y fungicidas comerciales seran disueltos en metanol a concentraciones de 0,44, 0,22, 0,18, 0,09, 0,01
mg/cm?, equivalente a las concentraciones en mg/ml utilizadas en los ensayos de inhibicion de
germinacion de conidias. El medio con y sin extractos sera dispuesto en placas Petri (9 cm de
diametro) conteniendo agar APD 50%. Las placas seran ventiladas en una camara de flujo laminar
estéril, por al menos 30 min para evaporar el metanol. En el centro de cada placa de Petri sera
dispuesto un disco de micelio (5 mm diametro) del hongo en prueba y luego incubados a 24°C por
siete dias, en oscuridad. El experimento seguié un disefio completamente al azar (Soylu et al, 2010),
con tres repeticiones por especie fungica.

Se midio el diametro longitudinal del crecimiento de la colonia y se calcularon los valores EC50, EC90
y EC100 para cada extracto. Se emple6 ajuste PROBIT (Silva 2016, Rustom et al. 1989)

1.5.4.- Efecto de los extractos de algas en la germinacién de conidias de Asperqgillussp., B. cinerea 'y
Penicilliumsp.

En tubos Eppendorf que contenian 100 ul de cada extracto de algas, solvente, agua o cloruro de
benzalconio 1%, se agregé el mismo volumen de la suspension de conidias (1x10°conidias /ml), el
ensayo se incubd por 24h a 25°C. Las concentraciones de extracto probadas fueron 10, 5, 2.5, 1.25,
0.625 y 0 mg/ml. La evaluacion consistio en determinar las conidias germinadas mediante el auxilio de
microscopio 6ptico (x40) (Rego et al. 2008). Se consider6 como una conidia germinada cuando la



longitud del tubo germinativo fue igual o mayor que el diametro de la conidia. El ensayo siguié un
disefio completamente al azar, con cuatro repeticiones, evaluandose 100 conidias por cada una. La
inhibicion fue determinada mediante la relacién porcentual de germinacion del tratamiento agua. Se
calcularon los valores EC50, EC90 y EC100 que corresponden a la concentracion efectiva en que el
50, 90 y 100% del microrganismo en prueba agente es inhibido en su crecimiento y/o proliferacion por
la adicion o contacto con un agente antimicrobiano, en este caso el extracto algal (Rustiom et al. 1989,
Silva 2016). Para el calculo de las concentraciones efectivas se utilizo la tasa de mortalidad corregida
con respecto a la dosis 0 (agua), con el cual se obtuvo un valor PROBIT de tabla, con estos datos se
realizé la regresion lineal con el PROBIT de mortalidad y el logaritmo de la dosis para la determinacién
de EC50, EC90 y EC100 (Rustiom et al. 1989, Silva 2016).

Actividad 1.6.- Evaluacion de actividad de los extractos sobre la formacion de biopeliculas de
patogenos:

1.6.1.-Evaluacion del efecto de los extractos sobre la formacién de biopeliculas de fitopatogenos:
Cultivos de fitopatdgenos fueron evaluados en microplacas de 96 pocillos. Para ello se mezclan en
cada pocillo 20 ul de inéculo conteniendo P. syringae(1x108cél/ml), cepas DC3000 o CC94
resuspendidas en King B, 160 pl medio King B, 20 ul de extracto. Como blanco se usa 180 pl de
medio mas 20 ul del solvente usado en la preparacién de los extractos. Los ensayos seran incubados
en agitacion continua (90 rpm) por 96 h. Al finalizar el tiempo de incubacién, se separaran 150 ul de la
fase planctonica y las células adheridas (biopeliculas) se utilizan para tincién cristal

1.6.2.-Evaluacion cristal violeta: La fase planctonica de los cultivos anteriores se traspasoé a una nueva
microplaca y se midio la absorbancia a 540 nm (D.Os40). Los pocillos conteniendo el resto del material
adherido (biopeliculas) de P. syringae se lavaron con agua estéril y se fijaron con 250 pl de metanol
por 15 min., luego fueron tefiidas con 250 uL de cristal violeta 1%, por 20 min, seguido por lavados
con agua estéril y posterior recuperacion del cristal violeta en 200 yL de etanol 70%. Por absorbancia
a 595 nm (D.Osgs) se evalua la biopelicula resultante (Peeters et al., 2008).

De esta forma se determinara la crecimiento bacteriano por observancia DOss para células
planctonicas y DOsgs para células adheridas que forman la biopelicula, se determinara el porcentaje de
inhibicion del crecimiento con respecto al control con medio de cultivo sin extracto.

Método objetivo 2: Generar extractos algales activos cuyas dosis sean efectivas contra los
patégenos e inocuas para el ser humano y el medio ambiente.

Las concentraciones efectivas de extractos se sometieron a evaluacién su citotoxicidad (actividad 2.1 y
2.2) y se seleccionaron aquellas concentraciones inocuas validando la efectividad realizando
nuevamente la actividad 1.6.

Actividad 2.1.- Determinaciéon de rangos de inocuidad para la seleccién de extractos con actividad
antimicrobiana usando lineas celulares.

2.1.1- Cultivo y mantencién de linea celular: Los cultivos celulares fueron mantenidos en una
incubadora a 37°C, 5% de CO2 y 95% de humedad. Los procedimientos de obtencién y expansion
celular fueron realizados en un gabinete de seguridad biolégica nivel Il y las células fueron
almacenadas por congelamiento con DMSO 5% v/v en nitrégeno liquido. Se utilizé la linea celular de
neuroblastoma de ratén Neuro 2a (ATCC CCL-131), la cual fue cultivada en RPMI 1640 (Invitrogen)
suplementado con un 10% de SBF (Gibco), amphoteromicina B (0,25UG/mL) (Gibco),
Penicilina/estreptomicina (100U/mL/100ug/mL) (Gibco), Piruvato de sodio (1mM) (Gibco), glutamina
(2mM) (Gibco). La linea celular fue cultivada hasta un 80% de confluencia, con cambios de medio



cada 2-3 dias y subcultivadas a una razon de 1:3 o 1:4 mediante el uso de tripsina 0,25% (p/v) y EDTA
0,2% (p/v).

2.1.2.- Analisis de Citotoxicidad: La determinacion de citotoxicidad del extracto de algas se realizo
mediante un ensayo de viabilidad celular (MTT). Para la evaluacion de la actividad citotoxica, las
células fueron sembradas en placas de 96 pocillos a una densidad de 125.000 células/mL, en un
volumen de 200 pL. Luego de 24 horas de incubacién las células fueron expuestas a 100 uL de una
solucion con los extractos de la serie MRQ-15 al MRQ-24, por 24 horas. El extracto a evaluar fue
disuelto inicialmente en diferentes solventes tales como DMSO, Acetona, Cloroformo, dicloro metano,
metanol, etanol y metanol acetona, sélo este ultimo en una mezcla 7:3, nos permitié disolver la mezcla
en el medio de cultivo de las células (no siendo totalmente homogénea) siendo la dilucion del solvente
menor al 1,5%. El rango evaluado de concentracién de los extracto fueron de 360 mg/L a 45 mg/L.
Una vez terminado el periodo de incubacion con el extracto, este fue eliminado y se agregaron 60 pL
de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-Y1)-2,5-difenil-tetrazolio bromuro, Invitrogen) a una concentracién de
0,83 mg/mL. Luego de 30 minutos a 37°C fue retirado y las sales de formazan fueron disueltas con
100 yL de DMSO. Se midio la densidad optica en un lector de microplacas (Synergy H1, Biotek,
Vermont, USA) a 570 nm. Se calcularon los respectivos porcentajes de viabilidad celular respecto a su
control y Las curvas dosis-respuesta obtenidas fueron analizadas mediante el programa estadistico
Prism 4 (GraphPad, San Diego, California, USA), del que se obtuvo el valor estimado de IC50.

Actividad 2.2.- Estudios de Ecotoxicidad aguda y cronica en organismos.

2.2.1.- Metodologia para Bioensayo de toxicidad aguda con Daphnia: Este método permite medir el
efecto de una sustancia pura o efluente sobre neonatos (<24 horas) de Daphnia, los cuales son
expuestos bajo condiciones de laboratorio controladas a una serie de diluciones de una sustancia o
efluente por un tiempo de 24 o 48 horas, al final de las cuales se estima el LC50, que corresponde a la
concentracion de la sustancia o efluente que en 24 o 48 horas provoca la muerte del 50% de los
organismos.

Procedimiento general:

2.2.1.1 Prueba preliminar: se da una valor aproximado de 24h-LC50 (6 48h-LC50) y se determina los
rangos de concentraciones que deben ser probadas en la prueba de toxicidad definitiva.

2.2.1.2 Prueba definitiva: consiste en determinar el valor del 24h-LC50 6 48h-LC50 en el rango de
concentraciones determinadas en la prueba preliminar, que corresponde a la mas alta concentracién a
la cual se registra un 0% de mortalidad y la mas baja concentracion donde se registra el 100% de
mortalidad. En la prueba definitiva se deben considerar al menos cinco concentraciones mas un
control, y por cada concentracion 20 individuos divididos en cuatro réplicas.

2.2.1.3 Procedimiento: en una serie de envases, se colocan voliumenes crecientes de la solucion de
prueba o efluente y se agrega agua de dilucion de tal forma de obtener las concentraciones deseadas
para la prueba. Después, se ponen los dafnidos en los envases de tal forma que el nimero de ellos no
exceda los 20 por concentracion y su densidad no exceda los 5 ejemplares por 10 ml de solucién por
réplica. Durante el test se deben mantener los envases a una temperatura de 20 °C + 2°C. Al finalizar
el periodo de los test de 24 6 48 horas se registran los individuos muertos en cada envase.

2.2.1.4 Analisis de resultados: Al final de la prueba de 24 6 48 horas, se debe calcular el porcentaje de
mortalidad para cada concentracion en relacion al total de Daphnia utilizadas. Determinar el 24h-LC50
6 48h-LC50 con método estadistico Probit analysis.

2.2.1.5 Resumen de las condiciones de prueba de toxicidad aguda con Daphnia:

Tipo de test  Estatico

Duracion del test 24048 h

Temperatura 20°C = 2°C

Calidad de luzlluminacion ambiente



Fotoperiodo 16 h luz 8 h oscuridad

Tamano de las camaras 25 ml

VVolumen de solucién 10 ml

Edad organismos Neonatos < 24h

N° réplicas por concentracion 4

N° organismos por concentracién 20

Régimen de alimentacién  Alimento hasta 1 h antes del bioensayo

Aireacion 80% saturacion oxigeno

Agua de diluciéon Agua reconstituida

Respuesta medida Inmovilidad

Criterio aceptabilidad Maximo 10% mortalidad en control

2.2.2.- Metodologia para Bioensayo cronico con Daphnia: Los ensayos de toxicidad cronica permiten
la exposicion de los organismos durante todo o parte de su ciclo de vida a los contaminantes
ambientales y tienen como objetivo estimar la mayor concentracion no efectiva o segura de los
agentes toxicos ensayados. Estos niveles son utilizados para establecer los limites de tolerancia para
la presencia de téxicos en agua, suelo, aire, ambiente laboral, alimentos, etc. Para evaluar los efectos
subletales de agentes contaminantes en cuerpos de agua dulce, se utilizan varias especies de
dafnidos, en los cuales se determinan el efecto que ejercen los tdxicos sobre la tasa de reproduccion
durante la primera parte (21 dias) de su ciclo de vida.

Procedimiento del test:

2.2.2.1 Colocar en una serie de envases o camaras de prueba, volimenes crecientes de la solucion
de prueba o efluente y se agrega agua de dilucion hasta obtener las concentraciones o diluciones
deseadas para la prueba. Se utilizan 10 camaras, de 100 ml de volumen, por concentracion, mas un
set de control y un control de solvente, cuando sea necesario. Introducir a lo menos 50 ml de solucion
a ensayar en cada camara, la que debe tener a lo menos 30 mm de profundidad. Las camaras deben
taparse para evitar la evaporacion de las soluciones y la entrada de particulas extrafias al interior de
éstas.

2.2.2.2 Colectar y seleccionar neonatos de Daphnia sp. de menos de 24 horas de nacidos, tal como se
hace para los test agudos. Introducir en cada unidad experimental 1 neonato. Hacer recambios de
medio cada 2 dias. Para ello se prepara otro set igual de camaras con medio fresco, a las cuales se
les agrega la cantidad de alimento necesario por frasco (0,075 ml de suspensiéon alimenticia para 50
ml de solucion de prueba). Luego se traspasan suavemente los neonatos a las camaras nuevas con
una pipeta Pasteur con perita de goma. A medida que los animales crecen y se reproducen (10 dias
aproximadamente), deben retirarse y contarse las crias recién nacidas. Debera anotarse el momento
en que se produzca la primera generacion, asi como las posteriores. Cualquier dato debera anotarse;
fundamentalmente aquellos referentes a mortalidad de los individuos parentales, si ésta existiera.
2.2.2.3 Al final del periodo de observacion (21 dias) se deben analizar los resultados obtenidos para
ver las diferencias significativas entre el numero de neonatos producidos en las diferentes
concentraciones. Si el numero de juveniles producidos en la concentracion mas baja difiere
significativamente del control se debe repetir el test reduciendo aun mas las concentraciones de téxico
hasta que, al menos en la concentracién menor, no haya diferencias significativas con respecto al
control.

2.2.2.4 Resumen de las condiciones del test cronico con Daphnia.

Tipo de test  Estatico, con recambio cada 2 dias

Duracion del test 21 dias

Temperatura 20°C [0 1°C

Calidad de la luz lluminacion ambiental del laboratorio

Fotoperiodo 16 h luz / 8 h oscuridad

Volumen de las camaras 100 ml

Volumen de la solucion de prueba 50 ml



Edad de los organismos Neonatos [] 24 h

N° de réplicas por concentracion 10

Recambio de medio Cada 48 horas

N° de organismos por camara 1

Régimen de alimentacién 0,075 ml de suspensién alimenticia por camara, en cada recambio de
medio

Aireacion Ninguna

Tipo de agua control y dilucion Agua reconstituida

Respuesta  Tasa de reproduccion por dafnia parental

Criterio de aceptabilidad 1 10% de mortalidad de las dafnias parentales

minimo 3 camadas en el control

Expresion de los resultados LOEC y NOEC

2.2.3. Interpretacion y validacion de los resultados

2.2.3.1. Estimacion de LOEC y NOEC: Al final del ensayo se contabilizan el nimero total de crias,
nacidas durante 21 dias, por individuo. Con estos datos y usando el paquete estadistico TOXSTAT se
pueden determinar los siguientes parametros de toxicidad: LOEC y NOEC. Estos parametros se
obtienen por medio de métodos estadisticos, como son el analisis de la varianza (ANOVA) combinado
con test de Dunnet (para datos paramétricos), o algun otro test adecuado para contrastes o
comparacion de medias como el test de Tukey (o de minima diferencia significativa), el de Williams o
el Spearman — Karber (para datos no paramétricos). El valor LOEC entregado por el programa
estadistico (sefializado con un asterisco), representa la concentracion mas baja en la cual se observan
diferencias significativas en la tasa de reproduccién comparado con el control, por lo tanto, la
concentracion anterior a ésta sera el NOEC o mayor concentracion en la cual no se observan efectos
significativos en la tasa de reproduccion comparado con el control.

2.2.3.2 Validacion de los resultados: Los resultados se consideran validos si se dan las siguientes
condiciones:

a) la concentracion de oxigeno al final del bioensayo debe ser mayor o igual a 2 mg/I.
b) la mortalidad en los individuos parentales no debe ser mayor al 10%

c) los individuos parentales de los controles deben tener a lo menos 3 camadas

d) no debe haber diferencia significativa entre la concentracion mas baja y el control

2.2.3.3. Expresion de los resultados: Los resultados se expresan como LOEC y NOEC. Las unidades
de medida para estos parametros son las concentraciones en el caso de sustancias quimicas
conocidas (ej: LOEC = 10 mg/l, NOEC = 5 mg/l) o como porcentaje de dilucién en el caso de efluentes
o muestras de agua complejas (ej: LOEC = 10 % de diluciéon, NOEC = 5 % de dilucion).

Método objetivo 3: Desarrollar una formulacién del desinfectante ambiental en base a extractos
naturales activos

Formulacién y evaluacién de actividad desinfectante ambiental de extractos de algas en bioensayos in
vivo en camara: Durante esta etapa, el/los extractos activos contra fitopatégenos seran caracterizados
quimicamente, se evaluara su efecto sobre los frutos y se escalara la produccion necesario para
formulacién y aplicacion del desinfectante.

Actividad 3.2.- Determinacion quimica de sus compuestos bioactivos

Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM): La composicion de cada
extracto sera determinada en un cromatdgrafo de gases con espectrometro de masa (Agilent 7890)
equipado con un inyector automatico Agilent y usando una columna capilar HP-5MS (30 m x 0,25 mm
de diametro interno, con una pelicula de 0,25 um de espesor). El programa de temperatura comienza
con 100 °C por 5 min y luego con un incremento de 5 °C/min hasta llegar a 275 °C, temperatura
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mantenida por 25 min. La temperatura del bloque de inyeccién sera de 250 °C. Se inyectara 1 ul de la
muestra. Los porcentajes relativos de los componentes del extracto seran obtenidos desde el area
bajo el peak. Para detectar la presencia de los compuestos en los extractos obtenidos en la etapa de
extraccion se empleara cromatofolios de silicagel 60 F254 para cromatografia en capa fina (TLC), los
extractos seran eluidos en soluciones de distinta polaridad empleando como fase mévil mezclas de
solventes acorde con la naturaleza del extracto (polar o apolar) y usando como revelador lampara UV
y/o reactivos reveladores para los distintos componentes de acuerdo a su naturaleza( terpenos,
polifendlicos, alcaloides). Los perfiles de composicion quimica para cada extracto seleccionado seran
comparados con las listas disponibles de plaguicidas prohibidos y restringidos en uso agricola a nivel
nacional (SAG) e internacional.

Los criterios de seleccion de los extractos de algas a utilizar en la siguiente etapa son aquellos que
tengan las mayores actividades antimicrobinas para los patogenos estudiados (%IM>50%, %IG > 50%
y porcentaje de control mayor de 50%), que estén dentro del rango de inocuidad segun la
reglamentacién vigente (LC50> 0.4mg/L).

Actividad 3.3.- Evaluaciéon del efecto de los extractos activos en frutos y bioensayos in vivo en
camara.

3.3.1. Seleccion de hongos obtenidos desde arandanos y cerezas mediante ensayos de agresividad

Obtencion y preparaciéon de frutos para ensayos: frutos de arandano y cereza fueron seleccionados
segun homogeneidad de tamarno, turgencia y color, aquellos frutos que presentaron lesiones o
contaminacién por patégenos fueron descartados. La desinfeccion de los frutos consistido en
exponerlos por dos minutos en solucion hipoclorito de sodio al 2%, y un lavado en agua destilada
estéril, luego los frutos fueron secados a temperatura ambiente por 30 minutos aproximadamente (Qin
et al. 2006, Xu et al. 2008, Wang et al. 2015).

Una vez secos los frutos se les realizé una herida de 1-2 mm de profundidad (Smilanick et al. 2006), y
luego fueron sumergidos por 2 minutos en suspension de conidias en una concentraciéon de 1,5 x 10°
conidias/ml de los aislados seleccionados (Tabla 1); dejandose secar por 2 minutos en campana de
flujo laminar (Romanazzi et al. 2008). Una vez secos fueron depositados en camara humeda de
manera equidistante, la camara se mantuvo a 27°C. El ensayo se realizé por triplicado y con
cincofrutos por replica. Diariamente, se contabilizdé el numero de frutos con sintomas de enfermedad y
la proporcién del fruto infectado (%).

3.3.2.-Ensayos de inhibicion de enfermedad por fitopatogenos B. cinerea, Aspergillus sp. y
Penicilliumsp en frutos:

Inoculacion y pre-incubacion en camaras de crecimiento: unidades experimentales consistieron de 50
frutas ubicadas en placas de Petri o pocillos plasticos previamente esterilizados, conteniendo papel
Whatman No. 1 humedecido con agua desionizada estéril. Sobre cada grupo de aplicé la mezcla de
solvente + compuesto activo, sumado a este procedimiento de aplicaron como control el fungicida
cloruro de benzalconio. 48h después los frutos fueron inoculados con 20 uL de la suspensién de
1x108cfu/ml de P. syringae y 1x10°conidia/ml de B. cinerea, Aspergillus sp., y Penicilliumsp. (cepas
aisladas desde frutas infectadas)(Delen et al., 1984). Como control se usaron frutos tratados con agua
estéril. Las frutas inoculadas fueron pre-incubadas a 23-25 °C y luego mantenidas por 10 dias,
periodo durante el cual fueron evaluadas diariamente.



3.3.3Disefo experimental en bloque

Frutos de arandano, cereza y/o uvas fueron seleccionados segun homogeneidad de tamafio, turgencia
y color, frutos con lesiones evidentes o contaminacion por patégenos fueron descartados. La
desinfeccion de los frutos consistiéo en 2 min. de exposicion en hipoclorito de sodio al 2%, y un lavado
en agua destilada estéril, los frutos fueron secados a temperatura ambiente por 30 min. (Qin et al.
2006, Xu et al. 2008, Wang et al. 2015). Las aplicaciones se realizaron por fruto de forma
independiente, para cada ensayo el disefio experimental correspondié a un disefio factorial (2X4X5X4)
en bloques generalizado completamente al azar, donde:

A. Bloque: Se realiz6 un bloque por temperatura,
- Temperatura Bloque 1: 4°C.
- Temperatura Bloque 2: 25°C
B. Factor A: Correspondio a los fitopatdégenos a utilizar, y consta de tres niveles
- Botrytiscinerea aislado BC + RCO2
- Penicillium aislado CAFROS5 + RCO01
- Aspergillus aislados CAFRO4 + CAFH02
- P. syringae(DC3000 + CC94)
C. Factor B: Correspondio al extracto algal, consta de cinco niveles:
- Ulvasp. (MRQ23) concentracién 0,6 mg/ml
Mazzaellasp. (MRQ24) concentracion 2,6 mg/mi
- MRQ23 + MRQ24 (0,6 mg/ml + 2,6 mg/ml)
Agua (Control)
Cloruro de benzalconio (Control positivo)
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Cada bloque consté de 4 repeticiones con 10 unidades de observacion por replica (U.O= 1600).

Se realizaron heridas a los frutos de cerezas, arandanos y uva, de 1-2 mm de profundidad (Smilanick
et al. 2006) y fueron sumergidos por 2 min.en suspensién de conidias de acuerdo a lo que se indica en
Factor A (1,5x10° UFC/ml en hongos y 1x10° UFC/ml en bacterias) y se secaron por 24 h (Romanazzi
et al. 2008, Smilanick et al. 2006) a las temperaturas 4 y 25°C. Pasadas las 24h fueron sumergidos
por 3 min.en los tratamientos (Factor B) y dispuestos en forma equidistante en placas Petri (Sholberg
et al. 2004).

3.3.4.-Analisis estadistico: La severidad de la infeccién fue evaluada visualmente en una escala de 0-4
(0 = no infeccion, 1 = 5%, 2 = 25%, 3 = 50%, y 4 = area infectada entre 75%-100%). El indice del dafio
sera calculado basado en la formula: ¥ (escala x n° de piezas dafiadas) x 100 / (n° total piezas x
escala mas alta). La incidencia se calcula como el numero de frutos enfermos/total de frutos *100. Las
observaciones pueden ser analizadas mediante ANOVA, seguido de test de Duncan (P < 0.01) (Yildiz,
2000).

Actividad 3.5. Analisis de duracion minima del producto:

Se evaluara la duracion del desinfectante ambiental en condiciones de almacenamiento, tomando
muestra del producto formulado cada un mes por 6 meses. Se evalud la incidencia de enfermedad
producida por B. cinerea en arandano tratados con la mezcla de 0,6 mg/ml extracto de Ulva sp. + 2,6
mg/ml de extracto de Mazzaella sp., como se indica en actividad 3.3.2, y se compararan con un control
de desinfectante al inicio, los analisis seran realizados en triplicado, al final del analisis se realizara el
analisis de caracterizacién quimica, segun la actividad 3.2, para determinacién si hay variacion en la



composicion quimica original. Considerando el tiempo al cual ocurre una significativa disminucion de la
actividad antifungica, se determinara la durabilidad minima esperada, para la posterior estimacion de
fecha de caducidad.

Para demostrar biodegradabilidad bacteriana, se evalud la presencia de bacterias en cada uno de las
preparaciones, considerando que estas pueden ser participes de la degradacion bioldgica de los
extractos. Para esto Ultimo, los extractos preparados en agua fueros asperjados en placas con medio
nutritivo solido (TSA 25%) y se cuantificd bacterias viables mediante recuento de colonias.

Método objetivo 4: Reducir significativamente la pudricion postcosecha en frutales, causada por la
carga ambiental de agentes fitopatégenos, mediante el uso de la formulacién seleccionada.

Actividad 4.1.- Preparacion de nebulizador con la formulacién de desinfectante ambiental. Evaluacion
de la base con compuesto activo contra fitopatégenos en camaras con control de humedad:

Actividad 4.2.- Ensayos de disminucion de la carga ambiental (Desarrollado en ECOMBIO Ltda.):
4.2.1.- Muestras ambientales: Para realizar el monitoreo ambiental de fitopatogenos se usara el
aerobiocolector AirTest Omega, realizando muestreos de hongos y bacterias antes y después de la
aplicacion del producto desarrollado. Este equipo esta disefiado y fabricado de acuerdo con los
requerimientos de la norma BS EN ISO 14698. Puede trabajar con 5 volimenes de muestreo
regulables de 10, 50, 100, 250 y 500 | de aire. Este sistema tiene como principio de funcionamiento el
impacto directo de los microorganismos, a través de una criba, sobre un medio de cultivo. El caudal y
la velocidad del aire estan controlados, pudiéndose utilizar volumenes de muestra desde 10 a 1000
litros y permitiendo la recogida de microorganismos desde 0,3 um. El AirTest Omega es polivalente, y
se puede utilizar en todo tipo de ambientes, desde niveles de contaminacion microbiolégica muy
elevados, hasta en salas limpias.

4.2.2.- Incubacion de las placas: Las placas de PDA utilizadas en el analisis, convenientemente
identificadas, deben colocarse en la estufa de cultivo. En la siguiente tabla se detallan las condiciones
incubacién para recuentos de gérmenes totales y, mohos y levaduras.

Parametros Gérmenes totales Mohos y levaduras

Temperatura 37 °C 30°C

Tiempo 48 horas 72 horas, repetir lectura a los 5 dias.

4.2.3.- Lectura e interpretacion de resultados: A partir de los recuentos realizados (expresados como
ufc), se calcula el resultado para expresarlo como NMP (numero mas probable) por m3. El valor NMP
se calcula a partir del dato de las ufc obtenidas en la placa, mediante la aplicacion de la ley de Feller.
Las colonias que se han desarrollado en una placa de cultivo tienen su origen en un germen o grupo
de gérmenes que pasan a través de la criba, y es imposible distinguir si la formacién de una colonia se
ha debido a un solo germen o a varios gérmenes que han pasado a través del mismo orificio. Por
tanto, no puede establecerse una relacién directa entre las UFC desarrolladas en una placa de cultivo
y el numero de microorganismos por m3. La ley de Feller efectia una correccién estadistica que
permite cuantificar para cada orificio de la criba el niumero de gérmenes que lo han atravesado. De
este modo a partir de las ufc desarrolladas en la placa de cultivo se obtiene el NUumero Mas Probable
(NMP) de gérmenes que han impactado sobre el medio de cultivo, y conociendo el volumen de aire
filtrado se obtiene el NMP de gérmenes por metro cubico.

4.2 .3.- Desinfeccién de superficie y ambiental: Se aplicé el desinfectante formulado con la mezcla de
0,6 mg/ml extracto de Ulva sp. + 2,6 mg/ml de extracto de Mazzaella sp., con el equipo nebulizador
para la desinfeccion ambiental y el equipo movil Hurricane Ultra de DYNA - fog para desinfeccion de
superficies, s ele dejo un tiempo de accion de 30 minutos y al momento de dispersarse de niebla se
repiten las mediciones de carga microbiana ambiental con el equipo AirTest Omega y de las
superficies de las camaras evaluadas. Las salas evaluadas corresponden a un Packing de la Octava



region de arandanos y cerezas y fueron las salas: Camaras de descarte a 4°C, pasillo y 2 camaras de
producto final a 4°C.

4.3 Analisis de las caracteristicas organolépticas de los frutos.

Se realizé Analisis de las caracteristicas organolépticas de arandano, cereza y uva expuesta la
nebulizacion con el desinfectante natural formulado con la mezcla de 0,6 mg/ml extracto de Ulva sp. +
2,6 mg/ml de extracto de Mazzaella sp., para comprobar si produce cambios en las caracteristicas
organolépticas de los frutos. Las caracteristicas analizadas fueron:

Pérdida de peso en el fruto: Se pesara diariamente una submuestra de 4 frutos por replica una vez
concluido el dia 20 se realizara el calculo de la pérdida de peso total (Schotsmans et al. 2007).
Analisis sensorial: Se realizad una prueba sensorial afectiva para determinar la aceptabilidad de
consumo de un producto (Peigen 2017), se realizard una prueba de escalar de control debido a que
mide la diferencia entre una muestra control y una muestra problema, no se deben presentar mas de 6
muestras y se requiere un minimo de 10 panelistas los cuales no deben estar ligados al estudios y de
preferencia no ser fumadores o no haber fumado una hora antes de la encuesta (Hernandez 2005).

Un total de 50 frutos fueron expuestos al tartamiento con desinfectante, al transcurso de 7 dias se
realiza el analisis sensorial (Cantin et al. 2012). A cada panelista se le entregaran una encuestas para
todas las frutas donde se dispondran dos tratamientos a analizar por fruto y deben realizar una
valoracion sensorial otorgandole un puntaje a la percepcion del sabor (de menos a mas agradable,
con puntajesde 1a7) .

Antocianinas totales: La determinacion de antocianinas en los frutos frescos de arandanos se
realizard a partir 1g del triturado de frutos al cual se le efectuara una extraccién con metanol
acidificado con acido clorhidrico al 1% en tres etapas, manteniendo una relacion en peso de muestra-
solvente 1:10. Los sobrenadantes metandlicos obtenidos en cada una de las tres etapas se mezclaran
y se centrifugan a 4000 rpm durante 20 minutos. A continuacion, se mezclara una alicuota del
sobrenadante con tampon a pH 1.0 y otra alicuota con tampén a pH 4.5 y se medira la absorbancia a
510 y 700 nm. La concentracion se expresa como mg de cianidina-3-glucésido/100 g de arandano,
cereza, o uva (Zapata et al. 2014)

pH:La determinacién del pH se realizara mediante un pHmetro.

Solidos solubles: El contenido de sodlidos solubles se determinara mediante el método
refractomeétrico (AOAC, 1990), utilizando un refractometro termocompensable (Atago, modelo DTM-1,
Japon). Los resultados se expresaron en °Brix.

Analisis estadisticos: A todos los datos, menos a los ensayos que seran evaluados mediante el
calculo de los valores EC50 y EC90, se comprobaran los requisitos de analisis de varianza, es decir,
homogeneidad de varianza (Test de Levene), normalidad de los residuos (Prueba de Anderson
Darling), posterior a esto se realizara un andlisis de varianza segun el disefio experimental (Disefio en
bloques completamente aleatorios generalizados o Disefio completamente aleatorio segln
corresponda) y un posterior Test de Tukey con 95% de confianza de corresponder.

Método objetivo 5: Obtener un producto competitivo, de aplicacién comercial y lograr la transferencia
al sector de los resultados, un modelo de negocios y una estrategia de comercializacion.

Durante esta etapa se organiz6 un Taller de difusion orientada a profesionales y empresarios del area
de agroalimentaria, investigadores y estudiantes. Ademas con los resultados de este estudio se
ingres6 una solicitud de patente a INAPI y se evalué la aplicacion comercial y estrategias de
comercializacion del desinfectante disefiado.
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Actividad 5.1.- Difusion resultados y Organizacion Taller.

Se realizé la difusion de resultados a través de participacion en congresos nacionales y el segundo
ano del proyecto en un congreso internacional, para el intercambio de informacién con expertos en el
area.

Ademas se realizé la programacion del Taller “Ecotecnologias naturales para el control de
fitopatégenos de postcosecha: aplicaciones en frutos y en ambientes de packingTransferencia de
ecotecnologias naturales aplicadas al control de fitopatégenos poscosecha”, en la Ciudad de Chillan el
dia 15 de diciembre de 10:00 a 13:00 y en la ciudad de Los Angeles el dia 18 de Diciembre de 10:00 a
13:00 . Orientada a profesionales y Empresarios del area de agroalimentaria, investigadores y
estudiantes de pre y postgrado. La organizacion de este taller se realizé con la estrecha participacion
de la empresa asociada ECOMBIO Ltda. Durante este taller se esperaba la participacion de al menos
10 participantes, incluyendo representantes de empresas, y de la participacion de investigadores y
estudiantes de postgrado de diferentes instituciones.

Actividad 5.2.- Proteccion de propiedad intelectual

Se realizd el ingreso de solicitud de patente del producto “Una formulacion de Desinfectante
ambiental de origen natural para el control de fitopatégenos postcosecha y su uso en la industria
agroalimentaria” en el Instituto Nacional de Propiedad Industrial de Chile — INAPI, realizado a través
de la Unidad de Propiedad Intelectual (UPI) de la Universidad de Concepcion.

Actividad 5.3.- Evaluacion costo/beneficio de la aplicacion comercial, modelo de negocio y
estrategia de comercializacion.Durante la ejecucion del proyecto, se realizara una evaluacion
comercial de costo/beneficio del producto desarrollado.

Para poder realizar esta evaluacion, se debe considerar los siguientes aspectos:
a) costos de los compuestos a extraer (materia prima),

b) costos de formulacion del producto (valores de tensoactivos y solventes)

c) efectividad del producto y

d) costos de operacion.

Por otra parte, se contrarrestara estos valores con la oportunidad de mercado y se obtendra el valor
comercial al que puede ser comercializado el nuevo producto desarrollado.

Se realizara una prospeccion de posibles licenciatarios, con la prioridad de traspasar la tecnologia a la
empresa asociada ECOMBIO SA, por lo que se gestionara la realizacién de un acuerdo de
transferencia de material, a cargo de la Unididad de Propiedad intelectual UPI de la Universidad y un
acuerdo de opcién de licenciamiento, a cargo de la Oficina de transferencia y Licenciamiento OTL de
la Universidad de Concepcién.



Modificaciones de la metodologia planteada originalmente:

1.- Se agrego el ensayo de DGGE en la actividad 1.3.2.-Caracterizacion molecular de los asilados:
Para facilitar la identificacion por secuenciacién del ADN de los aislados que estaban puros y permite
ordenar adecuadamente los aislados, para seleccionar adecuadamente los aislados a secuenciar..

2.- Originalmente la actividad 1.6.2.-Evaluacion cristal violeta: consideraba determinar formacion
especifica de biopeliculas (SBF), la que se cuantifica como SBF= (D.Oses) / D.Os40). En ambos casos
se debio restar la D.Osgs 0 D.Os40 de los blancos respectivos (Paiva de Almeida and Leal, 2012). Se
calcul6 estos valores, pero los datos fueron erraticos, no reflejando el efecto observado con los datos
obtenidos por lo que se determiné finalmente porcentaje de inhibicion del crecimiento de células
planctonicas y biopelicula con respecto al control con medio de cultivo sin extracto.

3.- La Actividad 3.1.- Caracterizacion bioquimica de compuesto activo se elimind debido a que a la
naturaleza de los extractos es posible caracterizarlos en forma quimica, la caracterizacion bioquimica
es aplicable cuando el compuesto activo es una proteina, pero debido a la metodologia aplicada los
extractos no contienen proteinas, asi que esta actividad se elimind ya que no aportaba nueva
informacion.

4 .- La actividad Actividad 3.3.- Evaluacion del efecto de los extractos activos en frutos y bioensayos in
vivo en camara. Fue modificada, ya que se agregé la evaluacién de agresividad de los hongos
aislados, para seleccionar los hongos mas agresivos de B. cinerea, Penicillium sp., y Aspergillus sp,
para determinar el efecto de los extractos de algas con mayos actividad antifungica.

Ademas se realizd el disefio experimental final del ensayo 3.3.2 segun los resultados obtenidos.
Ademas se incluyd en los ensayos como fruta la uva, ya que es una fruta muy sensible a los
patdogenos estudiados, es un nicho importante de aplicacion del desinfectante y ademas por la
estacionalidad de la fruta, uva esta disponible un periodo mas largo, facilitando realizar las
evaluaciones con uva de mesa

5.- La actividad 4.3 Nebulizacion y evaluaciéon del desarrollo de la enfermedad, se modificé por la
actividad 4.3 Analisis de las caracteristicas organolépticas de los frutos, ya que la original evaluaba lo
mismo que la actividad . 4.2.- Ensayos de disminucién de la carga ambiental, asi que se cambio para
que indicara lo que se evaluo a las frutas expuestas a la nebulizaciéon con desinfectante natural.

[89]
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4.- Descripcion de las actividades PROGRAMADAS y tareas EJECUTADAS para la
consecucion de los objetivos, comparacion con las programadas, y razones que
explican las discrepancias. (ANALISIS DE BRECHA).

Ne | N o % de ejecucion
OE | RE Actividades

1 1 1.1.- Recoleccion de macroorganismos marinos 100%

1.2.- Coleccion de frutos (arandanos y cerezos) infectados con | 100%
fitopatogenos desde postcosecha: deteccion y aislamiento de
hongos y bacterias

1.3.- Identificacién bioquimica y molecular de cepas/serovar de | 100%
fitopatdgenos
1.4.- Obtencion de extractos y fracciones desde macroalgas con | 100%
actividad inhibitoria

1.5.- .- Ensayos de inhibicion de extractos de algas contra | 100%
fitopatdgenos: B. cinerea, Aspergillus spp., Penicillium spp., y P.
syringae

1.6.- Evaluacion de actividad de los extractos sobre la formacion de | 100
biopeliculas fitopatdégenos
2 2 2.1.- Determinacion de rangos de inocuidad para la seleccion de | 100%
extractos con actividad antimicrobiana usando lineas celulares
2.2.- Estudios de ecotoxicidad aguda y cronica en organismos | 100%

acuaticos
3 3 3.1.- Caracterizacion bioquimica de compuesto activo: 0%
3.2.- Determinacion quimica de sus compuestos bioactivos 100%

3.3.- Evaluacion del efecto de los extractos activos en frutos frutos y | 100%
bioensayos in vivo en camara..
3.4.- Formulacion del desinfectante ambiental con extractos de | 100%
algas activos

3.5.- Analisis de duracién minima del producto. 100%
4 4 4.1.- Formulacion de desinfectante ambiental en nebulizador 100%
4.2.- Ensayos de disminucion de la carga ambiental 100%
4.3.- Nebulizacién y evaluacion del desarrollo de la enfermedad 100%
5 5 5.1. .- Difusion resultados y Organizacién Taller. 100%
5 6 5.2. Proteccion de propiedad intelectual 100%
5 b 5.3.- Evaluacion costo/beneficio de la aplicacion comercial, modelo | 93.3%

de negocio y estrategia de comercializacion.

Dentro de las actividades programadas la actividad que se eliminé y por lo tanto no se cumplié fue la
actividad 3.1.- Caracterizacién bioquimica de compuesto activo se elimind debido a las razones
explicadas anteriormente.

Dentro del objetivo 5, falta el acuerdo de licencia, la empresa asociada ECOMBIO esta interesada en
licencia, para lo cual se esta tramitando el acuerdo de transferencia de material y el acuerdo de opcion
de licenciamiento, dado que los ultimos ensayos se realizaron en diciembre de 2017, debido a la
estacionalidad de la fruta recién estuvieron disponibles a finales de noviembre, por lo que nc se pudo
gestionar la licencia antes del 31 de diciembre de 2017 y se espera que los documentos nombrados
estés firmados en mayo de 2018.



5.- Resultados del proyecto:
5.1 Resultados parciales obtenidos

Actividad 1.5.- Ensayos de inhibicién de extractos de algas contra patégenos: B. cinerea, Aspergillus
sp., Penicillium sp., y P. syringae (Lab. Biopeliculas y Microbiologia Ambiental y Lab. Fitopatologia
Forestal)

Se realizd evaluacién de la difusion de extractos algales con potencial antimicrobiano en discos de
papel filtro sobre tapices del P. syringae, B. cinerea, Asperqillus sp., Penicillium sp., cuyos resultados
se muestran en la tabla 4:

Tabla 4. Inhibicion de extractos algales totales sobre fitopatégenos, usando tres rangos de
concentracién o potencia (5, 2,5 o <2,5 mg) en discos de nitrocelulosa. B: Botrytis cinerea; P:
Penicillium sp; A: Aspergillus sp; DC3000 y CC94: Pseudomonas syringae .La exposicion de los
fitopatogenos al extracto de algas se evalud a los 7 dias (crecimiento micelial), 48 h (crecimiento
bacteriano), 15 h (germinaciéon de conidias), 36 h (formacion de biopeliculas). Densidad 6ptica ~ 0
indica bajo crecimiento. El control positivo corresponde a Cloruro de benzalconio a una potencia de
10mg, correspondiente a la concentracion de uso recomendada por el fabricante de 0,5% p/v.

Efecto de extractos en:
Cadigo ’ . Potencia o Al Formacion
£l Género/especie (mg) Crecimiento micelial o |- 0 inacion biopeliculas
g g bacteriano (area inhibicion . "
(%IG) (Densidad
en cm2) 5
optica)
B (53,0)
B-01 Ulva sp. 5 B (1,8) P (87,3)
A (100,0)
B (89,9)
B-02 Pyropia sp. 5 DC3000 (0,08) P (89,1) D(C:) gggo( éoogf)
A (100,0) y
B (44,6)
B-03 No identificada 5 -- P (60,5) -
A (100,0)
MRQ-05 Mazzasiia 5 DC3000 (0,25) 2 Egg’gi DC3000 (0,00)
laminarioides CC94 (0,15) A (100,0) CC94 (0,02)
- B (89,9) -
MRQ-08 Mastqcarpus 5 P (87.4)
papillatus A (100,0)
- B (89,9) -
MRQ-09 Grateloupia sp. 5 P (85,3)
A (100,0)
LA DC3000 (0,37)
MRQ-10 |Macrocystis pyrifera 5 DC3000 (0,63) P (96,0) cCo4 (0 4 2)
A (88,9) ;
. DC3000 (0,33) B (49,4) DC3000 (0,01)
iy LSRG 2.8 CC94 (0,67) P (38,1) CC94 (0,01)
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A (100,0)
B (8,6) B (26,2)
MRQ-01 Ulva rigida 2,5 P (6,8) P (89,7) .-
A (13,8) A (83,6)
MRQ-02 Ahnfeltiopsis sp. 2,5 - - =
- B (27,2) -
MRQ-03 Ceramiun sp. 2,5 P (75,5)
A (69,1)
B (53,6)
_ DC3000 (0,49) DC3000 (0,00)
MRQ-04 Grateloupia sp. 25 CC94 (0,49) P (76,9) CC94 (0,00)
A (71,6)
B (48,9)
MRQ-07 Ch‘;’:ﬁf;’g.hus 25 CC94 (0,15) P (82,1) Dgggg(i éoo'g?)
A (67,2) :
B (26,9)
B-05 No identificada <25 CC94 (0,23) P (76,9) Dg égio(éoo'g?)
A (63,9) ‘
MRQ-11 RO <25
confervoides
MRQ-12 | Ahnfeltiopsis sp. <2,5 h - -
MRQ-13 Rhodymenia sp. <2.5 - - -
MRQ-14 Plocamium sp. <25 - - -
DC3000 (1,16) B (97,8) DC3000 (0,01)
CC94 (1,14) P (97,0 CC94 (0,00)
Control + bifzr ;’I’é’ofjo 10 mg B (1,37) A (87,0)
P (1,07)
A (1,63)

De esta tabla se seleccionan las algas con mayor actividad para continuar los ensayos y determinar
las concentraciones efectivas, a partir de estos resultados se seleccioné los extractos de las algas:
Pyropia sp., Lessonia sp. , Macrocystis sp., Chondrachantus sp. , Grateloupia sp. Ulva sp. y Mazzaella

laminarioides.

A los extractos de las algas seleccionadas se determind las concentraciones efectivas EC50 y EC90
sobre la germinacion de conidias (Tabla 5) y el crecimiento micelial (Tabla 6) de Botryis cinerea,
Penicillium sp., y Aspergillus sp.



Tabla 5. Valores de EC50 y EC90 expresados en mg/ml de extractos algales sobre la germinacion de conidias

de los fitopatégenos Botrytis cinerea, Aspergillus spp. y Penicillium spp.

Alga Botrytiscinerea Aspergillusspp. Penicilliumspp.
EC50 EC90 EC50 EC90 EC50 EC90
Pyropia sp. 1,517 66,119 0,011 2x10:1 0,066 319,175
Lessonia sp. 1,259 368,957 12,16 15.758 41,601 9,2x10°
Macrocystis sp. 1,402 23,810 4623 58,91 0,0592 776,944

Chondrachantus sp. 8,735  911.877 2x107  1,31022 | 0,066 319,175

Grateloupia sp. 8,665 659,958 0,675 0,261 2,025 8,320
Ulva sp. 0,566 45,109 1,486 50,768 0,268 48,323
Mazzaella sp. 0,269 26,631 2,591 22,952 0,017 6.450.475
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Tabla 6. Valores de EC50 y EC90 expresados en mg/ml de extractos algales sobre el crecimiento
micelial de los fitopatégenos Botrytis cinerea, Aspergillus spp. yPenicillium spp. Sigla N.| representa la

ausencia de inhibicion.

Alga Botrytiscinerea Aspergillusspp. Penicilliumspp.
EC50 EC90 EC50 EC90 EC50 EC90

Pyropia sp. 7,594 27,225 4,431 15,109 9,677 52,374
Lessonia sp. N.I NI N.I N.1 N.I N.I
Macrocystis sp. 5088 20,076 6,030 910,16 04,885 19,156
Chondrachantus sp. N.I N.I N.I N.I N.I N.I
Grateloupia sp. N.I N.I N.1 N.I NI N.I
Ulva sp. 5,348 23,555 3,695 15,750 5,615 16,207
Mazzaella sp. 8,758 84,199 5650 54,8 6,840 21,8

De las Tablas 5 y 6 se desprende que las concentraciones efectivas para inhibir el crecimiento micelial
son mucho mayores que para inhibir la germinacién de conidias en todos los casos, debido a cuando
el hongo ya se ha desarrollado es mucho mas dificil erradicarlo, por lo tanto en general el uso de
desinfectantes ambientales estda enfocado en prevenir el crecimiento de los patégenos, por lo que es
mas importante inhibir la germinacién de conidias.

Ademas se observa que las concentraciones EC 90 son altas concentraciones e imposibles de usar
en la practica, por lo que se recomienda usar como referencia las concentraciones EC50.

Tanto en la inhibicion de crecimiento micelial, como en la germinacion de conidias los extractos algales
con concentraciones EC50 mas bajas corresponden a los extractos de Ulva sp., Mazzaella
laminarioides y Pyropia sp.

Actividad 1.6.- Evaluacion de actividad de los extractos sobre la formacion de biopeliculas de
patégenos:

Al realizar la evaluacion de la actividad de los extractos sobre la formacion de biopeliculas de P.
syringae (Figura 2) se observa inhibicién de bacterias suspendidas y en biopeliculas de los extractos
MRQ-04 de Grateloupia sp, MRQ-05 de Mazzaella laminarioides, MRQ-07 de Chondracanthus
chamissoi, MRQ-10 Macrocystis pyrifera, B-02 de Pyropia sp. y B-04 de Lessonia sp. en las 2 cepas
de Pseudomonas syringae evaluadas (fig. 2).

Los controles negativos con solvente y medio de cultivo no presentan actividad inhibitoria, descartando
algun efecto del solvente, ademas el control positivo de Cloruro de benzalconio presenté una fuerte
inhibicion de la biopelicula y celulas plantdnicas.
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Fig. 2. Efecto de los extractos algales sobre la formacion de biopeliculas y crecimiento de bacterias en
suspension de las cepas CC94 y DC3000 de Pseudomonas syringae. Se midio la densidad del cultivo mediante
espectrofotometria. Como Control positivo se us6 0.5% (p/v) de Cloruro de benzalconio CB, como controles
negativos se uso el medio de cultivo (TSB) vy el solvente del extracto, para descartar algun efecto del solvente. El
control sin bacteria se usé como control interno indicativo de contaminacion bacteriana. Las barras indican
desviacion estandar. Todos los ensayos se realizaron en cuadriplicado.

Al realizar el analisis del factor SBF a estos datos (Fig. 3) se observa que la mayoria d elos extractos
tienen in SFB <1, no reflejando el efecto inhibitorio observado en la figuras 2, por lo que se analiza el
porcentaje de inhibicion del crecimiento con respecto al control con medio de cultivo sin extracto de
algunos de los extractos preseleccionados (Tabla7) . Del cual se desprende que los extractos de ulva
sp., Lessonia sp y Pyropia sp. reducen sobre un 90% el crecimiento de biopeliculas y células
plancténicas de Pseudomonas syringae .



Extractos de algas: SBF

m0 20625 =125 m25 =5 =10 =20 =Cl.B1%
Concentraciéon (mg/ml)

SBF (D.0595/D.0540)
P
o o o

N
[=}

1.0 . = I : " . r . &
il ml. iIl | Bbuall mieo.. i ahamin
0.0 Ilillu_ ll'llH I u HalEE L [T | N k Hl i

DC3000/CCh-01 DC3000/CCh-02 DC3000/CCh-03 DC3000/CCh-04 CC94/CCh-01 CC94/CCh-02 CC94/CCh-03 CC94/CCh-04

Figura 3.- Efecto de extractos de algas de Ulva sp. (CCh-01), Pyropia sp. (CCh-02), Mazzaella laminariodes
(CCh-03) y Lessonia sp. (CCh-04) sobre el crecimiento de Pseudomonas syringae (DC3000 y CC94) sobre la
formacion especifica de biopeliculas (C)

Tabla 7. Disminucion del crecimiento (%) de Pseudomonas syringae (cepas CC94 y DC3000) frente a extractos
de algas. La disminucion fue calculada usando Control de crecimiento sin ectractos y exposicion a 20 mg/ml de
extrato algal

BIOPELCULAS | PLANCTONICAS
CCh-01 Ulva sp 98,0 85,8
DC3000 CCh-02 Pyropia sp 47,7 54,8
CCh-03 Mazzaella laminariodes |-- 35,9
CCh-04 Lessonia sp 63,9 94,9
CCh-01 Ulva sp -- --
ccoa CCh-02 Pyropia sp 90,2 24,0
CCh-03 Mazzaella laminariodes 21.5 0,2
CCh-04 Lessonia sp 34,5 35,6
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Objetivo 3: Desarrollar una formulacién del desinfectante ambiental en base a extractos naturales
activos

Actividad 3.3.- Evaluacion del efecto de los extractos activos en frutos y bioensayos in vivo en
camara.

3.3.1. Seleccion de hongos obtenidos desde arandanos y cerezas mediante ensayos de agresividad

Para asegurar que El desinfectante formulado es eficaz contra patégenos agresivo, se evaluo la
agresividad de los aislados obtenidos, determinando la incidencia de la pudricion y severidad en
arandano y cerezas, para a partir de estos resultados seleccionar los aislados mas agresivos para
realizar el ensayo in vivo en camara.

Se observa incidencia (figura 4) y severidad (figura 5) de la enfermedad causada en frutos de
arandano por distintos aislados de hongos fitopatégenos.

» CAFROS (P) » RCO2 (BC) RCO1 (P) RCO02 (P)
» FD2CO1 (BC) © BC CAFAQ2 CAFHOZ (A)
© CAFRO04 (A) © Control

75

50

25

0
Dla3

Figura 4: Incidencia de enfermedad causada en frutos de arandano por distintos aislados de hongos
fitopatogenos: Botrytiscinerea(FD2-C01, BC, R-C02)Aspergillus spp.(CAF-A02, CAF-R04, CAF-H02), vy
Penicilliumspp. (CAF-R05, E1-C01, R-C01) en camara humedaa 25°C. Resultados expresados en porcentaje (%).
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Figura 5 Severidad de pudricion y signos en frutos de ardndanos a los 10 dias de inoculacion con fitopatdgenos
selecconados. (A) Fruto al dia 0, posterior a la inoculacion, (B) Control con agua al cabo de 10 dias, (C)
Botrytiscinerea(FD2-CO1), (D) B.cinerea(BC), (E) B.cinerea(R-CO2), (F) Aspergillus sp. (CAF-A02) (G)
Aspergillus sp. (CAF-R04) (H) Aspergillus sp. (CAF-H02) (1) Penicillium sp. (CAF-R05) (J)Penicillium sp. (E1-CO1)
(K) Penicilliumsp. (R-CO1)

Los hongos aislados desde diferentes ambientes de packing y/o restos frutales provocaron pudricion
en los frutos utilizados en este estudio. En arandano, a los 7 dias de aplicado el fitopatégeno se
observa mas del 90% de los frutos afectados (Figura 4). Los aislados de hongos que provocaron
mayor pudricion fueron R-C02 (B. cinerea), CAF-A02 y CAF-HO02 (Aspergillussp) y R-CO1
(Pencilliumsp).A los diez dias de ensayo, los frutos mostraban junto con la pudricion, los signos de los
agentes inoculados (Figura 5).

Se observa incidencia (figura 6) y severidad (figura 7) de la enfermedad causada en frutos de cerezas
por distintos aislados de hongos fitopatégenos.
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Figura 6: Incidencia de enfermedad causada en frutos de cereza por distintos aislados de hongos fitopatégenos:
Botrytiscinerea(FD2-C01, BC, R-C02),Aspergillus spp.(CAF-A02, CAF-R04, CAF-H02), y Penicilliumspp. (CAF-
R05, E1-C01, R-C01) en camara humedaa 25°C. Resultados expresados en porcentaje (%).

Figura7. Sintomas de pudricion y signos enfrutos de cereza a los 10 dias de inoculacion con fitopatdogenos
seleccionados. (A) Fruto al dia 0, posterior a la inoculacion, (B) Control con agua al cabo de 10 dias, ((C) Botrytis
cinerea(FD2-CO1), (D) B.cinerea(BC), (E) B.cinerea(R-CQO2), (F) Aspergillus sp. (CAF-A02) (G) Aspergillus sp.
(CAF-R04) (H)



En cereza, se observo un avance de dafio producido por los hongos de forma similar a lo que ocurre
en arandanos, a los 7 dias de inoculado el fitopatdgeno se observa mas del 90% de frutos dafados y
a los 9 dias un 100% (Figura 6). Todos los hongos probados en este estudio (FD2-C01, BC, R-
C02,CAF-A02, CAF-R04, CAF-H02, CAF-R05, E1-C01 y R-C01) fueron efectivos en producir dafio en
el cerezo. La Figura 7 presenta imagenes de los frutos a 10 dias de exposicion a los hongos.

A partir de estos resultados se seleccion6 los siguientes aislados de B. cinerea, Aspergillus sp. y
Penicillium sp en mezcla para el siguiente ensayo:

- Botrytis cinerea aislado BC + RCO2
- Penicillium aislado CAFRO5 + RC01
- Aspergillus aislados CAFRO4 + CAFH02

3.3.2.-Ensayos de inhibicion de enfermedad por fitopatégenos B. cinerea, Aspergillus sp. y Penicillium
sp en frutos:

Se evalué incidencia y severidad de la enfermedad causada por los patdgenos B. cinerea, Aspergillus
sp. y Penicillium sp a 4°C y 25° C en arandano, cereza y uva, tratados con extractos de Ulva sp.,
Mazzaella sp. y la mezcla de ulva sp + Mazzaella sp., usando como control negativo agua y como
control positivo un desinfectante comercial que contiene Cloruro de benzalconio.

Se encontré que en general los resultados de severidad fueron similares a los de incidencia por lo que
no s epresentaran los resultados de severidad en este informe, ya que se encuentran in extenso en el
informe 5.

Se observa que en general a 25°C los extractos pierden efectividad (figura 8), dado que a esta
temperatura se favorece el crecimiento de los hongos, a 4°C los Aspergillus sp. y Penicillium sp son
mas sensibles a los extractos, que B. cinerea, en todos los casos a 4°C los extractos ya sea solos o en
mezcla inhiben la pudricion de arandano (figura 8). Dado que El arandano en postcosecha se
mantiene en cadena de frio los extractos de algas a esta temperatura controlan la pudricon del fruto.



Incidencia Botrytis cinerea en arandanos a 25°C
100 .@«Uasp.
«0=Mazaella sp.
Ulva sp. + Mazaella sp.

Cloruro de Benzalconio
80 oeAgua

N\

Incidencla (%)

—

20

Incidencia Botrytis cinerea en ardndanos a 4°C
100 0= Ulva sp.
= Mazaella sp.
Ulva sp. + Mazaella sp.
Cloruro de Benzalconio
80 .o.Agua

£60
o
°
c
@
o
o
£

\3

00 O 0 S
Tratamiento Dia0 Dia7 Dia 14 Dia 21 Tratamiento Dia0 Dia7 Dia 14 Dia 21
Incidencla Penicllium spp. en arandanos a 25°C Incidencia Penicllium spp. en arandanos a 4°C
100 @eUvasp. 100 .gUnasp.
«0=Mazaella sp. «O~ Mazaella sp.
Ulva sp. + Mazaella sp. Ulva sp. + Mazaella sp.
Cloruro de Benzalconio Cloruro de Benzalconio
80  onAgua 80 .p-Agua
60 60
r 1
2 T
3 ]
240 240
20 20
1O—————CQ )] < l/
Tratamiento Dia0 Dia7 Dia 14 Dia 21 Tratamiento Dia0 Dia7 Dia 14 Dia21
Incidencia Aspergillus spp. en arandanos a 25°C Incidencia Aspergillus spp. en ardndanos a 4°C
100 geUnasp. 100 geUnasp.
«0= Mazaella sp. “»Mazaella sp.
Ulva sp. + Mazaella sp. Ulva sp. + Mazaella sp.
Cloruro de benzalconio Cloruro de Benzalconio
80 oaqua 80 .o-Agua
3 =
<60 £60
E .S
£ g
S k-l
=40 240
20 20
x b
0 0 é . \" _._:j
Tratamiento Dia0 Dia7 Dia 14 Dia 21 Tratamiento Dia0 Dia7 Dia14 Dia21

Figura 8. Incidencia de la enfermedad causada por B. cinerea, Aspergillus sp. y Penicillium sp en arandanos. Los
frutos fueron asperjados con extractos de las algas Ulvasp. 0,6 mg/ml (azul), Mazzaellasp. 2,6 mg/ml (verde), y la
combinacion de Ulvasp. + Mazzaellasp. (amarillo), agua estéril (rojo) y cloruro de benzalconio 1% (naranjo). Los

frutos fueron incubados por 21 dias a 25°C y 4°C.

En uvas se observan efectos de los extractos similares a los observados en arandanos referente al efecto de la
temperatura en control de la pudricion. En el caso de frutos inoculados con B. cinerea, a 4°C, todos los extractos
algales redujeron la incidencia de la pudricion (Figura 9), A 25°C, solo el desinfectante cloruro de benzalconio

tuvo efecto de control sobre la pudricién causada por el patégeno.

Los extractos de las algas redujeron la incidencia de Penicillium sp. a ambas temperaturas. A los 25°C, todos los
extractos redujeron la incidencia y fueron estadisticamente iguales al control positivo (Figura 9), mientras que a
4°C, todos los extractos logran controlar la incidencia, sin embargo, ninguno alcanza los niveles de control del

cloruro de benzalconio.
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Figura 9. Incidencia de la enfermedad causada por Botrytis cinerea, Penicillium spp, Aspergillus sp., enarandanos
en uva. Los frutos fueron asperjados con extractos de las algas Ulva sp. 0,6 mg/ml (azul), Mazzaella sp. 2,6
mg/ml (verde), y la combinacién de Ulva sp. + Mazzaella sp. (amarillo), agua estéril (rojo) y cloruro de benzalconio
1% (naranjo). Los frutos fueron incubados por 21 dias a 25°C y 4°C.

Para cereza se muestra la Incidencia de la enfermedad causada por Botrytis cinerea, Penicillium spp,
Aspergillus sp. a 4°C (Figura 10), donde se muestra que para los 3 patogenos la mezcla de Ulva sp. +
Mazzaella sp y Mazzaella sp produjo una disminucién de la incidencia de la pudricion significativa.
Nuevamente Botrytis cinerea es el hongo mas dificil de controlar.
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Figura 10. Incidencia de la enfermedad causada por Botrytis cinerea, Penicillium spp, Aspergillus sp., en cerezas.
Los frutos fueron asperjados con extractos de las algas Ulvasp. 0,6 mg/ml (azul), Mazzaella sp. 2,6 mg/ml
(verde), y la combinacion de Ulva sp. + Mazzaellasp. (amarillo), agua estéril (rojo) y cloruro de benzalconio 1%
(naranjo). Los frutos fueron incubados por 21 dias a 4°C.

De estos resultados se concluye que los extractos de algas controlan la pudricién de arandano, cereza
y uva a 4°C, siendo los mas eficaces en general el extracto de Mazzaella sp y la mezcla de extractos
de Ulva sp. + Mazzaella sp, considerando que el desinfectante natural sea innovador y tenga
posibilidad de controlar a través de distintos mecanismos de accién se formula el desinfectante con
mezcla de 0,6 mg/ml extracto de Ulva sp. + 2,6 mg/ml de extracto de Mazzaella sp.

Actividad 4.2.- Ensayos de disminucién de la carga ambiental (Desarrollado por ECOMBIO Ltda.):

Se midié la carga ambiental antes y después de aplicar el desinfectante formulado con la mezcla de
0,6 mg/ml extracto de Ulva sp. + 2,6 mg/ml de extracto de Mazzaella sp., con el equipo nebulizador
movil Hurricane Ultra de DYNA — fog en 4 salas de un Packing de la VIII regién del Biobio, las salas :
Camaras de descarte a 4°C, pasillo y 2 camaras de producto final a 4°C, en la figura 12 se muestra la
carga ambiental antes y después de la aplicacion del desinfectante ambiental por nebulizacion, donde
se observa que la disminucion de la carga microbiana alcanza un 84%, esta disminucion de la carga
bacteriana es acorde a la obtenida con desinfectantes comerciales. Ademas se observa que los
recuentos microbianos después del desinfectante dependen de la carga microbiana original, es asi
que en la sala de descarte que una alta contaminacion microbiana luego de la desinfeccién no se
alcanzan recuentos menores a 200UFC/m3, a diferencia de las camaras de producto final que se



mantienen con cargas bajas de microorganismos. Se debe destacar que la nebulizacion que se realizo
en la sala de descarte fue en presencia de fruta, permitiendo el funcionamiento normal del packig.

m Pasillo Camara de descarte 1
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Figura 12. Recuento de hongos antes (carga ambiental) y después (luego de tratamiento) de la aplicacion del
desinfectante con la mezcla de extracto de Ulva sp. (0,6 mg/ml) y Mazzaella sp. (2,6 mg/ml)en distintas salas
de packing..

Actividad 5.3.- Evaluacion costo/beneficio de la aplicacién comercial, modelo de negocio y estrategia
de comercializacion.Durante la ejecucion del proyecto, se realizara una evaluacion comercial de
costo/beneficio del producto desarrollado.

La evaluacion econdmica de la produccion del desinfectante ambiental natural en base a extractos
de algas marinas se encuentra en el anexo 4, en este analisis se concluye que Para el proyecto,
considerando una tasa de descuento del 12%, se obtiene un VAN igual a $35.760.758,89. A partir
de estos resultados se puede concluir que el proyecto debiera aceptarse. Para el proyecto, se
obtiene una TIR igual a 19,54%. Al ser contrastados con una tasa de rendimiento del 12%, se
puede concluir que el proyecto debiera aceptarse.

Dentro de esta actividad se ha realizado una prospeccion de posibles licenciatarios interesados,
por lo que se adjunta un Reporte de Posibles Licenciatarios en el anexo 4, dentro de la cual se
prospectaron 3 empresas:

-Ecombio SA, empresa asociada a este proyecto y que tiene preferencia

- OXIQUIM S.A.
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- Miguel Maritano Industria de Jabones S.A., quienes han manifestado interés en desarrollar un
desinfectante ambiental

Dado que la empresa Asociada Ecombio SA ha manifestado su interés en licenciar el
Desinfectante natural desarrollado en base a extractos de algas es que

con el propésito de llevar a cabo el Hito Critico 6 y su resultado esperado 7, los cuales hacen
énfasis al desarrollo de “Modelo de negocios y comercializacion de desinfectante ambiental
disefiado, con un convenio de licenciamiento obtenido”, es que “en Concepcion, a 3 de enero de
2017”, se ha llevado a cabo una "Opcién de Licencia" entre la UNIVERSIDAD DE CONCEPCION y
la empresa Asociada al proyecto ECOMBIO LIMITADA, en un periodo de seis (6) meses contados
desde la fecha de suscripcién del Acuerdo en mencién (se adjunta "Opcién de Licencia" en anexo
anexo 4). En éste, se hace mencion a que La UNIVERSIDAD se adjudico como entidad
Beneficiaria el Proyecto PYT-2015- 0127, del cual, con fecha 29 de diciembre de 2017 se presento
la solicitud de patente chilena numero CL20170542. Dejando de manifiesto, que la EMPRESA
esta interesada en explotar comercialmente los derechos de patente sefialados en anteriormente.
Con esta "Opcién de Licencia", se logra el objetivo de regular entre las Partes el derecho de la
EMPRESA a ejercer una primera opcion de licenciamiento, con caracter de exclusivo, de los
Derechos de Patente. En particular, el Acuerdo en menciéon regulara los términos, plazo
ycondiciones bajo las cuales se materializara la Opcién de Licenciamiento sefialado.
Adicionalmente, se han realizado las gestiones concernientes a un “‘ACUERDO DE
TRANSFERENCIA DE MATERIAL’, entre el PROVEEDOR:UNIVERSIDAD DE CONCEPCION v el
RECEPTOR:VIDAL Y URRUTIA LIMITADA (se adjunta documento en anexo 4), donde se
establecen las facultades para “Proporcionar al RECEPTOR “Férmula del PROVEEDOR”, con el
fin de fabricar un desinfectante ambiental para aplicaciones en contenedores de frutas, para lo
cual, se autoriza su uso exclusivamente para el desarrollo y fabricacién de estos productos, a partir
extractos naturales, formulados por el PROVEEDOR”. Cabe destacar que el presente Acuerdo
habilitara al RECEPTOR para utilizar los resultados objeto de la transferencia de los “Materiales
del PROVEEDOR”. Ademas, se dejan en manifiesto las obligaciones y responsabilidades de
ambas partes, en el desarrollo y utilizacion del “Desinfectante ambiental en base a extractos de
algas para el control de Fitopatégenos postcosecha”.

En conclusién, se han desarrollado gestiones que buscan el desarrollo del objetivo 5 y sus
actividades comprometidas: “Obtener un producto competitivo “Desinfectante ambiental en base a
extractos de algas para el control de Fitopatégenos postcosecha”, de aplicacion comercial y lograr
la transferencia al sector de los resultados, desarrollo de un modelo de negocios y una estrategia
de comercializacién”. Lo que permitiria de este modo, el desarrollo del Hito y Resultado
mencionado anteriormente, ademas de la validacion y Empaquetamiento del Producto.
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5.2 Logro de Hitos. Se debera hacer un completo y detallado analisis y reflexion en cuanto al
avance, cumplimiento o eventual atraso del hito definido para el periodo. (ANALISIS DE

BRECHA DE HITOS)

Los hitos criticos planteados originalmente corresponden a:

Hitos criticos'

Resultado Esperado? (RE)

Fecha de
cumplimiento
(mes y ano)

1. Coleccion de extractos de algas con
actividad fungicida y/o bactericida

1) Coleccion de extractos de algas con actividad
bacteriostatica/ bactericida y/o fungistatica/fungicida
sobre fitopatdégenos de postcosecha de la industria
agroalimentaria

marzo de 2016

2. Rango de concentracion de la dosis 2) Extractos con actividad antimicrobiana Noviembre de
efectiva de extractos de macroalgas ecotoxicologicamente permitidos con IC50>0,07 mgl/L, 2017

determinada y ecotoxicologicamente LC50> 0,1 mg/L, NOEC > 0,056 mg/I

permitidos

3. Formulacion de desinfectante ambiental | 3) Formulacion de desinfectante con base extractos | Julio de 2017

con extractos naturales

naturales y solubles en solvente con actividad sobre
fitopatégenos para ensayos in vitro (50 g extracto activo
/100 L (<2%)

4. Desinfectante ambiental a base de
productos naturales contra patégenos
agricolas postcosecha que reduzca la
pudricion en frutos

4) Desinfectante ambiental a base de productos
naturales con capacidad de disminuir la carga
ambiental de fitopatégenos a wuna concentracion
maxima esperada < 200 UFC/m?

Diciembre de
2017

5. Solicitud de proteccién de propiedad
intelectual ingresada

5) Solicitud de propiedad intelectual “Desinfectante
ambiental a base de extractos naturales para el control
de fitopatégenos postcosecha”

Diciembre de 2017

6. Modelo de negocios y comercializacion
de desinfectante ambiental disefiado

6) Modelo de negocios y comercializacion de
desinfectante ambiental (con 1 convenio de
licenciamiento obtenido)

Diciembre de 2017
Queda pendiente
Opcion de licencia
para Mayo 2018

Con respecto al Hito critico 1. Coleccion de extractos de algas con actividad fungicida y/o
bactericida se logro en marzo de 2016, solo la coleccon de extractos que inhiben Botrytis cinerea
se logré en julio de 2016, ya que estandarizar la técnica para este hongo.

El Hito critico 2. Rango de concentracion de la dosis efectiva de extractos de macroalgas
determinada y ecotoxicologicamente permitidos, se demoré porque hubo que estandarizar
adecuadamente las concentraciones de extractos a probar y se priorizo realizar en analisis a los
extractos seleccionados con mayos actividad y por lo tanto se debia contar con esos resultados,
finalmente los analisis de ecotoxicidad solo se realizaron para el desinfectante natural
desarrollado, por lo que se pudo realizar sélo al final del proyecto.

El Hito critico 3. Formulacién de desinfectante ambiental con extractos naturales con ensayos in
vitro, se obtuvo con los bioensayos en camara, lo que se obtuvieron en julio de 2017, y sus
resultados estan incluidos en el informe n°5

El Hito critico 4. Desinfectante ambiental a base de productos naturales contra patégenos
agricolas postcosecha que reduzca la pudricion en frutos, se obtuvo con la aplicacion por

1 Un hito representa haber conseguido un logro importante en la propuesta, por lo que deben estar asociados a los
resultados de éste. El hecho de que el hito suceda, permite que otras tareas puedan llevarse a cabo.
2 Un hito puede estar asociado a uno o mas resultados esperados y/o a resultados intermedios.



nebulizacion en packing del desinfectante desarrollado en diciembre de 2017, debido a que se
requeria aplicar en fruta (arandano y cereza) las cuales son estacionales y se encuentran
disponibles desde finales de octubre a marzo, se gestion6 la extension del proyecto hasta
diciembre de 2017 para realizar este ensayo critico para la realizacén d elas actividades siguientes.

El Hito critico 5. Solicitud de proteccion de propiedad intelectual ingresada, se alcanzo en
diciembre de 2017, una vez que se tenian los ensayos de aplicacion por nebulizacién en packing
del desinfectante desarrollado.

El Hito critico 6. Modelo de negocios y comercializacion de desinfectante ambiental disefiado, esta
parcialmente cumplido ya que se cuenta con la evaluacidon economica de la comercializacion de
desinfectante, pero el proceso de licenciamiento del paquete tecnolégico es lento, ya que requiere
la negociacion del acuerdo y la evaluacion legal entre las partes. La empresa asociada tiene
interés en la licencia de la tecnologia por lo que se esta tramitando un Acuerdo de Transferencia
de Material y un Acuerdo de Opcion de Licencia, que debiera estar listo en mayo de 2018.

Como se observa Se ha cumplido con los hitos planteados, sélo queda pendiente el convenio de
licenciamiento.

5.3 Evaluacion econdmica con y sin proyecto

La Evaluacién econdmica con y sin proyecto se adjunta en el anexo 4. Este informe concluye que
Al comparar los resultados obtenidos en las dos situaciones, se puede concluir que en las
condiciones presentadas el uso de desinfectante a base de macroalgas es una mejor alternativa.
Usando este desinfectante, ambos indicadores muestran una mejoria, en particular, el VAN mejora
en $ 1.078.896,03 (aumento del 45,3%) y la TIR mejora en 48,38% (aumento del 273,5%).

Esto se puede explicar ya que los aspectos positivos de esta opcion (un mayor precio de producto
y menores perdidas) superan los aspectos negativos (disminuciones de venta y costo mayor de
desinfectante). Esto induce a pensar, ademas, que los indicadores son mas sensibles a las
variaciones de precio que de los demas factores
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5.4 Analisis de impacto logrado a la fecha medido y diferenciando en al menos los
siguientes aspectos: descripcion y cuantificacion de los impactos obtenidos, y estimacion
de lograr otros en el futuro, comparacion con los esperados, y razones que explican las
discrepancias; ventas y/o anuales ($), nivel de empleo anual (JH), nimero de productores o
unidades de negocio que pueden haberse replicado y generacion de nuevas ventas y/o
servicios; nuevos empleos generados por efecto del proyecto, nuevas capacidades o

competencias cientificas, técnicas y profesionales generadas.

21. INDICADORES DE IMPACTO

2 Meta del J Mgta 23
o Linea oo oms indicador a
Seleccion 2o i 5 indicador al 2
: Descripcion | Formula del | base del i ntn los 2 anos
de Indicador e Balios Faiens término de
it del indicador* | indicador | indicador de
indicador® e la b
propuesta® finalizado la
propuesta’
Ventas $/afio
Soels $/unidad
Empleo Jornadas
hombre/afio
Producto Desinfectante Desinfectante | Desinfectante
ambiental contra ambiental ambiental
Otro -
¢ fitopatogenos 1/ proyecto contra comercial para
(especificar) : g
postcosecha fitopatogenos | la industria
desarrollado postcosecha agroalimentaria
Taller de Taller sobre Taller sobre | Difusion a
capacitacion Transferencia Transferencia | través de
de de capacitaciones
ecotecnologias ecotecnologias | sobre uso de
ot naturales naturales desinfectante y
Lt ehioiles aplicadas al pioEts aplicadas  al | buenas
control de control de | practicas
fitopatogenos fitopatdbgenos | agricolas
poscosecha poscosecha
realizado realizado
propiedad Solicitud de Solicitudde Solicitud de
intelectual protecciéon  de proteccién de | protecciébn de
propiedad propiedad propiedad
intelectual intelectual intelectual
Solicitud “Desinfectante “Desinfectante | “Desinfectante
proteccion de | ambiental a ambiental a | ambiental a
propiedad base de 1PRY=Eto base de | base de
intelectual extractos extractos extractos
naturales para naturales para | naturales para
el control de el control de|el control de
fitopatogenos fitopatogenos | fitopatdégenos
postcosecha” postcosecha” | postcosecha”

8 Marque con una X, el o los indicadores a medir en la propuesta.
4 Senale para el indicador seleccionado, lo que especificamente se medira en la propuesta.
5 Completar con el valor que tiene el indicador al inicio de la propuesta.
8 Completar con el valor del indicador, al cual se espera llegar, al final de la propuesta.
7 Completar con el valor del indicador, al cual se espera llegar, al cabo de 2 afios de finalizado la propuesta.



El producto final de este proyecto corresponde a un desinfectante ambiental inocuo basado en
compuestos de origen natural (extracto de las algas Mazzaella laminaroides y Ulva sp) para el
control de fitopatégenos (hongos y bacterias) de postcosecha para aplicar en la industria
agroalimentaria, el cual podra ser usado directamente en ambientes de almacenamiento de frutos
y/o en presencia de frutos, lo que facilita operacion del packing en periodos de alta actividad
(periodos de cosecha), ya que los desinfectantes quimicos no se deben aplicar en presencia de
fruta y por lo tanto se deben vaciar las salas, aplicar y luego volver a llenar, con la consiguiente
pérdida de tiempo, esto dificulta la desinfeccion constante de las instalaciones, desencadenando
en la extension entre los tiempos de desinfeccion de los ambientes.

El desinfectante natural formulado requiere de 30 min de tiempo de aplicacion, por lo que todo el
proceso de desinfeccion toma aproximadamente 1 hora, sin alterar el funcionamiento normal de
las instalaciones, facilitando la desinfeccion continua de los ambientes, pudiéndose aplicar cada 7
o 14 dias, como se recomienda, para mantener las instalaciones sanitizadas

La formulacion propuesta, su método de obtencién y el uso, fueron protegidos mediante una
solicitud de patente n° 03472-2017 y agrupados en un paquete tecnoldgico que se transferira a
través de una “opcion de licencia “ a la Empresa asociada ECOMBIO interesada en la produccion y
comercializacion del desinfectante natural.

Otro impacto es el desarrollo del Taller de difusion final , denominado : “ Ecotecnologias naturales
para el control de fitopatdgenos de postcosecha: aplicaciones en frutos y en ambientes de
packing” en la ciudad de Chillan el dia 15 de diciembre de 2017, en el cual participaron 20
personas, incluyendo profesionales del rubro silvoagricola, empresarios, estudiantes e
investigadores, el cual abrio una amplia discusién hacia la necesidad de este tipo de productos del
mercado, la amplia cantidad de herramientas biotecnolégicas e innovacion que requiere el
desarrollo de estos productos.

En este contexto el proyecto se generd un aporte al desarrollo del conocimiento cientifico y a la
formacion de capacidades en materia de herramientas biotecnoldgicas para el desarrollo de un
desinfectante ambiental efectivo para el control de fitopatégenos postcosecha, no toxico y
amigable con el ambiente, apoyando la realizacién de 3 unidades de investigacion y una memoria
de titulo de Ingenieria en Biotecnologia ambiental y una tesis de Postgrado del Magister en
ciencias forestales, como se detalla a continuacion:

1- Unidad de Investigacién de la estudiante de Ingenieria en Biotecnologia ambiental, Daniela
Riffo, titulada: “Caracterizacion fenotipica y genotipica (ITS, ADNr 18S) de fitopatdgenos
postcosecha en cerezas y arandanos”. Finalizada en diciembre de 2016

2- Unidad de Investigacion del estudiante de Ingenieria en Biotecnologia ambiental, Alan Sauer:
‘Evaluacion de la concentracion minima inhibitoria de extractos algales sobre hongos
fitopatégenos postcosecha de arandanos y cerezas’. Finalizada en diciembre de 2016

3- Unidad de Investigacion del estudiante de Ingenieria en Biotecnologia ambiental, Gabriel Pulgar:
“Optimizacién del efecto inhibitorio de microrganismos ambientales sobre fitopatégenos
postcosecha”. Finalizada en diciembre de 2016

4- Memoria de titulo del estudiante de Ingenieria en Biotecnologia ambiental, Alan Sauer:

“Evaluacion de la inhibicion de extractos algales sobre |la enfermedad causada por Botrytis cinerea,
Penicillium spp. y Aspergillus spp. Finalizada en diciembre de 2017.
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5.- Tesis del programa de Postgrado de Magister en Ciencias Forestales de la Srta. Marjorie
Obreque Espinoza, titulada: Evaluacién de extractos de macroalgas provenientes de la regién del
Biobio en el control de la pudricién producida por Botrytis cinerea, Aspergillus spp. y Penicillium
spp. en frutos de arandano, cereza y uva. Realizada en el periodo enero 2016- Diciembre 2017.

El sector industrial sera el principal beneficiado de los resultados finales del proyecto en especial
los las empresas productoras de agroquimicos y las empresas de empaquetamiento,
procesamiento, almacenaje y transporte de productos agricolas tanto de la gran, medina como
pequefia empresa, teniendo la opcién de aplicar el desinfectante natural en forma regular, de
forma de mantener desinfectadas sus instalaciones, evitando la contaminacion ce la fruta y la
consecuente perdidas por pudricion de frutos..

Dentro de los principales beneficios de implementacién de este proyecto, se tiene:

« Disminucion de las pérdidas de productos agricolas por enfermedades de postcosecha

* Mejoras sanitarias en las intalaciones de empresas empaquetadoras, procesadoras, almacenaje
y transporte de productos agroalimentarios

» Nuevos lugares de trabajo: Contribuye a la generacion de nuevos puestos de trabajo para mano
de obra calificada y no calificada. Mejora la economia regional. El proyecto tiene el potencial de
generar nuevas plazas de empleo, ayudando por lo tanto a disminuir la tasa de desempleo., la
produccién y comercializacién del desinfectante natural por la Empresa ECOMBIO SA.

» Exportaciones: Eventualmente, con este producto se podra generar las capacidades en la
mediana y pequefia agricultura para incrementaran las exportaciones o abrir nuevos mercados,
tanto nacionales como extranjeros, cuyos ingresos permaneceran en el pais.

* Impacto social: Se producen efectos positivos indirectos como el mejoramiento de la calidad de
vida (mas trabajo, mas ingreso regional), lo que a nivel nacional se traduce en un ahorro para las
arcas fiscales.

» Innovacion: La tecnologia a desarrollar tiene un alto grado de innovacién, ya que corresponde a
la elaboracién de un producto natural, no toxico y con efectos positivos para la sanidad de
productos silvoagricolas en postcosecha, no disponible en el mercado en la actualidad.
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5.5 Resultados e impactos

Actividad 1.1.- Recoleccion de macroorganismos marinos.

Se colectaron 21 especies de algas distintas de las costas de la region del Biobio, como se muestra en

la tabla 1.

Tabla 1: Listado de algas con sus respectivos codigos de identificacion y sectores de colecta

Cad. Nombre comun Especie Division Colecta Ubicacion

B-01 Lechuga de mar | Ulva sp. Chlorophyta Intermareal | Cocholgue
rocoso

B-02 Luche Pyropia sp. Rhodophyta Intermareal | Cocholgue
rocoso

B-03 - Intermareal | Cocholgue
rocoso

B-04 Chascon Lessonia sp. Phaeophyta Intermareal | Cocholgue
rocoso

B-05 Luga cuchara o | Mazzaella laminarioides Rhodophyta Intermareal | Cocholgue

corta rocoso

MRQ-01; Lechuga de mar | Ulva rigida Chlorophyta Intermareal | Merquiche

MRQ-23 rocoso

MRQ-02 -- Ahnfeltiopsis sp. Rhodophyta Intermareal | Merquiche
rocoso

MRQ-03 - Ceramiun sp. Rhodophyta Intermareal | Merquiche
rocoso

MRQ-04; - Grateloupia sp. Rhodophyta Intermareal | Merquiche

MRQ-09 rocoso

MRQ-05; Luga cuchara o | Mazzaella laminarioides Rhodophyta Intermareal | Merquiche

MRQ-24 corta rocoso

MRQ-07; Chicoria Chondracanthus chamissoi | Rhodophyta Intermareal | Merquiche

MRQ-19 rocoso

MRQ-08 - Mastocarpus papillatus Rhodophyta Intermareal | Merquiche
rocoso

MRQ-10; Huiro Macrocystis pyrifera Phaeophyta Deriva Merquiche

MRQ-18

MRQ-11 - Ectocarpus confervoides Phaeophyta Intermareal | Merquiche
superior

MRQ-12 - Ahnfeltiopsis sp. Rhodophyta Intermareal | Merquiche
rocoso

MRQ-13 -- Rhodymenia sp. Rhodophyta Intermareal | Merquiche
rocoso

MRQ-14 -- Plocamium sp. Rhodophyta Intermareal | Merquiche
rocoso

MRQ-15 Cochayuyo, ulte | Durvillaea antarctica Phaeophyta Deriva Merquiche

MRQ-16 Luche Pyropia sp. Rhodophyta Intermareal | Merquiche
rocoso

MRQ-17 Chascon Lessonia sp. Phaeophyta Intermareal | Cocholgue
rocoso

MRQ-22 - Codium dimorphum Chlorophyta Intermareal | Merquiche
rocoso

47



Actividad 1.2.- Coleccion de frutos de arandanos (Vaccinium corymbosum L.) y cerezos (Prunus avium L) con
sintomas de patégenos desde postcosecha: deteccion y aislamiento de hongos y bacterias.

Se tomaron muestras de ambiente y frutas con signos y sintomas desde los packing de Copefrut de Linares,
Packing JM de la VI y VII region, citricos JM de la VIl region y cultivos de Caf el Alamo de la VIII regién, desde los
cuales se obtuvieron 70 aislados de distintos géneros de hongos, los que se detallan en la tabla 2.

Tabla 2.- Registro de la coleccion de hongos aislados desde distintas areas de packing y huertos de la VII-VIII
region, con su respectiva identificacion

No

0 N O 0o b~ W N =

1%
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32

Cadigo
AS-A02
AS-A03
CAF-A01
CAF-A02
CAF-A03
CAF-A04
CAF-HO01
CAF-HO02
CAF-H03
CAF-HO04
CAF-H05
CAF-R01
CAF-R03
CAF-R04
CAF-R05
CAF-R06
CAF-R07
CF1-C02
CP1-CO1
CP1-C02
CP2-C01
CP2-C02
CP2-C03
CP2-C04
CTO0-01
CT0-02
CT2-01
CT2-02
CT2-03
E1-C01
E1-C02
E1-C03

Empresa
Copefrut
Copefrut

Caf El Alamo
Caf El Alamo
Caf El Alamo
Caf El Alamo
Caf El Alamo
Caf El Alamo
Caf El Alamo
Caf El Alamo
Caf El Alamo
Caf El Alamo
Caf El Alamo
Caf El Alamo
Caf El Alamo
Caf El Alamo
Caf El Alamo
Copefrut
Copefrut
Copefrut
Copefrut
Copefrut
Copefrut
Copefrut
Citricos JM
Citricos JM
Citricos JM
Citricos JM
Citricos JM
Copefrut
Copefrut
Copefrut

Localidad
Linares
Linares
VIl

VIl

Vil

VIl

VI

Vil

VIl

Vil

Vil

VI

VIl

VIl

VI

VI

VI
Linares
Linares
Linares
Linares
Linares
Linares
Linares
VI

VI

VI

VI

VIl
Linares
Linares

Linares

Fruto
Arandano
Arandano
Arandano
Arandano
Arandano
Arandano
Arandano
Arandano
Arandano
Arandano
Arandano
Arandano
Arandano
Arandano
Arandano
Arandano
Arandano
Cerezas
Cerezas
Cerezas
Cerezas
Cerezas
Cerezas
Cerezas
Limones
Limones
Limones
Limones
Limones
Cereza
Cereza

Cereza

linea
5
1E1

L1
L1
Lt
L2
L2
L2
2
TO
T0
T2
T2
T2
L1
I
5]

Submuestreo

Airtest Seleccion

Airtest Seleccion

Frutos
Frutos
Frutos
Frutos
Hojas
Hojas
Hojas
Hojas
Hojas
Residuos
Residuos
Residuos
Residuos
Residuos

Residuos

Cinta fumigacion

Corte pedicelo
Corte pedicelo
Corte pedicelo
Corte pedicelo
Corte pedicelo
Corte pedicelo
airtest

airtest

airtest

airtest

airtest
Empaque
Empaque

Empaque

ldentificacion molecular

Aspergillus ustus
Aspergillus clavatus
Fusarium sp.
Alternaria alternata
Aspergillus clavatus
Aspergillus fumigatus
Fusarium oxysporum
Fusarium verticillioides

Alternaria alternata

Aspergillus niger
Penicillium sp.

Aspergillus niger

Candidato Aspergillus
Trichoderma sp.
Trichoderma sp.
Trichoderma sp.

Candidato Penicillium

Cladosporium sp
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33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
L
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69

70

E1-C05
E1-C06
E-A01
E-A02
E-C02
FD1-CO01
FD2-C01
IE-A03
JMC-00
JMC-04
JMC-09
JMC-11
JMC-03
JMC-08
JMC-10
R-CO1
R-C02
R-C03
R-C04
R-C06
R-C08
R-C09
S-A01-1
S-A01-3
SC-A01
SC-A04
SC-A06
SF-01
SF-02
SF-03
SM-A01
SM-A03
SM-C01
SM-C03
ZC2-C01
ZC2-C02
ZC2-C03

ZS-A01
B.C

Copefrut
Copefrut
Copefrut
Copefrut
Copefrut
Copefrut
Copefrut
Copefrut
Packing JM
Packing JM
Packing JM
Packing JM
Packing JM
Packing JM
Packing JM
Copefrut
Copefrut
Copefrut
Copefrut
Copefrut
Copefrut
Copefrut
Copefrut
Copefrut
Copefrut
Copefrut
Copefrut
Copefrut
Copefrut
Copefrut
Copefrut
Copefrut
Copefrut
Copefrut
Copefrut
Copefrut
Copefrut

Copefrut
Lab. Fitopatog

Linares
Linares
Linares
Linares
Linares
Linares
Linares
Linares
VI-VII

VI-VII

VI-VII

VI-VII

VI-VII

VI-VII

VI-VII

Linares
Linares
Linares
Linares
Linares
Linares
Linares
Linares
Linares
Linares
Linares
Linares
Linares
Linares
Linares
Linares
Linares
Linares
Linares
Linares
Linares

Linares
Linares

UdeC

Cereza
Cereza
Arandano
Arandano
Cereza
Cereza
Cereza
Arandano
Cereza
Cereza
Cereza
Cereza
Cereza
Cereza
Cereza
Cereza
Cereza
Cereza
Cereza
Cereza
Cereza
Cereza
Arandano
Arandano
Arandano
Arandano

Arandano

Arandano
Arandano
Cereza
Cereza
Cerezas
Cerezas

Cerezas

Arandano

L1
L1

L1
L1
4
L2
151

1

L1
L1
11
| 54
L1
11
L1

L1
L1
L1

L2
L2
L2

11

Empaque
Empaque
Empaque
Empaque
Empaque
Frutos desechos

Frutos desechos

Impresién Empaque

Sala mantencion
Sala mantencién
Sala mantencioén
Sala mantencion
Sala mantencion
Sala mantencién
Sala mantencién
Residuos
Residuos
Residuos
Residuos
Residuos
Residuos
Residuos
Seleccion
Seleccion

Cinta seleccién
Cinta seleccion
Cinta seleccion
Sala fumigacion
Sala fumigacién
Sala fumigacién
Sala mantencion
Sala mantencion
Sala mantencion
Sala mantencién
Zona Confeccion
Zona Confeccion

Zona Confeccion

Zona Sucia (fruta
cosecha)

Penicillium griseofulvum

Cladosporium sp

Penicillium sp.
Candidato Botrytis

Botrytis cinerea

Penicillium sp.
Penicillium sp.
Penicillium sp.
Penicillium sp.
Candidato Botrytis

Mucor circinelloides

Candidato Penicillium

Candidato Botrytis
Candidato Botrytis

Candidato Alternaria

Trichoderma sp.

Penicillium sp.

Lecanicillium sp.

Trichoderma sp.

Botrytis cinerea
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Actividad 1.3.- Identificacion bioquimica y molecular de cepas/serovar de fitopatégenos

Se caracterizé la morfologia macroscopica (figura 1) y microscépica de los distintos aislados, se
seleccionaron los aislados con caracteristicas presuntivas de pertenecer a los géneros Botrytis sp.,
Penicillium sp., Aspergillus sp. para realizar la caracterizacién molecular , de la que inicialmente se
realizd electroforesis con gradiente de denaturacion (DGGE) para evaluar la diferencia de las
secuencias del ADNr de los diferentes hongos usando las distancias de avance. Con esto se puede
comparar y establecer relaciones en la migracion del gen amplificado y la morfologia. Mediante esta
comparacion fue posible agrupar los aislados y establecer si corresponden a la misma especie. Segun
estos resultados, se agrupan los aislados CT2-01, CT2-02, CT2-03, los aislados CAF-A03, CAF-HO03,
CAF-HO04, los aislados CAF-A04, CAF-HO05 y se relacionan morfolégicamente.

Luego de esto se seleccioné estos grupos de aislados para realizar la secuencion el ADNr para la
identificacion de los asilados como se muestra en la Tabla 2.

CAF-RO5

Figura 1 Diferentes morfologias de hongos aislados desde muestras de aire y frutos contaminados provenientes
de packing y huertos de la zona. Cada imagen muestra la mitad del micelio visto desde arriba y la otra desde la
parte inferior de la placa

De los 70 aislados originales se identifico hasta nivel de género 31 aislados, de los cuales 7
pertenecen al género Aspergillus, 8 pertenecen al género Penicillium y 6 pertenecen al género
Botrytis. En la Tabla 2 se muestra la identificacion molecular de los aislados.
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Actividad 1.4.- Obtencion de extractos y fracciones desde macroalgas con actividad inhibitoria

Se realizé extractos totales de todos las algas colectadas, entre los extractos obtenidos, el mayor
rendimiento que observamos fue para M. laminarioides, seguido por Ulva sp, y Lessonia sp. Las
masas de los extractos de algunas algas y los rendimientos respecto al peso fresco del alga se
entregan en Tabla 3.

Tabla 3. Rendimiento de extractos algales en metanol:acetona desde muestras de algas colectadas en el
intermareal VIII Region.

Codigo |Alga Peso del alga (Kg) | Extracto total (g) | Rendimiento (%)
CCh-01|Ulva sp 3,45 44,6453 1.294
CCh-02 | Pyropia sp 1,87 15,5454 0.831
CCh-03 |Mazzaella laminarioides 3,66 67,7154 1.850
CCh-04 | Lessonia sp 5,00 53,5786 1.072
CCh-05 | Grateloupia sp 8,75

Objetivo 2: Generar extractos algales activos cuyas dosis sean efectivas contra los patégenos e
inocuas para el ser humano y el medio ambiente.

Segun los resultados del primer objetivo se selecciond continuar con los analisis con los extractos de
Ulva sp. y Mazzaella laminariodes

Actividad 2.1.- Determinacion de rangos de inocuidad para la seleccion de extractos con actividad
antimicrobiana usando lineas celulares.

Se determind los valores de IC50 de extractos de algas sobre neuroblastoma Neuro 22 (Tabla 8).
Observandose que las concentraciones mas altas de IC 50 corresponden a los extractos de ulva sp.,
Pyropia sp., Macrocystis pyrifera, Chondracanthus chamissoi y Grateloupia sp, por lo tanto son
menos toxicos, pese a esto las células de neuroblastoma de ratén sensibles a los extractos
ensayados, ya que este cultivo celular se caracteriza por ser hipersensible a dsitintos stress.

Actividad 2.2.- Estudios de Ecotoxicidad aguda y crénica en organismos.

Se determiné los valores de toxicidad aguda (LC50) con Daphnia de los extractos de Ulva sp. y
Mazzaella laminariodes y se determiné toxicidad cronica (LOEC y NOEC) con Daphnia de la mezcla
de 0,6 mg/ml de Ulva sp. y 2,6 mg/ml de Mazzaella laminariodes (Tabla 8), observandose que los
valores de toxicidad aguda estan sobre las concentraciones de usadas en el desinfectantes, por lo que
no debiera tener efecto agudo. En cambio los valores de Ecotoxicidad Crénica, estan por debajo de
las concentraciones de desinfectante, pero dado el efecto créonico son concentraciones que se
debieran alcanzar en el ambiente, dado la nebulizacién del desinfectante produce una dilucién
significativa de este y se espera que sea inactivado por la luz.

Tabla 8. Evaluacion de Citotoxicidad y ecotoxicidad de extractos algales.

Alga Citotoxicidad | Ecotoxicidad | Ecotoxicidad | Ecotoxicidad
IC50 (g/L) Aguda Cronica Cronica
LC50 (g/L) LOEC (g/L) | NOEC (g/L)




Ulva sp 0,128 3,54 0,312-0,625 | 0,312

Pyropia sp 0,821

Mazzaella 0,089 14,4 0,312-0,625 | 0,312
laminarioides

Macrocystis 0,16

pyrifera

Durvillaea 0,075

antarctica

Ahnfeltiopsis sp. | 0,084

Chondracanthus | > 0,36
chamissoi

Grateloupia sp > 0,36

LC50: Concentracion del extracto que produce un 50 % de mortalidad de los organismos

NOEC : Concentracion mas alta del extracto que no causa un efecto significativo en el nimero de descendencia por hembra con respecto al
grupo control.

LOEC : Concentracion mas baja del extracto que causa un efecto significativo en el nimero de descendencia por hembra con respecto al
grupo control.

Objetivo 3: Desarrollar una formulacién del desinfectante ambiental en base a extractos naturales
activos

Actividad 3.2.- Determinacion quimica de sus compuestos bioactivos

El desinfectante contiene una mezcla de extracto total de Ulva sp. y de Mazzaella laminariodes, el cual
fue analizado por Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM) y se obtuvo
la caracterizacion quimica incluida en el anexo 1.

Se investigoé la actividad antifungica y los componentes quimicos de macroalgas seleccionadas
recolectadas en la costa de la Octava Regién, Chile. El analisis GC / MS de algas Ulva sp y Mazaell
asp, indico la existencia de diferentes componentes biolégicamente activos. Los componentes
qguimicos se identificaron utilizando el software de la base de datos espectral NIST 95 instalado en el
GC-MS. El extracto metandlico de Ulva sp contiene 7 componentes principales que incluyen; éster
metilico del acido hexadecanoico(31,10%), Phytol (12,01%), éster metilico del acido 9,12,15-
octadecatrienoico (10,82%), 6,10,14-trimetil- 2-pentadecanona (3,99%), éster metilico del acido 7-
hexadecenoico (9,02%), éster metilico del acido 10-Octadecenoico, (8,37%), metil 4,7,10,13-
hexadecatetraenoate(7,18%), entre otros.

En el extracto metandlico de Mazaell asp se encuentran altos porcentajes de éster metilico de acido
hexadecanoico, (34,52%), acido eicosapentaenoico (31,76%), éster metilico del acido 11-
octadecenoico(9,51%), éster metilico del acido 9,12-octadecadienoico (6,09%), entre otros. Se ha
informado que los componentes poseen actividad antimicrobiana que podria ser responsable del
potencial antifingico informado en el presente estudio. Sin embargo, sélo el extracto de Ulva sp se
observa la presencia de alcanos de cadena larga; 2-Metiltetracosano (0,10%), octacosano(0.09%), 8-
metuil-undeceno(0.07%), 2-metil  tridecano  (0.17%), 2-metil- octadecano(0.15%), 8-
heptadecano(0.22%), lo que podria explicar diferencias en su actividad. A esto se suma la presencia
de compuesto minoritarios como la desoxispergualina (0.06%) analogo de un antibiédtico con efecto
antitumoral como la spergualina ( Takeuchi et al., 1981) , el acido protocatecuico (0.22%) es un tipo de
acido fendlico de origen natural ampliamente distribuido. Este acido posee similitud estructural con el
acido galico, el acido cafeico, el acido vainilico y el acido sirinico, que son compuestos antioxidantes
bien conocidos(SahilKakkar and SouravhBais, 2014).0Otro constituyente es el 2,4 di-ter-butilfenoleste
compuesto fendélico muestra un amplio espectro de funciones biolégicas que incluyen propiedades
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antifungicas, antioxidantes y antitumorales (Kontham et al., 2015). Ademas es posible observar, la
presencia de terpenos como el isopinocampheol (0.09%) que ha sido evaluado en el control de
hongos postcosecha en diferentes cultivares de manzanas (Lopez-Reyes, et al, 2010) (). En el caso de
Mazaellasp. Los componentes minoritarios se distribuyen ente diferentes ésteres de acidos grasos de
cada larga saturados e insaturados; metil éster cis-9-del acido hexadecanoico (3.07%),12 metil éster
del acido tetradecanoico(0.29%), metiltetradecanoate(2.36%), metil éster del acido 9-ocatdecenoico
(2.51%). Este tipo de compuestos indudablemente influye en el desarrollo de microorganismos
alterando de cierta forma la membrana celular (G. Bergasson et al., 2011). Los ésteres de acidos
grasos presentes tanto en Ulva sp. Como en Mazaella sp tienen una amplia distribucién en el medio
terrestre como marino. En relacién a estos se ha demostrado que los acidos grasos con una longitud
de cadena superior a 10 atomos de carbono inducen la lisis de protoplastos bacterianos (Soad et al.,
2016) .

Muchas especies de macroalgas poseen componentes principales éster metilicos de 4acido
tetradecnoico, hexadecanoico y octadecanoico, con efecto antagonista frente a bacterias ( Al-Saif et
al., 2013; silva et al., 2013) (.En el caso de Phytolpresente en Ulvasp (12.01%) ha mostrado actividad
antimicrobiana contra Mycobacterium tuberculosis y Staphylococcus aureus (Rajab et al 1998; Saikia
et al., 2010; Inoue et al. 2005).

También en Ulva el escualeno (0.64%) es un triterpeno intermediario en la biosintesis del colesterol,
su uso se ha orientado hacia uso cosmetico y de cuidados médicos. Esto en razén de que dentro de
un amplio espectro de funciones biologicas, esta incluida la prevencién del deteriorio célular (Zhao et
al., 2004; Xu et al, 2005) Probablemente, las clases de compuestos presentes con diferentes
caracteristicas estructurales, lipo e hidrosolubles vy efectos biologicos diversos actian con efecto
sinérgico dentro de la formulacion propuesta.

Se puede concluir que las algas marinas estudiadas (Ulva sp y Mazaellasp )son una rica fuente de
metabolitos biolégicamente activos. Tanto los metabolitos secundarios o primarios (ej. polisacaridos
como el agar, acido alginico, laminarina, fucoidina, galactanos, carragenanos, xilanos y mananos )
producidos por estas macroalgas pueden ser compuestos de potencial interés en la industria
farmacéutica y también de uso medicinal como queda demostrado por los numerosos articulos en los
que se hace referencia a estos constituyentes. La presente investigacién presenta datos concordantes
a los reportados sobre los componentes fitoquimicos y el potencial antibacteriano de los extractos de
algas marinas para la obtencion de formulaciones comerciales con poder antibidtico. Ademas,
algunos de los compuestos bioactivos que se encuentran en las algas en estudio, poseen un efecto
antioxidante que encuentra un campo de aplicacion importante en la industria de los alimentos y
productos farmacéuticos, dada su inocuidad (o baja toxicidad).

Actividad 3.5. Analisis de duracién minima del producto:

Se realizé la evaluacion de la actividad del extracto de Ulva sp. + Mazzaella sp, en el tiempo,
evaluando incidencia de pudricion por Botrytis cinerea en arandano a 4°C (figura 11) se obtuvo que la
Incidencia de la enfermedad causada por Botrytis cinerea se mantuvo en un rango de 20 a 31 %, no
encontrandose diferencias significativas durante el tiempo evaluado, de esta forma el extracto de Ulva
sp. + Mazzaella sp mantuvo su actividad controladora de la pudricion en fruta durante el periodo de
evaluacion (6 meses).

En paralelo se sembrd extracto en medio de cultivo, para evaluar biodegradabilidad del extracto
cuantificando el crecimiento de microorganismos en el extracto y no hubo crecimiento, manteniéndose
el extracto sin crecimiento microbiano, por lo tanto no fue biodegradado durante el periodo de
evaluacion (6 meses).
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Figura 11. Incidencia de la enfermedad causada por Boltrytis cinerea en arandano tratadas con la mezcla de
extracto de Ulva sp. (0,6 mg/ml) y Mazzaella sp. (2,6 mg/ml) a 4°C.

4.3 Analisis de las caracteristicas organolépticas de los frutos.

El Analisis de las caracteristicas organolépticas de arandano, cereza y uva expuesta al desinfectante
desarrollado, muestra que cuando se evalud la pérdida de peso (Figura 13) las 3 frutas expuestas a la
nebulizacion con desinfectante en base a extractos de algas perdieron menos peso que el control
agua, lo que se manifiesta con mayor énfasis en arandano y cereza que incluso ganan peso, aunque
las diferencias no son significativas, indicando que no se altera la pérdida de peso de los frutos

Cuando se analiza la acidez titulable de las frutas expuestas a la nebulizacién con desinfectante en

base a extractos de algas (Figura 14) no se observan diferencias significativas con el control agua,
indicando que no se altera la acidez de los frutos
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Figura 13. Pérdida de peso en uva en A, cereza en B y arandano C expuestas al Desinfectante ambiental con Ia
mezcla de 0,6 mg/ml extracto de Ulva sp. + 2,6 mg/ml de extracto de Mazzaella sp.,. 23 + 24 corresponde a
tratamiento con desinfectante ambiental, CB a tratamiento con desinfectante comercial en base a Cloruro de
benzalconio y control con agua
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Figura 14. Acidez Titulable de uva en A, cereza en B y arandano C expuestas al Desinfectante ambiental con la
mezcla de 0,6 mg/ml extracto de Ulva sp. + 2,6 mg/ml de extracto de Mazzaella sp.,. 23 + 24 corresponde a
tratamiento con desinfectante ambiental, CB a tratamiento con desinfectante comercial en base a Cloruro de
benzalconio y control con agua

Al analizar los acidos solubles de las frutas expuestas a la nebulizacion con desinfectante en
base a extractos de algas (Figura 15) no se observan diferencias significativas con el control
agua, indicando que no se altera los acidos solubles de los frutos
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Figura 15. Solidos solubles de uva en A, cereza en B y arandano C expuestas al Desinfectante ambiental con la
mezcla de 0,6 mg/ml extracto de Ulva sp. + 2,6 mg/ml de extracto de Mazzaella sp.,. 23 + 24 corresponde a
tratamiento con desinfectante ambiental, CB a tratamiento con desinfectante comercial en base a Cloruro de
benzalconio y control con agua

Cuando se analiza las antocianinas de las frutas expuestas a la nebulizacién con
desinfectante en base a extractos de algas (Figura 16) se observan aumenta la deteccion de
antocianinas, pero las diferencias no son significativas con el control agua, indicando que no
se altera las antocianinas de los frutos.
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B. Arandanos
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o
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Figura 16. Antocianinas de cereza en Ay arandano en B, expuestas al Desinfectante ambiental con la mezcla de
0,6 mg/ml extracto de Ulva sp. + 2,6 mg/ml de extracto de Mazzaella sp.,. 23 + 24 corresponde a tratamiento con
desinfectante ambiental, CB a tratamiento con desinfectante comercial en base a Cloruro de benzalconio y control
con agua

Cuando se analiza el sabor de la fruta a través de una valoracion sensorial otorgandole un
puntaje a la percepcion del sabor (de menos a mas agradable) de las frutas expuestas a la
nebulizacién con desinfectante en base a extractos de algas con respecto al control con agua
(Figura 17) se observa que en arandano y uva la valoracion sensorial de la fruta expuesta al
desinfectante natural es mejor que el control agua, al contrario que en cereza, pero las
diferencias no son significativas con el control agua, indicando que no se altera el sabor de
los frutos.
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Figura 17. Valoracion de sabor de uva en A, cereza en B y arandano C expuestas al Desinfectante ambiental con
la mezcla de 0,6 mg/ml extracto de Ulva sp. + 2,6 mg/ml de extracto de Mazzaella sp., Desinfectante:
corresponde a tratamiento con desinfectante ambiental, y Control: control con agua

La valoracion es una escala de 1 a 7, que va de mas desagradable a mas agradable.
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Actividad 5.1.- Difusion resultados y Organizacion Taller.

Se realizé difusién de los resultados a investigadores del area presentando 2 trabajos en un congreso
nacional el afio 2016 y 2 trabajos en un congreso internacional el afio 2017 (se adjuntan los
resumenes en anexo 2).

El aflo 2016 se presentaron los siguientes trabajos en el XXXVIII Congreso chileno de microbiologia,
realizado en Valdivia- Chile , entre el 22 y 25 de noviembre de 2016:

1) Sossa K'., Obreque M', Sauer A'., Ruiz-Tagle N2., Sanfuentes E'., Urrutia H3., Perez C*., Becerra
J4., Astuya AS. Evaluacién de la actividad antimicrobiana e inocuidad de extractos de macroalgas
marinas del intermareal .

2) Obreque M., Ruiz-Tagle N., Bustos E., Pérez C., Becerra J., Urrutia H., Sossa K. Actividad
antifouling de biopinturas basadas en extractos de algas marinas y sus bacterias epibiontes.

Assitieron al congreso las investigadoras Katherine Sossa y Nathaly Ruiz-Tagle, quien presenté uno
de los poster. Ademas Asistieron la tesista de magister en Ciencias Forestales Marjorie Obreque,
quien también fue personal de apoyo técnico del proyecto y el tesista de Pregrado de la carrera de
Ingenieria en Biotecnologia Vegetal el Sr. Alan Sauer.

El afio 2017 se presentaron los siguientes trabajos en el XIX Congreso latinoamericano de
fitopatologia, realizado en Termas de Chillan- Chile , entre el 2 y 5 de Octubre de 2017

1) “Actividad antimicrobiana e inocuidad de extractos de macroalgas marinas sobre Botrytis cinerea y
Pseudomonas syringae”, de los autores Obreque M., Sauer A., Ruiz-Tagle N., Urrutia H., Pérez C.,
Becerra J., Astuya A., Sanfuentes E. y Sossa K. Trabajo por el cual se ingresara una patente este
2017. Modalidad Oral

2) “Control de la pudricion de frutos de arandanos y uvas causada por Botrytis cinerea, Penicillium
sp., y Aspergillus sp., con extractos de macroalgas litorales”, de los autores Obreque M., Sauer A,
Ruiz-Tagle N., Urrutia H., Pérez C., Becerra J., Astuya A., Sanfuentes E. y Sossa K. Modalidad Poster

Assitieron al congreso las investigadoras Katherine Sossa y Nathaly Ruiz-Tagle, quien presentd uno
del los poster. Ademas Asistié la tesista de magister en Ciencias Forestales y personal d eapoyo
técnico del proyecto, la srta. Marjorie Obreque, quién presenté en modalidad oral.

Ademas se realizo el taller final titulado: Ecotecnologias naturales para el control de fitopatéogenos de
postcosecha: aplicaciones en frutos y en ambientes de packing, el dia 15 de Diciembre de 2017, en la
ciudad de Chillan (se adjunta programa y material de difusidon en anexo 2), se habia programado
repetir este Taller en la ciudad de Los Angeles, el dia 18 de Diciembre de 2017, pero estaban inscritos
3 estudiantes de pregrado, por lo que se decidid suspender este Taller en Los Angeles, considerando
los costos y movilizacién de todos expositores del taller.

Al Taller realizado en Chillan Asistieron 20 personas entre ellos

- 3 empresarios del area productores de fruta y packing, (Frutemu, CoolChile y Monejo Integrado de
Plagas Ltda.

- 6 investigadores: 4 profesionales de INIA Quilamapu y 2 de la Universidad de Concepcion.
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- 6 estudiantes de pregrado de carreras como: Agronomia, Ingenieria en Biotecnologia vegetal,
Tecnico en Biotecnologia y Ingenieria en alimentos
- 5 estudiantes de Postgrado en Ciencias Agronémicas y Ciencias Forestales

Se adjunta Lista de participantes.

Actividad 5.2.- Proteccién de propiedad intelectual

Se realizé el ingreso de solicitud n° 03472-2017 de patente del producto “Una formulacion de
Desinfectante ambiental de origen natural para el control de fitopatégenos postcosecha y su uso en la
industria agroalimentaria” en el Instituto Nacional de Propiedad Industrial de Chile — INAPI, realizado a
través de la Unidad de Propiedad Intelectual (UPI) de la Universidad de Concepcion el dia 29 de
Diciembre de 2017 ( se adjunta copia de la patente ingresada en el anexo 3).

Los principales impactos de los resultados son el desarrollo del producto final de este proyecto
correspondiente a un Desinfectante ambiental natural formulado en base a extractos algales
(extracto de Mazzaella laminaroides y Ulva sp) que reduce la carga microbiana de ambientes,
la pudricion postcosecha de frutos de arandanos, cerezas y uvas, y es inocuo, por lo que se
puede aplicar en presencia de fruta, siento una alternativa atractiva de los desinfectantes
quimicos, con una potencial aplicacién en la agricultura organica.

La formulacion propuesta, su método de obtencidén y el uso, fueron protegidos mediante una
solicitud de patente n° 03472-2017 y agrupados en un paquete tecnolégico que se transferira a
través de una “opcion de licencia “ a la Empresa asociada ECOMBIO interesada en la
produccion y comercializacion del desinfectante natural.

Otro impacto es el desarrollo del Taller de difusion final , denominado : “ Ecotecnologias

naturales para el control de fitopatdégenos de postcosecha: aplicaciones en frutos y en
ambientes de packing” en la ciudad de Chillan el dia 15 de diciembre de 2017, en el cual
participaron 20 personas, incluyendo profesionales del rubro silvoagricola, empresarios,
estudiantes e investigadores, el cual abrié una amplia discusion hacia la necesidad de este tipo
de productos del mercado, la amplia cantidad de herramientas biotecnolégicas e innovacion
que requiere el desarrollo de estos productos.

En este contexto el proyecto generé un aporte al desarrollo del conocimiento cientifico y a la

formacion de capacidades humanas en materia de herramientas biotecnologicas para el
desarrollo de un desinfectante ambiental efectivo para el control de fitopatogenos postcosecha,
no toxico y amigable con el ambiente, apoyando la realizacion de 3 unidades de investigacion y
una memoria de titulo de Ingenieria en Biotecnologia ambiental y una tesis de Postgrado del
Magister en ciencias forestales.

Los resultados de este proyecto validan la busqueda de compuestos bioactivos desde

organismos vivos como plantas, algas y microroganismos, que corresponden a un recurso
renovable, para su aplicacion como desinfectante, plaguicida, antibiético, anticancerigeno, etc.
y que su produccion y comercializacion sea factible y tengan un precio competitivo.
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5.6 En la medida que los resultados obtenidos permitan la elaboracién de una ficha
técnica (ejemplo ficha de cultivo), ésta debe ser adjuntada al informe.

Se adjunta Ficha Tecnica preliminar segun resultados obtenidos en anexo 5

6. Fichas técnicas y analisis economico del cultivo, rubro, especie animal o tecnologia
que se desarroll6 en el proyecto, junto con un analisis de las perspectivas del rubro
después de finalizado el proyecto.

Actualizacion de Fichas Técnicas elaboradas

Se adjunta ficha técnica en anexo 5 y a la evaluaciéon econémica del producto se ha incluido
en anexo 4

7. Problemas enfrentados durante la ejecucion proyecto (legal, técnico, administrativo, de
gestion) y las medidas tomadas para enfrentar cada uno de ellos.

Los principales problemas se tuvieron por la estacionalidad de la fruta, la que solo estaba disponible
de finales de octubre a marzo, lo que limito la realizacién de los analisis, teniendo que recurrir a usar
fruta importada, y generando retrasos en la obtencién de los hitos y usos d eotras frutas disponibies
como uva.

Metodolégicamente se debid estandarizar varios de los métodos utilizados, lo que generé retrasos.

La limitacion de tiempo entre que se pudo obtener las ultimas pruebas en terreno y la generacion de la
solicitud de patente y opcion de licencia, no permitié que se pudiera cumplir con la la obtencién de la
opcion de licencia

8. Difusion de los resultados obtenidos adjuntando las publicaciones realizadas en el marco
del proyecto o sobre la base de los resultados obtenidos, el material de difusién preparado
ylo distribuido, las charlas, presentaciones y otras actividades similares ejecutadas durante
la ejecucion del proyecto.

Todos los resultados de difusion fueron incluidos en resultados en la Actividad 5.1.- Difusion
resultados y Organizacion Taller. y en el anexo 2



9. Productores participantes

Antecedentes globales de participacion de productores

REGION TIPO PRODUCTOR GENERO GENERO ETNIA TOTALES
FEMENINO MASCULINO (INDICAR Sl
CORRESPONDE)

PRODUCTORES 2 2
PEQUENOS
PRODUCTORES 1 1
MEDIANOS-GRANDES
PRODUCTORES
PEQUENOS

PRODUCTORES
MEDIANOS-GRANDES

Antecedentes especificos de participacion de productores

NOMBRE UBICACION PREDIO Superficie | Fecha
Region | Comuna Direccion Postal Has ingreso  al
proyecto
José Miguel Vidal VIII Junio 2015
Sergio Belmar VIl Packing | Noviembre
2017
Juan Alarcon VIl 20 Has Noviembre
2017 |
]

Frutemu y CoolChile facilitaron sus bodegas y Packing para realizar pruebas con desinfectante
ambiental

(@)
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10. Conclusiones

Las principales conclusiones se describen a continuacion:

1.- El Desinfectante ambiental natural formulado en base a Extractos algales provenientes de las
costas de la region del Bio Bio controlan la pudricion postcosecha de frutos de arandanos, cerezas y
uvas producida por los fitopatdogenos Botrytis cinerea, Aspergillus spp., y Penicillium spp.

2.- El Desinfectante ambiental natural formulado en base a Extractos algales es inocuo, por lo que se
puede aplicar en instalaciones de packing en presencia de fruta, sin entorpecer la actividad normal del
proceso.

3.- El Desinfectante ambiental natural formulado en base a Extractos reduce significativamente la
carga microbiana de ambientes de salas, camaras y bodegas de packing.

4- La aplicacién de Desinfectante ambiental natural no afectan las caracteristicas deseables a nivel
comercial de los frutos de arandanos, cerezas y uvas

5.- La produccién comercial del Desinfectante ambiental natural validado es factible y aconsejable,
siendo una buena alternativa para desinfectar ambientes, no toxico y con un precio competitivo.

11. Recomendaciones

2 anos para desarrollar un producto natural y llegar a licenciarlo es muy poco tiempo, se recomienda
ampliar la extensién de los proyectos, o plantear los proyectos en etapas de tal forma que en la
primera etapa se llegue a nivel de generar el prototipo y en la segunda etapa desarrollar el producto,
realizar la evaluacion comercial, inscripcidn de marca y el licenciamiento o spinn off.

La etapa de licenciamiento es larga, ya que requiere una serie de acuerdos y tener todos los
resultados con anterioridad para lograr el interés real de una empresa, por lo que se recomienda no
incluirlos en este tipo de proyectos cortos.

12. Otros aspectos de interés

No hay otros aspectos de interés no abordados a lo largo del informe
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Anexo 1



Analisis quimico de extractos de algas

Tabla N°1: Perfil quimico de Ulva .sp, segin Cromatografia gaseosa acoplada a detector de masas
(CG-EM)

TR Compuesto % Abundancia relativa
8,120 Deoxyspergualin 0,06
8,54 2-Methyltetracosane 0,10
8,79 Nonyl tetradecyl ether 0,04
8,98 Octacosane 0,09
9,10 3,4-Difluorobenzoic acid 0,22
9,23 2,4-Di-tert-butylphenol 0,06
9,34 Tetrapentacontane, 1,54-dibromo- 0,05
9,47 1-Undecene, 8-methyl- 0,07
9,69 Tridecane, 2-methyl- 0,17
9,79 Octane, 2-methyl- 0,15
10,01 .(-)-Isopinocampheol 0,09
10,14 1-(Piperidin-1-yl)octadecan-1-one 0,42
10,61 Dodecanoic acid, 1-methylethyl ester 0,13
10,80 trans-Carveol 0,44
11,19 8-Heptadecene 0,22
11,72 Methyl tetradecanoate 0,23
12,02 Octacosane 0,16
12,31 Loliolide (CAS: 073410-02-3) 1,47
12,79 Pentadecanoic acid, methyl ester 0,15
12,94 Neophytadiene 0,54
13,00 2-Pentadecanone, 6,10,14-trimethyl 3,99
13,19 3,7,11,15-Tetramethyl-2-hexadecenol 0,17
13,40 Methyl 4,7,10,13-hexadecatetraenoate 7,18
13,56 7,10,13-Hexadecatrienoic acid, metil ester 1,34
13,71 8-Nonen-2-one 0,86
13,77 7-Hexadecenoic acid, methyl ester (z) 9,02
13,81 Hexadecanoic acid, methyl ester 31,10
14,52 Carbonic acid, eicosyl vinyl ester 0,36
15,28 9,12,15-Octadecatrienoic acid, metil ester, (z,z,2)- 0,22
15,42 9,15-Octadecadienoic acid, methil ester (z,z)- 2,48
15,48 9,12,15-Octadecatrienoic acid, metil ester (z,z,z) 10,82
15,53 10-Octadecenoic acid, methyl ester 8,37
15,59 Phytol 12,01
16,53 2-Penten-4-one, 2-[(dimethyloctyls ilyl)oxy]- 7,69
21,25 Squalene 0,64
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Figura N°1. Perfil cromatograma del extracto Ulva sp

Observaciones:

Se puede observar en la tabla n°1 que segln el perfil quimico obtenido a partir del anélisis
cromatografico, los principales compuestos del extracto liofilizado de Ulva. Sp, corresponderian a
acidos grasos, destacando el acido hexadecanoico (acido graso saturado de cadena larga,
sinonimo: Acido Palmitico), cuyo tiempo de retencién a los 13,81 min, estd representado en la
figuran®l. También se puede observar la presencia de Fitol, diterpeno aciclico (precursor de
Vitamina E y K1), cuyo tiempo de retencién corresponde a los 15,59 min.

Tabla N°2: Perfil quimico de Mazaella.sp, segtin Cromatografia gaseosa acoplada a detector de
masas (CG-EM)

T.R Compuesto %
10,53 1-Di(t-butyl)silyloxypropane 2,71
11,09 3,4-Dihydroxyphenylglycol 1,02
11,77 Methyl tetradecanoate 2,36
13,62 cis-9-Hexadecenoic acid methyl ester 3,07
13,81 Hexadecanoic acid, methyl ester 34,52
14,79 Tetradecanoic acid, 12-methyl ester 0,29
15,28 cis-4,10,13,16-Docosatetraenoic Ac 1,05
15,42 9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z) methyl ester 6,09
15,54 11-Octadecenoic acid, methyl ester 9,51
16,88 Arachidonic acid 3,69
16,95 cis-5,8,11,14,17-Eicosapentaenoic 31,76
17,11 9-Octadecenoic acid, (E)- methyl ester 2,51
19,22 Bis(2-ethylhexyl) phthalate 1,41

Observaciones:

Se puede observar en la tabla n°2 que segun el perfil quimico obtenido a partir del andlisis
cromatografico, los principales compuestos del extracto liofilizado de Mazaella. Sp,
corresponderian a dcidos grasos, destacando el acido graso saturado de cadena larga
hexadecanoico (34,52%) y cis-5, 8, 11, 14, 17-Eicosapentaenoico (EPA) (31,76%), este ultimo

corresponde al grupo de los omega 3 poliinsaturados.
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Figura N°2. Perfil cromatograma del extracto Mazaella sp
Anexos

[ Fraccionamiento molecular de los principales compuestos presentes en la muestra de

Ulva. Sp
(13,81 min)
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(15,54 min)
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Il Fraccionamiento molecular de los principales compuestos presentes en la muestra de

Mazaella. Sp
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(13,40 min)

100 79 91
67
50+
105
119
{1 9 131
74 145

A “ U gl e e
o |l|||l..ull ['llm ll.l.lll llmlll I,. |“l| l“ 206 245 299

R L e

50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
(mainlib) 4,7,10,13,16,19-Docosahexaenoic acid, methyl ester, (all-9-

(13,77 min)
100+ o
69
74 o
50+ 83
96
87
—O0
b 110
236
123 152 a8
‘ 138
165 268
179 07 218 ‘
e oy l! ||||l=l| l [‘|l'|! |.L I:”Ih!ll '|I|!v!|“i [!I[”LLI ||”III=I'| h,lll!llll . :l“‘x iy ‘“’l o 'll s !I el il |2|50| ey }L I
50 70 90 110 130 150 170 190 210 230 250 270 290

(mainlib) 9-Hexad ecenoic acid, methyl ester, (3-


Marcela Gonzalez E
Rectángulo


(13,81 min)
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(15,53 min)
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(16,53 min)
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Microbiota epibionte de macroalgas marinas del intermareal que controlan el
crecimiento de bacterias del biofouling

Epibiont microbiota of intertidal seaweeds that control the growth of bacterial biofouling

Ruiz-Tagle, N'., Aguilar, Luis'., Obreque, Marjorie'., Nocker, Andreas?., Urrutia,
Homero3., Sossa, Katherine?.,

'Centro de Biotecnologia, Universidad De Concepcion.2School of Energy, Environment
and Agrifood, Cranfield University.3Microbiologia, Ciencias Biolégicas, Centro de
Biotecnologia, Universidad De Concepcion.4Silvicultura, Ciencias Forestales, Centro de
Biotecnologia, Universidad De Concepcion.

Biofouling son incrustaciones indeseables en superficies inertes inmersas en agua, como
superficies de barcos, piscinas, redes acuicolas. Las algas marinas carecen de
biofouling, aunque poseen una microbiota flngica y bacteriana asociada, que poseen
cualidades beneficiosas para el hombre como antivirales y antibiéticas entre otras.
Considerando que estas propiedades pueden ser un referente para la elaboracion de
biopinturas y/o biocidas aplicados en la industria acuicola o agroalimentaria, es que en
este estudio se evalud la actividad de bacterias epibiontes marinas sobre bacterias del
biofouling. Se colectaron las algas Ulva sp., Pyropia sp, y Lessonia sp. del intermareal
rocoso de la Bahia de Concepcion, las cuales fueron lavadas con agua de mar artificial
(AMa). Desde cada fronda y mediante sacabocados se cortaron discos de 1 cm de
diametro. Los discos fueron agitados suavemente en AMa para remover las bacterias
débilmente adheridas y luego sometidas a ultrasonido subletal para remover las bacterias
fuertemente adheridas. El in6culo fue usado para aislar bacterias epibiontes con
actividad antimicrobiana y los discos fueron esterilizados para la reinoculaciéon de sus
bacterias epibiontes y/o bacterias del biofouling. Los ensayos fueron evaluados mediante
espectrofotometria, PMA-DGGE y g-PCR. 10 discos se utilizaron para cada ensayo en
tres replicas. La esterilizacion se llevé a cabo usando mix de antibiéticos (estreptomicina,
ampicilina, gentamicina, cicloheximida), biocida e NaClO(10%). No se observo
crecimiento microbiano posterior a la esterilizacién de las algas. Se aisl6 bacterias
epibiontes con actividad antimicrobiana relacionadas a los géneros Shewanefla sp.,
Psychrobacter sp, Vibrio sp. las cuales tuvieron efecto significativo en la inhibicién y
disminucion del ndmero de bacterias del biofouling Pseudoalteromonas sp. en la
superfcie de las algas. Mediante este estudio se plantea que algas y sus bacterias actian
de manera conjunta como mecanismo de proteccion contra el biofouling.

INNOVA CORFO 11IDL2-10665, FIA 0127-2015
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Evaluacion de la actividad antimicrobiana e inocuidad de extractos de macroalgas
marinas del intermareal

Evaluation of antimicrobial activity and safety of extracts intertidal seaweeds

Sossa, K'., Obreque, Obreque’., Sauer, Alan'., Ruiz-Tagle, Nathaly2., Sanfuentes,
Eugenio®., Urrutia, Homero3., Perez, Claudia?., Becerra, José?., Astuya, Allisson?3.,

1 Ciencias Forestales, Universidad De Concepcién.2Centro de Biotecnologia, Universidad
De Concepcién.3Ciencias Biologicas, Universidad De Concepcion.4Botanica, Ciencias
Naturales y oceanograficas, Universidad De Concepcién.5Oceanografia, Ciencias
Naturales y Oceanograficas, Universidad De Concepcion.

La exportaciéon agropecuaria es el segundo ingreso con mayor importancia en Chile
destacandose las frutas frescas, siendo importantes en la VliI la produccion de arandano
y cerezas, las cuales pueden ser afectadas por diversos patégenos, generando
importantes pérdidas econémicas. Uno de los principales patégenos es Botrytis cinerea
entre los hongos y Pseudomonas syringae entre las bacterias.

Para el control de dichas enfermedades se dispone en Chile de diversos fungicidas
quimicos los que pueden ser téxicos, corrosivos, cancerigenos o problematicos para el
medio ambiente, ademas se ha corroborado que seleccionan resistencia y poseen una
imagen negativa, por lo que los consumidores se prefieren “productos naturales”. Se
conocen importantes beneficios de las macroalgas marinas en la industria cosmética,
alimentaria y antibiética, por ello, el objetivo de este estudio fue seleccionar macroalgas
con actividad antimicrobiana e inocua.

14 extractos totales de macroalgas colectadas en el intermareal de la VIl regién se
utilizaron para realizar ensayos de inhibicién de crecimiento de Pseudomonas syringae
(halo de inhibicion),ademas para ensayos de inhibicion del crecimiento micelial (ICM) y
germinacion de conidias (IGC), del fitopatégeno Botrytis cinerea aislado de arandanos y
cerezas enfermos, determinandose los parametros EC50 y EC90.

Tres extractos inhibieron la germinacién de conidias en B. cinerea, MRQ-16 (EC50=2.59
mg/ml); MRQ-17 (EC50=4,19 mg/ml); MRQ-23 (EC50=1,9 mg/ml), dos extractos
inhibieron el crecimiento micelial: MRQ-16 (EC50=7,06 mg/ml); MRQ-23 (EC50=5,74
mg/ml), uno inhibié a Ps. syringae (MRQ-17=16mm). Ensayos de citotoxicidad sobre
Neuro-2a presentaron IC50% > 360 mg/L.

Se demuestra que es posible el uso de macroalgas en el control patégenos agricolas,
como B. cinerea y Ps. syringae, con el potencial generar antifiungicos y antibacterianos
para la agricultura que sean naturales e inocuos.

Financiado por FIA PYT-2015-0127
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XXV Congreso de la Sociedad Fitopatologica de Chile
XIX Congreso Latino Americano de Fitopatologia

LVII APS Caribbean Division Meeting

Estimado autor,

Junto con saludarle, tenemos el agrado de informarle que el Comité Cientifico del XXV
Congreso de la Sociedad Fitopatolégica de Chile - XIX Congreso Latino Americano de
Fitopatologia - LVII APS Caribbean Division Meeting, ha decidido aceptar el trabajo
“Control de la pudricion de frutos de arandanos y uvas causada por Bolrytis cinerea,
Penicillium sp., y Aspergillus sp., con extractos de macroalgas litorales”, de los
autores Obreque M., Sauer A., Ruiz-Tagle N., Urrutia H., Pérez C., Becerra J., Astuya

A., Sanfuentes E. y Sossa K.

Dada la extension del plazo para la presentacion de resumenes, proximamente se le

indicara si vuestro trabajo fue considerado para presentacion en modalidad oral o poster.

Agradecemos su participacion.

Saluda cordialmente,

Comité Cientifico

Chilléan, 19 de agosto de 2017

www. congresofitopatologia.com
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XXV Congreso de la Sociedad Fitopatologica de Chile
XIX Congreso Latino Americano de Fitopatologia
LVII APS Caribbean Division Meeting

P )

Estimado autor,

Junto con saludarle, tenemos el agrado de informarle que el Comité Cientifico del XXV
Congreso de la Sociedad Fitopatolégica de Chile - XIX Congreso Latino Americano de
Fitopatologia - LVII APS Caribbean Division Meeting, ha decidido aceptar el trabajo
“Actividad antimicrobiana e inocuidad de extractos de macroalgas marinas sobre
Botrytis cinereay Pseudomonas syringae”, de los autores Obreque M., Sauer A., Ruiz-

Tagie N., Urrutia H., Pérez C., Becerra J., Astuya A., Sanfuentes E. y Sossa K.

Dada la extension del plazo para la presentacion de resumenes, proximamente se le

indicara si vuestro trabajo fue considerado para presentacién en modalidad oral o poster.

Agradecemos su participacion.

Saluda cordialmente,

Comité Cientifico

Chillan, 19 de julio de 2017

www. congresofitopatologia.com
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Fundacidn para la
Innovacion Agraria
AURSENRRLE S SN

TALLER: Ecotecnologias naturales para el control de
fitopatogenos de postcosecha: aplicaciones en frutos y en
ambientes de packing

15 de Diciembre, Chillan
18 de Diciembre, Los Angeles
Chile

Descripcion:

Taller destinado a conocer problemas sanitarios de postcosecha de Arandanos y
Cerezos y presentar una nueva alternativa para el control de fitopatégenos
postcosecha en frutos y en ambientes de packing, basado en productos naturales
inocuos y biodegradables. Este desarrollo se ejecuté en el marco del proyecto
titulado “Desarrollo de un desinfectante ambiental basado en compuestos de
origen natural para el control de fitopatdgenos postcosecha de la industria
agroalimentaria”, cédigo PYT-2015-0127, cofinanciado por la Fundacién para la
Innovacién Agraria (FIA) y ejecutado en la Universidad de Concepcion.

Destinado a Agricultores, empresarios, administradores de packing,
investigadores, académicos, estudiantes de postgrados, tesistas, profesionales y
técnicos del area agricola.

A realizarse en Chillan y Los Angeles:

Fecha: Viernes 15 de Diciembre

Horario: 10:00 a 12:30

Lugar: Auditorio Suarez Fanjul, Casa Central, Campus Chillan, Universidad
de Concepcion.

Chillan, Chile

Fecha: Lunes 18 de Diciembre

Horario: 10:00 a 12:30

Lugar: Auditorio Manuel Rioseco, edificio Aulas Manuel Rioseco, Campus
Los Angeles, Universidad de Concepcion.

Los Angeles, Chile

Contactara: Katherine Sossa Fernandez


Marcela Gonzalez E
Rectángulo

Marcela Gonzalez E
Rectángulo


Fundacion para la
Innovacion Agraria
S e

Hora
10:00 - 10:05

10:05-10:35

10:35 -11:20

11:20 -11:30

11:30 -11:40

11:40 -12:30

Programa

Tema
Apertura

Problemas Sanitarios postcosecha de
Arandanos y cerezas

Desarrollo de un desinfectante
ambiental basado en compuestos de
origen natural para el control de
fitopatbgenos postcosecha de la
industria agroalimentaria

Importancia de nuevas alternativas de
desinfectantes ambientales
ecoamigables

Cierre

Coctel

Patrocinan y Auspician:

Fundacion para la
Innovacion Agraria

Vdeli\BIO L)

Centro de Biotecnologia
Universidad de Concepcion
egion del Bio-Bio

Expositor

Dr. Eugenio Sanfuentes,
Director (s) Centro de
Biotecnologia

Universidad de Concepcion
Dr. Ernesto Moya,
Fitopatdlogo.

Universidad de Concepcion
Dra. Katherine Sossa,
Coordinadora Proyecto
FIAPYT 2015-0127
Universidad de Concepcion

Sr. José Miguel Vidal,
Gerente General
ECOMBIO S.A.

Dr.Homero Urrutia,
Microbidlogo.
Universidad de Concepcién

Casino Campus

. A . Facultad de
Ciencias Forestales

Taller Gratuito, abierto a todos los interesados
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TALLER: Ecotecnologias naturales para el

control de fitopatdgenos de postcosecha:

aplicaciones en frutos y en ambientes de
packing

Viernes 15 de Diciembre
10:00a 12:30
AuditorioSuarez Fanjul,
Casa Central,
Campus Chillan,
Universidad de Concepcion.

Chillan, Chile

Taller Gratuito, abierto a todos los interesados

Contactar a:
Katherine Sossa Fernandez

Proyecto apoyado por:

B ez
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VICERRECTORIA DE INVESTIGACION Y DESARROLLO
Unidad de Propiedad Intelectual

Concepcion, Enero 17 de 2018.
U.P.1 038/2018.

SRA.

KATHERINE SOSSA FERNANDEZ
DOCENTE

FACULTAD DE CIENCIAS FORESTALES
PRESENTE

Estimada sefiora Katherine,

Nos es muy grato adjuntar copia de la Solicitud de Patente de
Invencién, denominada “Una formulacién desinfectante ambiental de origen natural para el
control de fitopatégenos de postcosecha y su uso en la industria agroalimentaria”; la que fue
presentada el 29 de diciembre de 2017, ante el Instituto Nacional de Propiedad Industrial del

Ministerio de Economia, en el cual se le ha asignado el N2 03472-2017.

Cordiales saludos,

XIMENA SEPULVEDA BARRERB
Abobgada
Jefa Unidad de Propiedad Intelettual

Adj.: Loindicado.

c.c.. Archivo.

Por el desarrollo libre del espiritu

N 4
@ IUdeC VICERRECTORIA DE INVESTIGACION Y DESARROLLO g
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INAP]

Ministerio de
Economia, Fomento y
Turismo

FPI - 41

(19)
Gobierno de Chile HOJA TECNICA (RESUMEN)

(12) TIPO DE SOLICITUD

T -
@ i

1y 2 J
R N e

Urrutia, H; Pérez, C; 5

Una formulacién desinfectante ambiental de origen natural para el control de fitopatdgenos de postcosechay su uso en la
industria agroalimentaria.

La presente tecnologia corresponde a una formulacién desinfectante ambiental de origen natural para el control de
fitopatdgenos de postcosecha que comprende extracto de Ulva sp.; extracto de Mazzaella sp.; solucion Metanol/ Acetona (1/1);y
agua. El uso de esta formulacion esté orientado al proceso de limpieza y desinfeccion en bodegas almacenadoras y
empaquetadoras de alimentos. Por su inocuidad esta formulacion se puede utilizar directamente en frutos, su utilizacion permite
desinfectar tanto el aire, como las superficies y evitando el reasentamiento de los fitopatégenos postcosecha como Botritys

cinerea, Aspergillus spp., Penicillium spp., y Pseudomonas syringae.

Firma Solicitante o Adbdderado
www.inapi.cl

& LLENAR POR COMPUTADOR O MAQUINA DE ESCRIBIR [l
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INAPI
Ministerio de 0
Economia, Fomento y N° Solicitud
Turismo
Fecha de Registro

Gobierno de Chile

FPI - 40

SOLICITUD DE REGISTRO DE PATENTES

EI TIPO DE SOLICITUD

PRIORIDAD DOCUMENTOS ACOMPANADOS
31 |ne X |RESUMEN LISTADO DE SECUENCIAS
X | INVENCION
32 |FecHA I X [MEMORIA DESCRIPTIVA CERTIFICADO DEPOSITO
== —— MATERIAL BIOLOGICO
MODELO DE UTILIDAD 33 (pais X |PLIEGO DE REIVINDICACIONES
— DIVULGACION INOCUA
DISENO INDUSTRIAL X |DIBUJOS
31 |ne X |PODER
TRADUCCION
DIBUJO INDUSTRIAL SOLICITUD INTERNACIONAL PCT
ESQUEMA DE TRAZADO O 32 |recha PR | g
— INFORME DE BUSQUEDA PCT
TOPOGRAFIA DE CIRCUITOS 33 | pais DOCUMENTO(S) DE PRIORIDAD
INTEGRADOS L EXAMEN PRELIMINAR
— INTERNACIONAL PCT
N° SOLICITUD ORIGEN 31 [
32 |FECHA I I
33 |pais

PCT ENTRADA EN FASE NACIONAL

CAPITULO| D

CAPITULO I D

86 | N°SOLICITUD INTERNACIONAL PCT:

87 | N° PUBLICACION INTERNACIONAL PCT:

51 | CLASIFICACION INTERNACIONAL (CIP)

FECHA:

FECHA: |

TITULO O MATERIA DE LA SOLICITUD

54 | Unaformulacién desinfectante ambiental de origen natural para el control de fitopatégenos de postcosecha y su uso en la industria agroalimentaria.

71 SOLICITANTE

Apellido Paterno, Apellido Materno, Nombre o Razén Social

UNIVERSIDAD DE CONCEPCION

RUT:

DIRECCION (Calle, Nimero)

SEXO

TIPO

1: Persona Natural
2: Inst. Investigacién
3: Universidad

4: Otra persona Juridica

cupAp - Concepcion

REGION 8 PAIS

Chile

1
2: Femenino

E-MAIL

TELEFONO

72 I INVENTOR O CREADOR

Apellido Patemo, Apellido Materno, Nombre o Razén Social

SOSSA FERNANDEZ, Katherine

RUT: DIRECCION (Calle, Ndmero)
TIPO cuoAD - Concepcion Roatw“Sigl SIS Ehile
1: Persona Natural
2: Inst. Investigacién 1
3: Universidad E-MAIL TELEFONO
4: Otra persona Juridica
REPRESENTANTE Apellido Patemo, Apelido Matero, Nombre o Razén Seclal S anj|veda Barrera, Ximena
RUT: DIRECCION (Calle, Ndmero) SEXO
1: Masculino
cuoAD  Concepcion REdmou’ » g1 P ahile oy e
E-MAIL TELEFONO

De conformidad con el Art. 44 de la Ley N° 19.039 sobre Propiedad Industrial, declaro/
declaramos que los datos consignados en este formulario son verdaderos

Nombre y FirmaRepresentante

N° DE PODER
(N° de Custodia Inapi)

9191

USO EXCLUSIVO INAP}
RECEPCION

Nombre y Firma Solicitante

www.inapi.cl
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INAPI

Ministerio de
Economia, Fomento y
Turismao

Gobierno de Chile

USO EXCLUSIVO INAPI

;= echa

N° Solicitud

Fecha Publicacion

N° de Registro

Fecha de Registro

ANEXO SOLICITUD DE PATENTES
OTRO/S, SOLICITANTE/S, INVENTOR/ES, Y OTRA/S PRIORIDAD/ES

PRIORIDAD
31 [N 31 | N 31 | N
32 | Fecha I I 32 | FECHA I I 32 | FecHA I
33 | pais 33 | pais 33 | Pais
71 SOLICITANTE Apellido Paterno, Apellido Materno, Nombre o Razén Social
RUT: DIRECCION (Calle, Namero) SEXO
1: Masculi
TIPO CinAD REGION PAIS 2 Foranto
1: Persona Natural
2 Inst. Investigacién [:|
3: Universidad E-MAIL TELEFONO
4: Otra persona Juridica
71 SOLICITANTE Apellido Paterno, Apellido Materno, Nombre o Razén Social
RUT: DIREGCION (Calle, Nimero) SEXO
1: Masculi
TIPO CIUDAD REGION PAIS 2 F:r:\::::
1: Persona Natural
2: Inst. Investigacién D
3: Universidad E-MAIL TELEFONO
4: Otra persona Juridica
71 l SOLICITANTE Apellido Paterno, Apellido Materno, Nombre o Razén Social
RUT: DIRECCION (Calle, Nimero) SEXO
1: Masculin
TIPO CIUDAD REGION PAIS 2 Fostcion
1: Persona Natural :
2:Inst. Investigacién D
3: Universidad E-MAIL TELEFONO
4:Otra persona Juridica

72 INVENTOR O CREADOR

Apeliido Paterno, Apellido Materno, Nombre o Razén Social

SANFUENTES VON STOWASER, Eugenio

RUT: DIRECCION (Calle, Ndmero) SEXO
1: Masculino
TIPO CIUDAD Concepcién REGION 8 PAIS Chile 2: Femenino
1: Persona Natural
2: Inst. Investigacién
3: Universidad EMAIL TELEFONO
4: Otra persona Juridica

[ 72 INVENTOR O CREADOR

Apellido Paterno, Apellido Materno, Nombre o Razén Social

URRUTIA BRIONES, Homero

RUT: DIRECCION (Calle, Nimero) SEXO
1: Masculino
TIPO cuoAD - Concepcion REGI6N g | PAS  Chile I
1: Persona Natural
2: Inst. Investigacién
3: Universidad m E-MAIL TELEFONO
4; Otra persona Juridica
72 I INVENTOR O CREADOR DIRECCION (Calle, Nimero)
RUT: Apellido Patemo, Apslido Materno, Nombra o Razsn Social  PEREZ MANRIQUEZ, Claudia SEXO
13
TIPO CIDAD  Concepcién REsioN g | FAS . chile sl
1: Persona Natural
2: Inst. Investigacién
3: Universidad E-MAIL TELEFONO
4:Otra persona Juridica
72 l INVENTOR O CREADOR Apellido Patemo, Apellido Materno, Nombre o Razén social - BECERRA ALLENDE, José
RUT: DIRECCION (Calle, Ndmero) SEXO
1: Masculino
TIPO CUBAD - Concepcién REGION . g | P45 Chile frme
1: Persona Natural
2: Inst. Investigacién
3: Universidad E-MAIL TELEFONO
4: Otra persona Juridica

Nombre y Firma Repfesentdnte

Nombre y Firma Solicitante

www.inapi.cl
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USO EXCLUSIVO INAPI .

INAPI

Winisterio de Ne Solicitud
Economia, Fomento y
Turismo 3

Fecha Publicacién

N° de Registro Fecha de Registro

Gobierno de Chile

ANEXO SOLICITUD DE PATENTES
OTRO/S, SOLICITANTE/S, INVENTOR/ES, Y OTRA/S PRIORIDAD/ES

PRIORIDAD
31 | Ne 31 | e 31 | ne
32 | Fecha I | 32 | recHA | 32 | recHa I |
33 | pais 33 | Pais 33 | PaIs
I 71 | SOLICITANTE Apeliido Patemo, Apellido Materno, Nombre o Razén Social
RUT: DIRECCION (Calle, Namero) SEXO
1: Masculino
TIPO CIUDAD REGION PAIS 2: Femenino

1: Persona Natural

2:Inst. Investigacién D
3: Universidad E-MAIL TELEFONO

4: Otra persona Juridica

l 71 SOLICITANTE Apeliido Patemo, Apeliido Materno, Nombre o Razén Social
RUT: DIRECCION (Calle, Nimero) SEXO
1: Masculino
TIPO CWDAD REGION PAIS iy

1: Persona Natural

2: Inst Investigacién D
3: Universidad E-MAIL TELEFONO

4: Otra persona Juridica

I 71 I SOLICITANTE Apellido Paterno, Apeilido Materno, Nombre o Razén Social
RUT: DIRECCION (Calle, Ndmero) SEXO
1: Masculino
TIPO CIuDAD REGION PAIS 2: Femenino

1: Persona Natural

2: Inst. Investigacién D
3: Universidad E-MAIL TELEFONO

4: Otra persona Jurldica

72 INVENTOR O CREADOR | apetiido Patemo, Apellido Matemo, Nombre o Razénsocial  ASTUYA VILLALON, Allison

RUT: DIRECCION (Calle, Namero) SEXO
1: Masculino
TIPO CIUDAD Concepdén REGION 8 PAS  Chile 2: Femenino
1: Persona Natural

2: Inst. Investigacién
3: Universidad E-MAIL TELEFONO

4: Otra persona Juridica

72 I INVENTOR O CREADOR Apellido Patemo, Apellido Materno, Nombre o Razén Soclal  RUIZ-TAGLE MOENA, Nathaly

RUT: DIRECCION (Calle, Nimero) SEXO

1: Masculino
TIPO CWDAD  Concepcidn REGION 8 PAIS  Chile 2: Femenino
1: Persona Natural

2: Inst. Investigacién
3: Universidad E-MAIL TELEFONO

4: Otra persona Juridica

INVENTOR O CREADOR DIRECCION (Calle, Ndmero)

RUT: Apellido Patemo, Apellido Materno, Nombre o Razén Social SEX0O
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MEMORIA DESCRIPTIVA

ESTADO DEL ARTE

La exportacion agropecuaria es la segunda en importancia en Chile y siendo la mas
relevante el subsector agricola, de esta forma Chile se ha consolidado como el principal
abastecedor de fruta fresca desde el Hemisferio Sur (uva de mesa, palta, frutos de carozos
y arandanos), abasteciendo especialmente a Estados Unidos, Asia y Europa, esto implica
que los productos exportados deben ser almacenados y transportados por largos periodos
de tiempo, lo que conlleva un importante riesgo de infeccion por hongos y bacterias
fitopatdgenos que pueden afectar la calidad de frutas y hortalizas, generando importantes
pérdidas del producto en la etapa de postcosecha, registrandose en promedio un 20% de
pérdidas por infecciones en postcosecha a nivel mundial, lo que podria significar a Chile
pérdidas que pueden alcanzar los US$250 millones anuales por concepto de exportacion
de uva y arandanos, ya que estos frutos estan dentro de los mas susceptibles.

Uno de los mayores problemas que afecta a las plantas de procesamiento,
almacenamiento y distribucion de alimentos, tanto nacionales como internacionales, es la
contaminacién, por bacterias y hongos, la que provoca la pudricion de los alimentos en
etapas de postcosecha, por tal motivo la industria agroalimentaria ha generado una serie
de medidas que permiten mitigar estas pérdidas, una de ellas es el uso de desinfectantes
ambientales para eliminar microorganismo patdgenos adheridos a las superficies y en
particulas en el aire, estos desinfectantes ambientales generales (germicidas) pueden
contener amonios cuaternarios, hipoclorito, perdxido de hidrégeno, acido peracético, etc,
los que logran eliminar a los microorganismos patdgenos, pero que son altamente tdxicos,
corrosivos, irritantes y peligrosos para el medio ambiente, por lo que su utilizacion no es
recomendable para el contacto directo con los alimentos.

Otra alternativa, son los productos de naturaleza quimica que tienen una actividad
mas especifica eliminando hogos (fungicidas) y bacteria (bactericidas), pero que también
se ha descrito como tdxicos, cancerigenos, teratogénicoa y peligrosos para el medio
ambiente; por otra parte, estos productos, podrian seleccionar microorganismos
resistentes, lo que se traduce en una disminucion en la eficiencia en el tiempo.

La pequeia y mediana agricultura presentan las mayores pérdidas postcosecha,
pudiendo alcanzar hasta un 65% de pérdidas de su produccion, lo que los obliga a vender
rapidamente sus productos y limitarlos en los mercados a los que podrian acceder. Las
principales causas de baja calidad y pérdidas postcosecha, son la manipulacién poco

cuidadosa del producto y la falta de sistemas adecuados para el enfriamiento y el



mantenimiento de bajas cargas de patdgenos en el lugar donde se empacan y almacenan
los productos.

El manejo efectivo durante el periodo de postcosecha es la clave para alcanzar los
objetivos deseados, el uso de tecnologias avanzadas e inversién de capital en maquinaria
moderna, pueden ofrecer ventajas en las operaciones a gran escala, pero frecuentemente
estas opciones no son factibles para los productores a pequeia escala. En su lugar, las
tecnologias simples y de bajo costo pueden ser frecuentemente mas adecuadas para
pequefos volimenes, operaciones comerciales de recursos limitados y productores
involucrados en el mercadeo directo.

Las tecnologias de postcosecha desarrolladas y disponibles a nivel internacional
han sido introducidas en Chile y los protocolos utilizados en la realidad chilena han sido
desarrollados por la investigacion en funcion de los requerimientos comerciales de las
empresas exportadoras para cada especie y variedad. Incluyen dicarboximidas,
anilinopyrimidinas, hidroxyanilidas, estrobilurinas. También se han aplicado fungicidas
naturales a base de extractos citricos y control bioldgico a base de Bacillus subtilis
(Serenade) y Trichoderma spp. (Trichonativa).

Por otra parte, los organismos marinos han mostrado gran versatilidad en la
superacion de ataque de organismos patdégenos en su superficie. Se han logrado detectar
en extractos de macroalgas propiedades antimicrobianas (Guedes et al., 2012), a
concentraciones menores al 2%. Extractos de microalgas (Spirulina platensis), macroalgas
verdes (Ulva lactuca), rojas (Gracilaria chilensis, Laurencia dendroidea), pardas (Lessonia
trabeculata, Alaria esculenta, Fucus vesiculosus) se ha detectado inhibicion de Botrytis
cinerea, Asperguillus, Penicillium, entre otros fitopatégenos (Jiménez et al., 2011; Perez et
al., 2012; Saidani et al., 2012). Sumado a esta actividad, se ha detectado el potencial en
extractos de algas en promover respuestas de defensa contra fitopatdgenos en plantas
(Vera et al., 2011) o cubiertas protectoras contra fouling (Callow and Callow, 2011) o las
propiedades de los hidrocolides obtenidos desde algas (Glicksman, 1987) los cuales son
utilizados en la industria alimentaria y/o cosmética.

Para el control de Botrytis, Syngenta ha desarrollado un sistema de manejo para
determinar la forma dptima en la cual cada aplicacion de fitosanitarios debe ser realizada.
Para tal objetivo, tiene definido parametros estandarizados que son precisos para
determinar dicha condicion de aplicacion. Ejemplo AMISTAR® TOP (azoxystrobin y
difenoconazole) para floracion del cultivo y en la que estd mas expuesto, ya que en dicha
etapa, Botrytis cinerea tiene su mayor periodo de esporulaciéon. Otro es SWITCH® 62,5
WG (Ciprodinilo y Fludioxonilo), para el control eficaz de esporas y control del hongo en
fase de crecimiento. Otro punto importante es el amplio espectro de SWITCH en el control
de hongos, ya que las pudriciones postcosecha en uva de mesa estan compuestas no tan

sélo por indculo de Botrytis, sino por Cladosporium, Aspergillus niger, Penicillium spp.,
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entre otros. Otros fungicidas y bacteriocidas postcosecha también estan comercialmente
disponibles en Chile por Syngenta S.A, son Scholar 230 SC (Fludioxonilo); Tazer FLO
(Hidroxido de cobre), TECTO 60 PH (tiabendazol). A pesar de la preocupante limitaciones
de los plaguicidas sintéticos, se ha logrado obtener extractos naturales de Quillay como
acaricida, funguicida los cuales estan disponibles como NemaQ, también saponinas de
Quinoa que tratan y previenen la infestacion de B. cinerea, en “Natural extract for the
control of Botrytis cinerea at pre- and post-harvest”, Patent US20090280201 (Navarro et
al., 2009). Sumado a este investigaciones de (Jiménez et al., 2011) lograron mostrar que
extractos del alga parda Lessonia trabeculata inhibe el crecimiento bacteriano y reduce
ambos el nimero y tamafio de la lesion necrética en hojas de tomate luego de la infeccion
con Botrytis cinerea, que el alga roja Gracillaria chilensis previene el crecimiento de
Phytophthora cinnamomi y extractos del alga parda Durvillaca antarctica fue capaz de
disminuir el daifo causado por virus TMV en hojas de tabaco. Sin embargo, el principal uso
de los extractos de algas es como fertilizantes en el area agricola, Fartum Foliar
Inversiones Patagonia S.A le incluye ademas la funcion de estimulante vegetal aplicado
como fertilizante. Otras interesantes aplicaciones de las algas marinas en la proteccion de
plantas son los productos OSPO-V55 (algas marinas Atldntico Norte de la especie
Ascophyllum nodosum 10%. SP) y BRASSTEC (algas marinas 7%) del Grupo
Agrotecnologia, cuya composicion enriquecida estimula los procesos fisiologicos defensivos
en las plantas tratadas en situaciones de estrés, y resistencia a plagas entre otras
caracteristicas. Pese a estos interesantes trabajos en Chile no hay disponible productos
comerciales de desinfectante ambiental a base de protuctos naturales para el control
especifico de fitopatdgenos de postcosecha, inocuos y ambientalmente amigables.

El uso de fungicidas/bactericidas es variable, y comprende 26% del mercado de proteccion
de plantas en Europa y Asia y 6% en USA (Jutsum, 1988). Aprox. 23 millones de Kg de
fungicida son aplicados a frutas y vegetales anualmente, y es aceptado que la produccion
y mercado de estos productos perecibles no puede ser posible sin el uso de estos
componentes (Ragsdale and Sisler, 1994)

Diversos fungicidas sintéticos postcosecha han sido descritos para el control de
podredumbre en frutas, orientados principalemnte hacia el control de podredumbres por
Penicillium expansum, Botrytis cinerea y Gloeosporium spp. Fungicidas sintéticos como
Imazalil, tiabendazol, pirimetanil (Smilanick et al., 2008), prochloraz (Danderson, 1986), y
guazatine (FAO report, 1997) son generalmente usados como la primera linea de defensa
contra patdgenos postcosecha y aplicados en banos (Philabuster 400 SC). Un buen
manejo antiresistencia se puede obtener al combinar fungicidas de bajo riesgo
(Vorstermans et al., 2005). Sin embargo, los problemas de residuos y resistencia y se
mantienen y enfatizan la necesidad de reemplazar este tipo de fungicidas por alternativas

seguras y biodegradables (Wisniewski et al., 2001). Entre las alternativas estan, el uso de



biocontrol, establecido ya sea como (1) uso de microorganismos preexistentes en el
producto, los cuales pueden ser manejados, o (2) microorganismos artificialmente
introducidos contra patdgenos postcosecha (Sharma et al., 2009). Ejemplos de ellos se
han usado T7richoderma spp para el control de Botrytis en fresa (Tronsmo and Dennis,
1977), Bacillus subtilis (Pusey and Wilson, 1988). Diversos antagonistas han sido
patentados y evaluados para su uso comercial: ASPIRE, YieldPlus, y BIOSAVE-110 son los
mas ampliamente usados en el mundo para el control de enfermedades postcosecha de
frutas y vegetales. Sumado a esto, se ha explorado productos naturales como compuestos
saborizantes, acido acético, jasmonatos, glucosinolatos, fusapyrone, propdleo vy
deoxyfusapyrone, quitosano, cubiertas protectoras de aceites esenciales y/o (d)-limonene,
R-(-)-carvone, 1,8-cineole (Combrinck et al., 2006; du Plooy et al., 2009), principios
activos de algunas plantas, extractos de plantas se usan en el manejo de deterioro de
frutas causadas por hongos fitopatogenos. Algunos voldtiles de plantas como:
acetaldehido, benzaldehido, cinnamaldehido, etanol, benzyl alcohol, nerolidol, 2-
nonanone, se han encontrado con actividad antifingica contra algunos patdgenos de
frutas y vegetales como P. digitatum, R. stolonifer, Colletotrichum musae y Ervinia
caratovora en ensayos in vitro (Utama et al., 2002). El Benzaldehido ha sido usado en
laboratorio para fumigar melocotones y usarlos contra podredumbre de Rhizopus rot, e
inhibe totalmente la germinacion de esporas de B. cinerea y la germinacion de M.
fructicola (Wilson et al., 1991).

Patentes relevantes halladas en relacion a fungicidas con base extractos naturales
son patente US6346252, “Method of obtaining an antibacterial and/or antifungal extract
from the algae Bonnemaisiniacea’ (Moigne, 2002), describe un método para obtener un
extracto de alga que corresponde a una fraccion de moléculas orgdnicas halogenadas,
mayor de 10000 gr/mol el que se mezcla con acido citrico y otros componentes
obteniéndose una composicion con actividad antibacteriana y/o antifiingica. El alga que se
utiliza es Asparagopsis armata. Esta patente esta orientada hacia el area clinica, si bien es
cierto se aislan compuestos con actividad antibacteriana y antifingica a partir de algas.
Otra solicitud de patente es WO2005079210, “Methods and compositions for preventing
biofilm formations, reducing existing biofilms, and for reducing existing biofilms, and for
reducing populations of bacterid’, la cual describe una composicion y un método para
prevenir la formacion de biopeliculas, reduciendo la existencia de biopeliculas y/o reducir
la poblacidn de bacterias patdgenas que son indicadores de descomposicion. Esta
composicion comprende uno o mas fermentados libres de células, donde dichos
fermentados provienen de bacterias como Lactobacillus sp., Lactococcus sp. y Pediococcus
sp.; y comprende extracto de algas especificamente del alga Delisea pulchra. Esta
tecnologia comprende ademas un método para tratar biopeliculas procedentes de variados

microorganismos, entre ellos de las especies Pseudomonas, Salmonellas, Staphylococcus,



etc., donde dichas biopeliculas se encuentran en diferentes superficies tales como carne,
fruta, vegetales y/o superficies como metal, plastico, ceramica, etc. Una tercera tecnologia
que es relevante es la patente coreana KR100871629 “An antibacterial composition
comprising an extract of sea alga€’ la cual se refiere a una composicion antibacteriana
contra Provotella intermedia y una composicion para prevenir o tratar gingivitis. Esta
composicion antibacteriana comprende al menos un extracto de algas Scytosiphon
lomentaria y Ulva pertusa. El extracto se realiza utilizando alcohol, etilacetato, hexano y
diclorometano para la extraccion por solvente.

Por otra parte también se encontraron algunos articulos, relevantes para esta
propuesta como la que se expone en el articulo “Anti-phytopathogenic activities of
macroalgae extracts” (Jiménez et al., 2011) es un estudio que se realizd para determinar
las propiedades in vitro e in vivo de 9 macroalgas chilenas, recolectadas en diferentes
estaciones, sobre patdgenos que crecen en plantas. Los resultados de este estudio
sugirieron que las macroalgas estudiadas contienen compuestos con propiedades quimicas
que podrian ser consideradas para el control de patégenos en plantas.

Otro estudio que se desarrolld, “Antifungal activity of macroalgae extract’
(Cosoveanu, A.; Scientific Papers, UASVM Bucharest, Series A, Vol. LIII, 2010, ISSN 1222-
5339) encontraron que extracto provenientes de las macroalgas Alaria esculenta, Fucus
vesiculosus, Fucus sp. (Bioalgua®), Spirulina platensis, y Ecklonia maxima (Kelpak®)
tienen efecto sobre Fusarium roseum, F. oxysporum, Alternaria alternata, A. dauci, A.

longipes, Trichoderma viride, Botrytis cinerea, Aspergillus niger, Penicillium expansum.

Actualmente, aln existe la necesidad de contar con desinfectantes ambientales que
actlen especificamente sobre fitopatogenos postcosecha, que sean de origen natural, de
rapida biodegradacion, amigables con el ambiente, que provenga de un recurso renovable,
que no sea toxico para el humano, y por lo tanto, no implique un riesgo al estar en

contacto con el producto alimenticio.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1: Efecto de extractos algales en el crecimiento y biopeliculas de Pseudomonas
syringae.

Figura 2: Incidencia de la enfermedad causada por Botrytis cinerea en arandanos,
tratamientos (A) a 25°C y (B) a 4°C.

Figura 3: Incidencia de la enfermedad causada por Penicillium spp en arandanos,
tratamientos (A) a 25°C y (B) a 4°C.



Figura 4: Incidencia de la enfermedad causada por Aspergillus spp en arandanos,
tratamientos (A) a 25°C y (B) a 4°C.

Figura 5: Incidencia de la enfermedad causada por Botrytis cinerea en uvas, tratamientos
(A) a 25°Cy (B) a 4°C.

Figura 6: Incidencia de la enfermedad causada por Penicillium spp en uvas, tratamientos
(A) a 25°Cy (B) a 4°C.

Figura 7: Incidencia de la enfermedad causada por Aspergillus sp en uvas, tratamientos
(A) a 25°Cy (B) a 4°C.

Figura 8: Efecto de los extractos de algas en las caracteristicas organolépticas de
arandanos. A: pérdida de peso, B: Brillo, C: acidez. MRQ23: extracto de Ulva sp., MRQ24:
extracto de Mazzaella sp.

Figura 9: Efecto de los extractos de algas en las caracteristicas organolépticas de
Cerezas. A: pérdida de peso, B: Brillo, C: acidez. MRQ23: extracto de Ulva sp., MRQ24:
extracto de Mazzaella sp.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente tecnologia corresponde a una formulacion desinfectante ambiental que
comprende compuestos de origen natural para el control de fitopatdgenos de postcosecha

y su uso en la industria agroalimentaria.

La formulacion desinfectante comprende:
a) 0,4-1,2 mg/ml de extracto de Ulva sp.;
b) 2,0-3,2 mg/ml de extracto de Mazzaella sp.;
c) 0,04 -0,16 % v/v solucion Metanol/ Acetona (1/1); y
d) agua c.s.p.

Esta formulacion desinfectante ambiental de origen natural es indcua, con actividad
antifingica y bactericida contra fitopatdgenos, cuya aplicacion podria ser integrada al
proceso de Limpieza y Desinfeccion (L+D) en bodegas almacenadoras y empaquetadoras
de alimentos. Este producto serd agregado a una base acuosa con el objetivo de
desinfectar tanto el aire, como las superficies y evitar el reasentamiento de los
fitopatdgenos.

Este desinfectante ademas de resolver el problema de los patdgenos en si, permite
su aplicacion directa sobre frutos, debido a sus componentes naturales este producto es
no toxico, y es compatible con los cultivos organicos. Esta formulacion puede catalogarse

como del tipo biocotrolador, los que se definen como organismos vivos o partes de estos.



Esta formulacion permite la inhibicion del crecimiento de fitopatdgenos
postcosecha como Botritys cinerea, Aspergillus spp., Penicillium spp., y Pseudomonas

syringae.

Ventajosamente, esta formulacion desinfectante permite atacar al hongo de
manera diferenciada, actuando a nivel del crecimiento micelial, cuando el patdgeno ya
esta presente en la fruta, o a nivel de la germinacion de conidias, cuando las frutas llegan
a almacenamiento contaminadas desde la etapa de cosecha, sin que se detecte

visualmente su contaminacion.

Esta formulacién desinfectante ambiental por su origen natural presenta una rapida
biodegradacion, es amigable con el ambiente, ademas de provenir de un recurso
renovable, no es toxico para el humano y por lo tanto permite su aplicacion directa sobre

el producto (frutas).

En una forma de realizacion sugerida de esta tecnologia se utiliza un nebulizador
(dispersor) en camaras controladas, controlando la carga ambiental de fitopatogenos en el

ambiente y sobre los frutos.

EJEMPLOS DE APLICACION

Ejemplo 1: Generacion de extractos algales activos cuyas dosis sean efectivas

contra los patogenos e inocuas para el ser humano y el medio ambiente.

Se colectd mas de 15 distintas algas del intermarial de la octava region, de las costas de
Dichato, Cocholgue, Merquiche y desembocadura del rio Biobio, indicadas en la tabla 1.
Las muestras de algas seran inmediatamente subdivididas para la obtencion de extractos y

depositadas en bolsas y mantenidas a 4°C hasta su manipulacion en laboratorio (<6h).

Tabla 1: Coleccion de Algas del intermarial de la octava region.

Cod. Nombre comiin Especie Division
B-01 Lechuga de mar Ulva sp. Chlorophyta
B-02, MRQ-16 Luche Pyropia sp. Rhodophyta
B-04, MRQ-17 Chascon Lessonia sp. Phaeophyta
B-05, MRQ-05; Luga cuchara o corta Mazzaella laminarioides Rhodophyta
MRQ-24




MRQ-01; MRQ-23 Lechuga de mar Ulva rigida Chlorophyta
MRQ-02, MRQ-12 -- Ahnfeltiopsis sp. Rhodophyta
MRQ-03 - Ceramiun sp. Rhodophyta
MRQ-04; MRQ-09 -- Grateloupia sp. Rhodophyta
MRQ-07; MRQ-19 Chicoria Chondracanthus chamissoi Rhodophyta
MRQ-08 — Mastocarpus papillatus Rhodophyta
MRQ-10; MRQ-18 Huiro Macrocystis pyrifera Phaeophyta
MRQ-11 - Ectocarpus confervoides Phaeophyta
MRQ-13 -- Rhodymenia sp. Rhodophyta
MRQ-14 -- Plocamium sp. Rhodophyta
MRQ-15 Cochayuyo, ulte Durvillaea antarctica Phaeophyta
MRQ-22 -- Codium dimorphum Chlorophyta

Obtencidn de extractos desde algas: Las muestras de algas seran lavadas con agua de
mar estéril para eliminar otros organismos asociados. El volumen de algas frescas sera
obtenido por desplazamiento de agua en un cilindro graduado. Se pesara aprox. 0,5 Kg de
alga fresca y se dejara secar en estufa a 40 °C por 24 h. El producto seco se dejara
macerando en metanol p.a por un periodo de 24 h y el liquido se filtrara en un embudo
simple y se llevara a rotavapor hasta sequedad, obteniendo asi un extracto metandlico
total. El extracto metandlico polar sera fraccionado mediante extraccion liquido-liquido
obteniendo fracciones organicas de hexano, diclorometano y acetato de etilo que luego se
concentraran en rotavapor a 40°C y almacenadas en refrigerador hasta su posterior

analisis en CG-EM, para la caracterizacion quimica de cada extracto.

Recoleccion de fitopatogenos postcosecha: Se realizd el aislamiento de hongos y bacterias
desde muestras de ambiente y frutos con signos y sintomas de pudricion desde lineas de
almacenamiento en distintos packing desde la VI a VIII regién y cultivos de la octava
region. Posteriormente los aislados fueron identificados caracterizacion morfoldgica y
molecular, secuenciando el ADNr 16S o 18S y regiones ITS. Se seleccionaron aquellos
aislados que correspondieron a los hongos Botritys cinerea, Aspergillus spp., Penicillium
spp., y la bacteria Pseudomonas syringae.

Posteriormente se realizd test de Agresividad (incidencia y severidad) a los aislados
obtenidos, de los cuales se selecciond los 3 aislados mas agresivos de Botritys cinerea,
Aspergillus spp., Penicillium spp. sobre cerezas y arandanos (Tabla 2), para probar la
efectividad de los extractos de algas como desinfectante.



Tabla 2: Aislados seleccionados de hongos fitopatdgenos de cereza y arandano.

Cadigo Fitopatogeno Procedencia
FD2-CO1 Botrytis cinerea Desechos frutos cereza
- Botrytis cinerea Laboratorio Patologia
Forestal
R-CO2 Candidato B.cinerea Frutos de arandanos
CAF-A02 Aspergillus sp. Frutos de arandanos
CAF-RO4 Aspergillus sp. Residuos de arandanos
CAF-H02 Aspergiflus sp. Hojas de arandanos
CAF-R0O5 Penicillium sp. Residuos de arandanos
E1-CO1 Candidato Penicillium Empaque de cereza
R-CO1 Penicillium spp. Residuos de cereza.

Evaluacion de actividad antiflingica y antibacteriana de extractos de algas in vitro

- Ensayo de inhibicion de la germinacion de conidias de hongos fitopatégenos: En tubos
Eppendorf se agregaron 100 pl del extracto algal en concentraciones de 10; 5; 2,5; 1,25;
y 0,625 mg/ml, a esto se le adicionaron 100 pl de la suspension de conidias del patdgeno
a ensayar; se utilizdé como control negativo agua y metanol-acetona (para eliminar el
posible efecto del solvente en la inhibicion) y como control positivo el desinfectante
ambiental cloruro de benzalconio en su concentracion comercial (5mg/ml). La mezcla se
incubd por 24h a 25°C. Fue evaluado el numero de conidias germinadas mediante
examinacion microscopica de los tubos germinativos (Rego et al. 2006), considerando
conidias germinadas aquellas que morfolégicamente presentaron signos de desarrollo o

expresion del tubo germinativo inicial. El ensayo se realizd con cuadruplicado.

- Ensayo de inhibicion del crecimiento micelial de hongos fitopatégenos: El efecto
inhibitorio del crecimiento micelial de los fitopatdgenos fue evaluado mediante una
modificacion de la metodologia descrita por Rego et al. (2006), se agregd sobre una placa
Petri 1 ml de extracto algal en las mismas concentraciones utilizadas para la inhibicién de
germinacién de conidias, quedando una concentracion final de 0,16 mg/cm?, 0,07 mg/cm?,
0,04 mg/cm?, 0,02 mg/cm?, 0,01 mg/cm? en funcion a la superficie de la placa. Una vez
seca la placa se dispuso en el centro un disco de micelio del hongo a evaluar con 4 dias de
crecimiento, se dejo el ensayo a 25°C por 7 dias y se evalud el crecimiento radial (mm) en

5 direcciones.

Determinacion de EC50: La inhibicion fue determinada mediante el porcentaje de
germinacion (para inhibicion de germinacidon de conidias) y el crecimiento radial ( para

inhibicion de crecimiento micelial) en relacidon con la dosis 0, se calcularon los valores



EC50 que corresponden a la determinacion de la concentracion efectiva en que el 50 %
del agente etioldgico es inhibido en su crecimiento y/o proliferacion por la adicion o
contacto con un agente antimicrobiano, en este caso el extracto algal (Rustiom et al.
1989, Silva 2016). Para este calculo se utilizé la tasa de mortalidad corregida con respecto
a la dosis 0 (agua), con el cual se obtuvo un valor PROBIT de tabla, con estos datos se
realizé la regresion lineal con el PROBIT de mortalidad y el logaritmo de la dosis para la
determinacion de EC50 (Rustiom et al. 1989, Silva 2016) (Tabla 3).

Tabla 3: EC50 (mg/ml) para extractos algales en ensayos de inhibicion de germinacion de

conidias y crecimiento micelial de hongos fitopatégenos.

Botrytis cinerea Aspergillus spp. Penicillium spp.
Alga E— = B— - ; . ; _
Conidias Micelio = Conidias Micelio = Conidias | Micelio
Pyropia sp. (MRQ-16) 1517 7,59 0,011 9,68 0,066 4,43
Lessoniasp. (MRQ-17) 1,259 NI 1216 NI 416 NI
' Macrocystis sp. (MRQ-18) 1,402 5088 4623 603  (>LS) 489
Chondrachantus sp. : { | B =
8,735 N.I N G ) I N.I . 0,066 | N.I
(MRQ-19) . | :
Grateloupiasp. (MRQ-20) 8555 NI 0675 NI 2025 NI
Ulva sp. (MRQ-23) 0,566 55 | . 378 | 0268 | 276
Mazzaella laminarioides TQ" e ey BN D BT A Y
0,269 - : 8,76 i 2,591 6,84 0,017 » ;. 208
(MRQ-24) ;

Los valores calculados >100 mg/ml se muestran como mayor limite superior (>LS) y los

valores <0,001 mg/ml se muestran como menos a limite inferior (<LI)

Las estimaciones de EC50 y EC90 demuestran que se requieren mayores concentraciones
de extractos para inhibir el crecimiento micelial de los hongos (Tabla 3) que para inhibir la
germinacion de conidias, estas concentraciones no son limitantes, debido a que el objetivo
de esta propuesta es reducir la aparicion de hongos fitopatdgenos, y al lograr la reduccion
del 50% de la germinacién de las conidias (forma de diseminacién y contaminacion mas
frecuente de estos fitopatdgenos) se cumple el objetivo.

Se observa que los extractos con valores EC 50 tanto de germinacién de conidias como
de inhibicidn del crecimiento micelial de los 3 hongos corresponde a Pyropia sp. Ulva sp. y
Mazzaella laminarioides.

- Ensayo inhibicion del crecimiento y formacion de biopeliculas de: Pseudomonas syringae:
Cultivos de fitopatdgenos fueron evaluados en microplacas de 96 pocillos. Para ello se
mezclan en cada pocillo 20 ul de indculo conteniendo P. syringae (1x10°cél/ml), cepas
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DC3000 o CC94 resuspendidas en King B, 160 pl medio King B, 20 ul de extracto a
concentraciones entre 0 y 20 mg/ml. Como blanco se usa 180 ul de medio mas 20 ul del
solvente usado en la preparacion de los extractos. Los ensayos fueron incubados en
agitacion continua (90 rpm) por 96 h. Al finalizar el tiempo de incubacidn, se separaran
150 pl de la fase planctdnica y las células adheridas (biopeliculas): La fase planctdnica
(suspendidas) de los cultivos se traspasd a una nueva microplaca y se midid la
absorbancia a 540 nm (D.Os4) para determinar la inhibicion en el crecimiento de A.
syringae. Los pocillos conteniendo las células adheridas (biopeliculas) se lavaron con agua
estéril y se fijaron con 250 pl de metanol por 15 min., luego fueron tefiidas con 250 pL de
cristal violeta 1%, por 20 min, seguido por lavados con agua estéril y posterior
recuperacion del cristal violeta en 200 pL de etanol 70%. Se midi6 la absorbancia a 595
nm (D.Osgs) para determinar la inhibicion en la formacion de la biopelicula de P. syringae
(Peeters et al., 2008). Aquellos extractos donde no se observa crecimiento de células
planctonicas y biopeliculas inhiben el crecimiento y biopeliculas de: Pseudomonas syringae
a una concentracion determinada. En la figura 1 se muestra el efecto de los extractos

algales en el crecimiento y formacion de biopeliculas de Pseudomonas syringae.

Los extractos de algas que inhiben el crecimiento y la formacion Biopeliculas de
Pseudomonas syringae. Corresponden a las algas Grateloupia sp (MRQ-04), Mazzaella sp
(MRQ-04 y B-05), Chondracanthus sp (MRQ-07), Macrocystis sp (MRQ-10), Rhodymenia
sp (MRQ-13), Pyropia sp (B-02), Lessonia sp (B-04), Mazzaella sp (B-05), entre
concentraciones de 0,1 a 20 mg/ml.

En base a estos resultados se selecciond los extractos de Ulva sp. y Mazzaella
laminarioides, los como los de mayor efectividad a menores concentraciones,
especialmente para la inhibicién de conidias de los fitopatdgenos estudiados, se muestra

resumen en tabla 4.

Tabla 4: Resultados de EC50 en mg/ml, para extractos algales en ensayos de inhibicion
de germinacion de conidias, crecimiento micelial de hongos patdgenos (B. cinerea,
Aspergillus sp y Penicilliumsp) y formacion especifica de biopeliculas de Pseudomonas

syringae.
Mazzaella
Ulva sp.
laminarioides

AR Conidias 0,566 0,269
Botrytis cinerea

Micelio 5,35 8,76

A - Conidias - 2,591
spergillus sp.

P P Micelio 3,78 6,84

Penicillium sp. Conidias 0,268 0,017
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Micelio 2,76 2,08
Pseudomonas DC3000 - +

syringae CC94 - +

Determinacidon de rangos de inocuidad para los extractos seleccionados con actividad
antimicrobiana y antifungica, se determind a través de citotoxicidad en linea celular de
linaje neuronal (Neuro-2a) y Bioensayo de toxicidad aguda y cronica con Daphnia.

El ensayo de citotoxicidad del extracto fue evaluado en la linea celular de neuroblastoma
de ratdn (Neuro-2a) (ATCC, American Type Culture Collection, Rockville, MD; CCL-131,
las que fueron mantenidas en medio RPMI 1640 (GIBCO) con 1mM de piruvato de sodio
(GIBCO) suplementados con 10% de suero bovino fetal (SBF) (GIBCO), 2mM glutamina,
100 pg/mL penicilia, 100 U/mL estreptomicina y 2,5 pyg/mL de amphoteromicina B
(GIBCO). Los cultivos fueron mantenidos en una incubadora a 37°C con de inyeccion de
CO2 5%. Para la evaluacion de la actividad citotoxica, las células fueron sembradas en
placas de 96 pocillos a una densidad de 125.000 células/mL, en un volumen de 200 pL.
Luego de 24 horas de incubacion las células fueron expuestas a 100 pL de una solucién
con los extractos de la serie MRQ-15 al MRQ-24, por 24 horas. El extracto a evaluar fue
disuelto metanol/acetona a concentracion menor al 1,5% (v/v) en agua. El rango evaluado
de concentracidon de los extracto fueron de 360 mg/L a 45 mg/L. Una vez terminado el
periodo de incubacién con el extracto, este fue eliminado y se agregaron 60 uL de MTT (3-
(4,5-dimetiltiazol-2-YI)-2,5-difenil-tetrazolio bromuro, Invitrogen) a una concentracion de
0,83 mg/mL. Luego de 30 minutos a 37°C fue retirado y las sales de formazan fueron
disueltas con 100 pL de DMSO. Se midid la densidad dptica en un lector de microplacas
(Synergy H1, Biotek, Vermont, USA) a 570 nm. Se calcularon los respectivos porcentajes
de viabilidad celular respecto a su control y se representaron mediante el programa
estadistico Prism 4 (GraphPad, San Diego, California, USA)

El bioensayo de toxicidad aguda con Daphnia magna permite medir el efecto del extracto
de alga sobre neonatos (<24 horas) de Daphnia, los cuales son expuestos bajo
condiciones de laboratorio controladas a una serie de diluciones de extracto de alga por
un tiempo de 24 o 48 horas, al final de las cuales se estima el LCsp, que corresponde a la
concentracion del extracto de alga que en 24 o 48 horas provoca la muerte del 50% de los

organismos.

Para lo cual se realiza una_prueba preliminar que da una valor aproximado de 24h-LCs; (0
48h-LCs) y se determina los rangos de concentraciones que deben ser probadas en la
prueba de toxicidad definitiva.
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La Prueba definitiva consiste en determinar el valor del 24h-LCso 6 48h-LCso en el rango de
concentraciones determinadas en la prueba preliminar, que corresponde a la mas alta
concentracion a la cual se registra un 0% de mortalidad y la mds baja concentracion
donde se registra el 100% de mortalidad de Daphnia magna. En la prueba definitiva se
deben considerar al menos cinco concentraciones mas un control, y por cada
concentracion 20 individuos divididos en cuatro réplicas mantenidas a una temperatura de
20 °C + 2°C. : Al final de la prueba de 24 6 48 horas, se debe calcular el porcentaje de
mortalidad para cada concentracion en relacién al total de Daphnia utilizadas. Determinar
el 24h-LC50 6 48h-LC50 con método estadistico Probit analysis.

El Bioensayo de toxicidad crdénica con Daphnia magna consiste en colocar en una serie de
camaras de prueba, volimenes crecientes de extracto de algas y se agrega agua de
dilucion hasta obtener las concentraciones o diluciones deseadas para la prueba. Se
utilizan 10 cdmaras, de 100 ml de volumen, por concentracion, mas un set de control y un
control de solvente. Introducir a lo menos 50 ml de solucién a ensayar en cada camara, la
que debe tener a lo menos 30 mm de profundidad. Las camaras deben taparse para evitar
la evaporacion de las soluciones y la entrada de particulas extrafias al interior de éstas.
Posteriormente se debe colectar y seleccionar neonatos de Daphnia sp. de menos de 24
horas de nacidos. Introducir en cada unidad experimental 1 neonato. Hacer recambios de
medio cada 2 dias. A medida que los animales crecen y se reproducen (10 dias
aproximadamente), deben retirarse y contarse las crias recién nacidas. Debera anotarse el
momento en que se produzca la primera generacion, asi como las posteriores. Al final del
periodo de observacion (21 dias) se deben analizar las diferencias significativas entre el
numero de neonatos producidos en las diferentes concentraciones.

Al final del ensayo se contabilizan el nimero total de crias, nacidas durante 21 dias, por
individuo. Con estos datos y usando el paquete estadistico TOXSTAT se pueden
determinar los siguientes parametros de toxicidad: LOEC y NOEC (g/L). Estos parametros
se obtienen por medio de métodos estadisticos, como son el analisis de la varianza
(ANOVA) combinado con test de Dunnet (para datos paramétricos), o el de Williams o el
Spearman - Karber (para datos no paramétricos). El valor LOEC entregado por el
programa estadistico, representa la concentracion mas baja en la cual se observan
diferencias significativas en la tasa de reproduccién comparado con el control, por lo
tanto, la concentracién anterior a ésta sera el NOEC o mayor concentracién en la cual no

se observan efectos significativos en la tasa de reproduccién comparado con el control.

A través de este bioensayo se demostrd que los extractos seleccionados con efecto
inhibitorio sobre fitopatdgenos presentan baja toxicidad aguda con Daphnia.
Se utilizé cloruro de benzalconio como control negativo su LC50 fue >0,001 g/L, indicando

su alta toxicidad, ya que a concentracioens mayores a 0,1 mg/L produce la muerte del
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50% de los individuos. El extracto de Ulva sp tuvo un LC50% de 3,14 mg/mL y el extracto
de Mazaella laminaroides tuvo un LC50% de 14,4 mg/ml. Todos los extractos de algas
evaluados presentan menor toxicidad que el cloruro de benzalconio. Los parametros
obtenidos corresponden a IC 50 que describe el efecto no toxico; LC50 la ecotoxicidad
aguda; LOEC ecotoxicidad Croénica (Concentracion mas baja del extracto que causa un
efecto significativo en el nimero de descendencia por hembra con respecto al grupo
control); y NOEC ecotoxicidad Croénica (Concentracion mas alta del extracto que no causa
un efecto significativo en el nimero de descendencia por hembra con respecto al grupo

control); y se muestran en la tabla 5.

Tabla 5: Citotoxicidad y ecotoxicidad de extractos de algas y Cloruro de benzalconio.

IC50 (mg/ml) LC50 (mg/ml) LOEC NOEC
Ulva sp. 0,128 3,54
Hazgniy 0,089 14,4 0,312-0,625 0,312
laminarioides

Ademds se observa que ninguna de las concentraciones inhibitorias del extracto de
Mazzaella laminarioides alcanza concentraciones de toxicidad aguda en Daphnia y
extractos de Ulva sp supera el LC50 solo a concentraciones inhibitorias de crecimiento
micelial de Botrytis cinereay Aspergillus sp.

Por lo que recomienda usar para los siguientes ensayos las concentraciones de 0,6 mg/mL

de extracto de Ulva spy 2,6 mg/ml del extracto de Mazzaella laminarioides.

Ejemplo 2: Desarrollo de una formulacion del desinfectante ambiental en base a
extractos naturales activos.

Formulacion vy evaluacién de actividad desinfectante ambiental de extractos de

algas en bioensayos /in vivo en camara: Durante esta etapa, el/los extractos activos contra

fitopatégenos seran caracterizados quimicamente, se evaluara su efecto sobre los frutos y

se escalara la produccion necesario para formulacion y aplicacion del desinfectante.

Ensayos de inhibicion de enfermedad por fitopatdgenos B. cinerea, Aspergillus sp.

y_Penicilliumsp en frutos: Inoculacion y pre-incubacion en camaras de crecimiento:

unidades experimentales consistieron de 50 frutas ubicadas en placas de Petri o pocillos
plasticos previamente esterilizados, conteniendo papel Whatman No. 1 humedecido con
agua desionizada estéril. Sobre cada grupo de aplicé la mezcla de solvente + compuesto
activo, sumado a este procedimiento de aplicaron como control el fungicida cloruro de
benzalconio. 48h después los frutos fueron inoculados con 20 pL de la suspension de

1x108cfu/ml de P. syringae y 1x10°conidia/ml de B. cinerea, Aspergillus sp., y Penicillium
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sp. (cepas aisladas desde frutas infectadas). Como control se usaron frutos tratados con
agua estéril. Las frutas inoculadas fueron pre-incubadas a 23-25 -C y luego mantenidas
por 10 dias, periodo durante el cual fueron evaluadas diariamente.

Disefio experimental en bloque

Frutos de arandano, cereza y/o uvas fueron seleccionados segin homogeneidad de
tamafio, turgencia y color, frutos con lesiones evidentes o contaminacion por patdgenos
fueron descartados. La desinfeccion de los frutos consistié en 2 min. de exposicion en
hipoclorito de sodio al 2%, y un lavado en agua destilada estéril, los frutos fueron secados
a temperatura ambiente por 30 min. (Qin et al. 2006, Xu et al. 2008, Wang et al. 2015).
Las aplicaciones se realizaron por fruto de forma independiente, para cada ensayo el
disefno experimental correspondié a un disefo factorial (2X4X5X4) en bloques generalizado

completamente al azar, donde:

A. Bloque: Se realizd un blogue por temperatura,
- Temperatura Bloque 1: 4°C.
- Temperatura Bloque 2: 25°C
B. Factor A: Correspondio a los fitopatdgenos a utilizar, y consta de tres niveles
Botrytiscinerea aislado BC + RCO2
Penicillium aislado CAFROS5 + RCO1
Aspergillus aislados CAFRO4 + CAFH02
P. syringae(DC3000 + CC94)

C. Factor B: Correspondio al extracto algal, consta de cinco niveles:

- Ulvasp. (MRQ23) concentracion 0,6 mg/ml

Mazzaellasp. (MRQ24) concentracién 2,6 mg/mi
MRQ23 + MRQ24 (0,6 mg/ml + 2,6 mg/ml)
Agua (Control)

I

Cloruro de benzalconio (Control positivo)

Cada bloque constd de 4 repeticiones con 10 unidades de observacion por replica (U.O=
1600).

Se realizaron heridas a los frutos de cerezas y arandanos, de 1-2 mm de profundidad
(Smilanick et al. 2006) y fueron sumergidos por 2 min. en suspension de conidias de
acuerdo a lo que se indica en Factor A (1,5x10° UFC/ml en hongos y 1x10° UFC/ml en
bacterias) y se secaron por 24 h (Romanazzi et al. 2008, Smilanick et al. 2006) a las
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temperaturas 4 y 25°C. Pasadas las 24h fueron sumergidos por 3 min. en los tratamientos

(Factor B) y dispuestos en forma equidistante en placas Petri (Sholberg et al. 2004).

Analisis estadistico: La severidad de la infeccion fue evaluada visualmente en una escala
de 0 — 4 (0 = no infeccion, 1 = 5%, 2 = 25%, 3 = 50%, y 4 = area infectada entre 75%-
100%). El indice del dafo serd calculado basado en la formula: = (escala x n°® de piezas
dafiadas) x 100 / (n° total piezas x escala mas alta). La incidencia se calcula como el
numero de frutos enfermos/total de frutos *100. Las observaciones pueden ser analizadas
mediante ANOVA, seguido de test de Duncan (P < 0,01).

Ensayos con extracto algal resuspendido en agua: Los resultados de reduccion de

pudricidn causada por los fitopatdgenos B. cinerea, Penicillium sp., y Aspergillus sp., en
frutos de arandanos indicaron que los extractos liofilizados de las algas Ulva sp., Mazzaella
sp. y la mezcla de ambos tuvieron un efecto dependiente de la temperatura. A 25°C no
tuvieron efecto en reducir la incidencia de ninguno de los tres patégenos evaluados, asi
como tampoco sobre la severidad de la pudricion. Solo se constatd efecto de los extractos
en reducir la pudricidon en los primeros siete dias del ensayo. Cloruro de benzalconio
mostré un efecto significativo en disminuir la incidencia de la enfermedad, sin embargo,

este aumenta desde los 7 dias de incubacion.

Debido a que en postcosecha los frutos son mantenidos en cémaras de packing a
temperaturas entre -2 a 4°C, los frutos fueron expuestos a fitopatdgenos, asperjados con
los extractos de las algas e incubados a 4°C. Se observo que el efecto de los extractos en
la proteccién del fruto contra fitopatdgenos fue dependiente fitopatdgeno evaluado; en el
caso de B. cinerea se observa una reduccidn en la incidencia y severidad de la pudricion
respecto al control agua solo cuando se aplican los extractos de las algas por separado,
disminuyendo en alrededor del 80% la incidencia. El efecto de los tratamientos fue

significativamente distinto al de cloruro de benzalconio.

En cuanto a Penicillium spp. No se observan diferencias significativas entre los
tratamientos y el cloruro de benzalconio, reduciendo a 15% la incidencia, de esta forma
los extractos de algas aplicados en forma separada y combinados redujeron pudricion en
arandanos.

En frutos inoculados con Aspergillus spp. se observé que los extractos de algas aplicados
en forma separada como los combinados redujeron en forma similar la incidencia de la
pudricién en arandanos, sin embargo, logran reducir estos indicadores a <15% respecto al
control agua (45%). Al evaluar severidad de la enfermedad se logra observar que los

extractos tienen un comportamiento similar al del cloruro de benzalconio.
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Ensayos con extracto algal resuspendido en solucion Metanol/ Acetona y
diluido en agua.

Uvas y arandanos fueron inoculados con los fitopatdgenos modelos de este estudio, y
asperjados como se indica en la actividad anterior. Los extractos de las algas fueron
resuspendidos en solucion de Metanol/ Acetona (1/1) y posteriormente disueltos en agua

hasta lograr la concentracion de 0,6 mg/ml (Ulva sp) y 2,6 mg/ml (Mazzaella sp)

Estudio en arandanos:

En el caso de B. cinérea se constatd una reduccion de incidencia de la pudricion por parte
de los extractos algales, tanto a 4°C como 25°C (Figura 2). En el caso de 25°C, los
extractos algales tuvieron la misma eficacia de control de enfermedad que el control
cloruro de benzalconio, alcanzando un 30% de reduccién de la incidencia con respecto al
control negativo (agua). A 4°C, todos los extractos presentaron algin nivel de control de
la pudricion, Ulva sp. y la mezcla de Ulva sp. + Mazzaella sp redujeron en 10% la
pudricion, y solo con Mazzaella sp. se obtuvo un nivel de control equivalente a cloruro de

benzalconio (desinfectante ambiental comercial toxico).

En el caso de Penicillium spp. y Aspergillus sp, se observd que a 25°C (Figura 3A y 4A) el
efecto de los extractos de Ulva sp. y la mezcla de los extractos no mostraron diferencias
significativas respecto al control agua, solo con extractos de Mazzaella spp. se constata
reduccién de la incidencia, concluyéndose que a 25°C no tiene efecto. En el caso de 4°C
(Figura 3B y 4B) para ambos hongos, los extractos de Ulva sp., de Mazzaella sp y la
mezcla de ambas presentan reduccion de la incidencia iguales al ejercido por el cloruro de

benzalconio.

Estudio en uvas:

En uvas se observan efectos de los extractos similares a los observados en arandanos,
referente al efecto de la temperatura en control de la pudricion. En el caso de frutos
inoculados con B. cinerea, a 4°C, todos los extractos algales redujeron la incidencia de la
pudricion (Figura 5B), pero solo extractos de Mazzaella sp. presentaron un efecto de
control de la enfermedad igual a cloruro de benzalconio. A 25°C, solo el desinfectante
cloruro de benzalconio tuvo efecto de control sobre la pudricion causada por el patégeno.

Los extractos de las algas redujeron la incidencia de Penicillium sp. a ambas temperaturas.

A los 25°C, todos los extractos redujeron la incidencia y fueron estadisticamente iguales al

control positivo (Figura 6A), mientras que a 4°C, todos los extractos logran controlar la
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incidencia, sin embargo, ninguno alcanza los niveles de control del cloruro de benzalconio
(Figura 6B)

En relacion a la enfermedad causada por Aspergillus spp. se observa que los extractos de
las algas reducen la incidencia del patégeno tanto a 25°C (Figura 7A) como a 4°C (Figura
7B). A 4°C, los extractos aplicados en forma separada poseen un nivel de inhibicion
estadisticamente igual al ejercido por el cloruro de benzalconio, mientras que a los 25°C

tan solo el extracto de Mazzaella spp. alcanza este nivel.

Ejemplo 3: Formulacion del desinfectante ambiental con extractos de algas

activos.

Para la formulacion del desinfectante ambiental en base a extractos de algas que se pueda
aplicar en presencia de fruta se debe evaluar su efecto en las caracteristicas
organolépticas del fruto, de tal forma que no altere las caracteristicas del fruto para su
comercializacion.

Para esto se realizd un disefio completamente aleatorio (DCA) con submuestreo, para ello
se dispuso de cuatro réplicas por tratamiento donde cada una tendra 20 unidades de
observacion. Las mediciones se realizaron con muestreo aleatorio sobre 5 unidades de
observacion diferentes para las distintas caracteristicas organolépticas a evaluar.
Adicionalmente se incluy6 una placa de control absoluto (CA). El conjunto total de placas
fueron mantenidas en una camara a 4°C. La aplicacion de los extractos de algas y otros
tratamientos (Tabla 4) se realizd por medio de aspersiones, cada placa recibio 4
asperciones de forma uniforme. Las evaluaciones de los frutos expuestos a los diferentes

tratamientos se realizaron en el séptimo dia tras el inicio del ensayo.

Tabla 4: Tratamientos aplicados sobre frutos

Tratamiento Extractos Concentracion
T1 Ulvasp 0,6 mg/ml
12 Mazzaellasp 2,6 mg/mi
T3 Ulvasp+ Mazzaella sp 0,6:2,6 (100 ml c/u)
T4 Control positivo:Cloruro de benzalconio 2,5 mg/ml
T5 Control negativo: Agua s/n

Firmeza/Turgencia: Este andlisis se realizarda mediante durdmetros, penetrometros o

texturdmetro como sigue:
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a.- Durédmetros medidores de deformacion (no destructivos): segin el modelo, estan
basados en el desplazamiento de una pequefiisima bola o de un pequefo cilindro al ser
presionados sobre el fruto. Funcionan muy bien con frutos de carne blanda (melocotén,
albaricoque) y poseen la ventaja de su reducido tamafio y bajo precio. No son muy
precisos en frutos de pepita.

b.- Penetrometro manual MagnessTaylor (destructivo): consiste en un dinamdmetro
acoplado a un vastago que se introduce 8 mm en la pulpa de la fruta después de quitar la
piel.

c.- Texturémetro de laboratorio (destructivo): equipo con el que se puede hacer el ensayo
Magness-Taylor y otros como puncion, compresion, corte; aporta mucha mas informacion
y es versatil

Solidos solubles: El contenido de sdlidos solubles (CSS) se determina mediante
refractdmetro (Zapata et al. 2014). Para su evaluacién se utilizaran 2 g de tejido
congelado y molido con nitrégeno liquido, homogenizado en 5 ml de agua destilada y
filtrado (Saavedra, 2015) para la obtencion de extractos totalmente liquidos en cada una
de las réplicas. Con dos gotas de cada extracto se determinara el CSS en grados Brix a

20°C utilizando un refractometro (Atago).

Este analisis en combinacién con medicién de firmeza en pulpa sirve para determinar la
calidad potencial del fruto (Fedefruta, 2012)

Analisis de acidez: Para realizar la determinacion se hara uso de un vaso precipitado de
150 ml donde se colocaran 5 ml de mosto (jugo de la muestra)(1/10, v/v), se afiadiran 3-4
gotas de fenolftaleina al 1% para titular con hidréxido de sodio o potasio 0,1 N, el mosto
estara en constante agitacion lo que dure el proceso (Soyomayor, 1984). Los resultados se
expresaran en proporcion CSS/AT (Saavedra, 2015).

Peso: Se evaluara el peso de los frutos por cada tratamiento en una balanza calibrada
analitica, antes de la aplicacion del producto y dos horas luego de la aplicacién para

determinar variaciones.

Brillo: Colorimetria: El colorimetro AGROCOLOR define una escala de 0 a 100 entre el
color mas claro y el mas oscuro (0 para el mas claro y 100 para el mas oscuro). Las
muestras de de colores a usar son AGROCOLOR® Tipo G trabaja en los matices de verde
y AGROCOLOR® Tipo B trabaja en los matices de azul.
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Antocianinas: La concentracion de antocianina se determinara por el método de pH-
diferencial (Giusti y Wrolstad, 2001). Para ello, una alicuota de extracto de antocianina se
mezclara con tampon a pH 1.0 de cloruro de potasio 0.025 M (ajustado con acido
clorhidrico) y otra con tampdn a pH 4.5 de acetato de sodio 0.4 M (ajustado con &cido
acético).

La diferencia en la absorbancia a la longitud de onda de maxima absorciéon (510 nm) es
proporcional al contenido de antocianinas (Wrolstad, 1993). Posteriormente y con el
propdsito de efectuar la correccién de la medida debida a la presencia de compuestos
degradados o sustancias interferentes, se medira la absorbancia a 700 nm. Las mediciones
se realizardn con un espectrofotometro con un blanco de agua ultra pura. La
concentracion de las antocianinas se expresaran como mg cianidina-3-glucdsido/100mL de

extracto de acuerdo a la siguiente expresion (Wrolstad et al., 2005).

ah = ‘:A!‘JD & A?m)gﬁa . (Agw - %]tﬂ-ﬂs Ecuacion 1

AAPM FD 1000
€1

AT (mgiL) = Ecuacion 2

Dénde:

AT: Antocianinas totales

AA: Cambio en la absorbancia

PM: Masa molecular para cianidina-3-glucésido, 449.2 g/mol

FD: Factor de dilucion

€: Coeficiente de extincion molar para cianidina-3-glucdsido, 26900
I: Longitud de paso de celda, 1cm

1000: factor de conversion de gramos a miligramos

Sabor:

1ra) Se realizard de forma previa una degustacion de uvas, arandanos y cerezas para
reunir datos y definir los parametros a considerar en la generacion de una encuesta. Se
recurrira a cincuenta personas, cada una contara con cinco arandanos que deberd
consumir al mismo tiempo y manifestar su percepcion.

2da) Definidos los parametros a medir en la degustacion y haciendo uso de escala de
preferencia creada previamente, se encuestaran 36 personas con 20 arandanos, 4

arandanos de cada tratamiento.

En las figuras se observd que tanto para Cereza (fig. xx) como para Arandano (fig. xx)
tratados con extractos de algas, los frutos presentaron una pérdida de peso
significativamente menor que el control negativo y con Cloruro de benzalconio y entre

cada tratamiento con extracto de alga no hubo diferencias significativas, indicando que
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actla los extractos mejor incluso que el control sin desinfectante ya que mantiene su
peso.

Con respecto al Brillo y acidez los tratamientos con extractos de algas, control negativo y
desinfectante comercial no hubo diferencias significativas, indicando que el desinfectante
no produce alteraciones de las caracteristicas comerciales de arandano y cerezas.

En las figuras 8 y 9 se muestran los resultados del andlisis organoléptico donde los
tratamientos cuantificados son: desinfectante comercial (i); MRQ23 (ii); MRQ24 (iii);
MRQ23+MRQ24 (iv); Agua (v); y Control Absoluto (vi).

Segun los resultados La formulacion final del desinfectante ambiental incluye 0,6 mg/mi

de extracto de Ulva sp. y 2,6 mg/ml de extracto de Mazzaella sp. diluido en agua.

Ensayos de disminucion de la carga ambiental del desinfectante ambiental en
packing.

Se realizara el ensayo en sala de mantencion y de descarte de Packing de la region
del Biobio. Para esto se tomara muestras ambientales, posteriormente se nebulizara con el
desinfectante ambiental formulado
La formulacion final del desinfectante ambiental incluye 0,6 mg/ml de extracto de Ulva sp.
y 2,6 mg/ml de extracto de Mazzaella sp. diluido en agua y sera aplicado a través de
equipo nebulizador X3 para la desinfeccion ambiental y el equipo movil MO NEXT 0122
para desinfeccion de superficies.

Las Muestras ambientales: Para realizar el monitoreo ambiental de fitopatégenos se usara
el aerobiocolector AirTest Omega, realizando muestreos de hongos y bacterias antes y
después de la aplicacion del producto desarrollado. Este equipo esta disefiado y fabricado
de acuerdo con los requerimientos de la norma BS EN ISO 14698. Puede trabajar con 5
volumenes de muestreo regulables de 10, 50, 100, 250 y 500 | de aire. Este sistema tiene
como principio de funcionamiento el impacto directo de los microorganismos, a través de
una criba, sobre un medio de cultivo. El caudal y la velocidad del aire estan controlados,
pudiéndose utilizar volimenes de muestra desde 10 a 1000 litros y permitiendo la
recogida de microorganismos desde 0,3 um. Generalmente, en el andlisis de ambientes se
determinan Gérmenes totales y Mohos, aunque variando el medio de cultivo puede
utilizarse para otros microorganismos.

Las placas utilizadas en el analisis, convenientemente identificadas, deben colocarse en la
estufa de cultivo. En la siguiente tabla se detallan las condiciones incubaciéon para

recuentos de gérmenes totales y, mohos y levaduras.
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Parametros Gérmenes totales = Mohos y levaduras

Temperatura 37 0C 30 oC
Tiempo 48 horas 72 horas, repeFlr lectura
a los 5 dias.

Lectura e interpretacion de resultados: A partir de los recuentos realizados (expresados
como ufc), se calcula el resultado para expresarlo como NMP (nimero mas probable) por
m3. El valor NMP se calcula a partir del dato de las ufc obtenidas en la placa, mediante la

aplicacion de la ley de Feller. Los Recuentos postaplicacion del desinfectante deben ser <

2% inicial (UFC/m2).
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REIVINDICACIONES

1. Una formulacion desinfectante ambiental CARACTERIZADA porque comprende
a) 0,4-1,2 mg/ml de extracto de Ulva sp.;
b) 2,0-3,2 mg/ml de extracto de Mazzaella sp.;
c) 0.04 - 0.16 % v/v solucidon Metanol/ Acetona (1/1); y

d) agua c.s.p.

2. Una formulacidn desinfectante ambiental, segun reivindicacion 1, CARACTERIZADA

porque es inocua y es compatible con los cultivos organicos.

3. Uso de una formulacion desinfectante ambiental, segin reivindicacion 1,
CARACTERIZADA porque su utilizacion permite desinfectar tanto el aire, como las

superficies y evitando el reasentamiento de los fitopatdgenos.

4. Uso de una formulacién desinfectante ambiental, seglin reivindicacion 3,
CARACTERIZADA porque se puede utilizar directamente sobre los frutos.

5. Uso de una formulacién desinfectante ambiental, segln reivindicacion 3,
CARACTERIZADA porque su utilizacion permite la inhibicion del crecimiento de
fitopatdgenos postcosecha como Botritys cinerea, Aspergillus spp., Penicillium spp.,

y Pseudomonas syringae.

6. Uso de una formulacion desinfectante ambiental, segun reivindicacion 3,
CARACTERIZADA porque su utilizacion es integrada al proceso de Limpieza y

Desinfeccidn en bodegas almacenadoras y empaquetadoras de alimentos.
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EVALUACION ECONOMICA

Para determinar cuan atractivo es el proyecto presentado, es necesario evaluarlo
econdmicamente. Esta evaluacién involucra el estudio de los flujos de caja esperados
durante la vida del proyecto. Inicialmente, se hara una revisién de los aspectos productivos
para luego, obtener los flujos de caja y posteriormente, su evaluacion.

PRODUCCION

La revision de los aspectos productivos del proyecto nos proporciona los costos de
produccién del desinfectante. Inicialmente se debe identificar el proceso productivo para
luego, determinar los requerimientos y costos incurridos en insumos y en recursos humanos
para la elaboracién del desinfectante.

Proceso de Produccion

El proceso de producciéon del desinfectante estd compuesto por dos grandes partes:
obtencion del extracto y obtencion del desinfectante. A continuacién, se describen las partes
de cada una de estas, ademas del uso de insumos y equipamiento respectivo. Inicialmente
los resultados de la obtencién del extracto son logrados utilizando como materia prima 9
kilos de alga.

Obtencién del extracto

Recoleccion. En esta etapa se recolectan las algas de las cuales se obtendra el extracto.
En particular, son dos los tipos de algas consideradas para tal efecto: Mazzaella
laminarioidesy Ulva sp. Inicialmente se ha obtenido directamente de la fuente, sin embargo,
en la medida que se aumente la cantidad de desinfectante a producir, sera necesario
comprar las algas a recolectores. Son recolectados 9 kilos de alga.

Lavado. En esta etapa las algas son lavadas con la finalidad de eliminar restos indeseados
como arena y organismos marinos. Para este fin es necesario el uso de agua potable, el
cual se estima en una razén de 5 litros por kilo de alga.

Secado. En esta etapa las algas son secadas y deshidratadas para eliminar el exceso de
agua proveniente de la etapa anterior. Para este fin es necesario el uso de una camara de
secado.

Maceracion. En esta etapa las algas son dejadas en matraces para su maceracion con
solventes organicos (acetona 50%: metanol 50%). Para este fin son necesarios 9 matraces
y 16 litros de cada solvente.

Filtrado. En esta etapa las algas son filtradas para eliminar el exceso de solvente
proveniente de la etapa anterior. Para este fin es necesario el uso de un embudo y 10
pliegos de papel filtro.

Concentracion. En esta etapa las algas son llevadas al rotavapor para eliminar los solventes
restantes y aumentar la concentracion del extracto. Para este fin son necesarios 12
matraces y el uso de un rotavapor.



Liofilizacion. En esta etapa el extracto es secado mediante liofilizacion. Para este fin es
necesario el uso de un liofilizador, el cual implica un gasto fijo de 3 litros de aceite cada 2
meses de operaciéon del equipo.

Almacenado. En esta etapa los extractos son almacenados a baja temperatura a la espera
de ser utilizados en la elaboracion del desinfectante. Para este fin son necesarios 13,13
viales y el uso de una camara de frio.

Obtencion del desinfectante

Preparacion. En esta etapa el extracto es disuelto hasta alcanzar una concentracion de 3,2
mg/ml (2,6 mg/ml de Mazzaella laminarioides y 0,6 mg/ml de Ulva sp.). Para este fin es
necesario el uso de 49,22 litros de agua potable, y 7,88 mililitros de acetona y de metanol
como disolvente; y como conservante, 0,06 kilos de sorbato de potasio.

Envasado. En esta etapa el desinfectante es envasado para su posterior venta. Para este
fin es necesario el uso 2,46 envases de 20 litros, y sus respectivas etiquetas.

Requerimientos de Insumos

A continuacién, se detalla los requerimientos de insumos necesarios para el procesamiento
de 9 kilos de alga, y por tanto, la elaboracién de 49,22 litros de desinfectante.

Etapa Insumo Unidad | Cantidad
Recoleccion Alga kg 9
Lavado Agua potable | 45
Maceracion Matraz u 9

Acetona | 16
Metanol | 16
Filtrado Embudo u 1
Papel filtro u 10
Concentracion | Matraz u 12
Liofilizacion Aceite’ [ -
Almacenado Vial u 13,13
Preparacién Agua potable I 49,22
Acetona | 7,88e-3
Metanol | 7,88e-3
Sorbato de potasio kg 0,06
Envasado Envase u 2,46
Etiqueta u 2,46

Tabla 1. Requerimientos de insumos para la elaboracion de 49,22 | de desinfectante.

Ensayos en laboratorio han determinado que los rendimientos de extractos algales son los
siguientes:

Alga (kg) | Extracto (g) | Rendimiento (%)
Mazzaella laminarioides 3,66 67,72 1,85
Ulva sp. 3,45 44 65 1,29

Tabla 2. Rendimientos de extractos algales.

! Costo fijo.



Para efectos de calculo, el rendimiento del alga ha sido considerado como el promedio
ponderado de los rendimientos mostrados, obteniendo por tanto, un rendimiento del 1,75%.
Con este dato, si se considera un desinfectante con una concentracién de 3,2 g/l y una
densidad de 1 g/ml aproximadamente, es posible obtener la relacion entre kilos de alga y
kilos de desinfectante, la cual corresponde a 0,18. Es decir, para la obtencion de 1 kilo de
desinfectante es necesario el uso de 0,18 kilos de alga (180 gramos de alga).

Con la informacion anterior y lo observado en laboratorio, es posible proyectar los
requerimientos de insumos para la obtencién de un kilo de desinfectante.

Etapa Insumo Unidad | Cantidad
Recoleccién Alga kg 0,18
Lavado Agua potable I 0,91
Maceracion Matraz u 0,18

Acetona | 0,33
Metanol | 0,33
Filtrado Embudo u 0,02
Papel filtro u 0,20
Concentracion | Matraz u 0,24
Liofilizacion Aceite | -
Almacenado Vial u 0,27
Preparacién Agua potable I 1,00
Acetona [ 1,60e-4
Metanol I 1,60e-4
Sorbato de potasio kg 1,22e-3
Envasado Envase u 0,05
Etiqueta u 0,05

Tabla 3. Requerimientos de insumos para la elaboracion de 1 kg de desinfectante.

Requerimientos de Energia

A continuacion, se detalla los requerimientos de energia necesarios para la elaboracion del
desinfectante.

Equipo Potencia (kW) | Tiempo (h) | Costo Mensual ($)
Camara de frio 1,03 720 73.240,42
Camara de secado 62,76 240 1.487.562,62
Liofilizador 33,00 240 782.179,20
Rotavapor 6,30 240 149.325,12
Total 2.492.307,36

Tabla 4. Requerimientos de energia.
Se ha considerado una tarifa de electricidad de $ 98,76 / kWh.

Requerimientos de Recursos Humanos

A continuacion, se detalla los requerimientos de recursos humanos necesarios para la
elaboracion del desinfectante.



Recursos Humanos | Cantidad | Costo Mensual ($)
Administrador 1 900.000
Administrativo 1 550.000
Técnico 2 1.000.000
Vendedor 2 600.0007?
Total 3.050.000

Tabla 5. Requerimientos de recursos humanos.

Para efectos de calculo de los costos de produccion, solo se debe considerar el costo de
los técnicos, ya que solo estos forman parte de la mano de obra directa.

Costos de Produccién

Considerando lo anterior, a continuacion se detallan los costos asociados a cada insumo
ara la elaboracion de 1 kilo de desinfectante.

Insumo® Unidad | Cantidad | Costo Unitario | Costo Total
Alga kg 0,18 300 54,00
Agua potable | 1,91 0,395 0,75
Matraz de vidrio 5 | u 1,83e-3 31.943 58,46
Acetona 1 | | 0,33 8.776 289,614
Metanol 1 | I 0,33 4.225 139,43*
Embudo u 2,03e-4 6.259 1,27
Pliego de papel filtro 3 mm u 0,20 1.433 286,60
Matraz de vidrio de fondo
redondo 250 ml u 2,44e-3 2.787 6,80
Vial ambar con tapa rosca 12 ml u 0,27 332 89,64
Sorbato de potasio 1 kg kg 1,22e-3 19.900 2428
Envase de plastico 20 | u 0,05 2.750 137,50
Etiqueta adhesiva u 0,05 90 4,50
Total Insumos $ 1.092,84
Energia eléctrica | kwh 3,15 98,76 311,09
Total Energia $ 311,09
Técnicos | | 200 | 62,50 125,00
Total Recursos Humanos $ 125,00
Total $ 1.528,93

Tabla 6. Costos de produccion para la elaboracion de 1 kg de desinfectante.

Del resultado anterior, se obtiene que el costo para producir 1 kilo de desinfectante es igual
a $ 1.528,93. Este valor considera la reutilizacion de los solventes acetona y metanol en
hasta un 90%, por lo tanto, para la elaboracién de un nuevo batch se necesita sélo un 10%
de solvente nuevo. El costo del primer batch es de $ 5.390,67, considerando un costo en
acetona y en metanol de $ 2.896,08 y $ 1.394,25 respectivamente. Si bien este primer batch
aumenta el costo de produccién promedio, lo cierto es que en la medida que se continte
produciendo, el costo de produccién promedio tendera al valor obtenido, es decir, $
1.528,93.

2 Sueldo base.
3 Material de vidrio puede utilizarse hasta 100 veces.
#Incluye la reutilizacién del solvente en hasta un 90%.



CONSTRUCCION FLUJOS DE CAJA

A continuacién, se muestra la estructura basica que sigue un flujo de caja.

+ Ingresos afectos a impuestos

- Egresos afectos a impuestos

- Gastos no desembolsables

= Utilidad Antes de Impuesto

- Impuesto

= Utilidad Después de Impuesto

+ Ajustes por gastos no desembolsables
- Egresos no afectos a impuestos

= Flujo de Caja

Tabla 7. Estructura general de un flujo de caja.

Tras identificar cada componente, se procede a la construccién de los flujos de caja para
medir la rentabilidad del proyecto.

El horizonte de evaluacion se ha determinado en 10 afios. Este periodo de tiempo
representa fielmente un ciclo del proyecto, marcado por el fin de la vida util contable de
algunos activos, lo que implica venderlos y reinvertir en equipamiento nuevo, generando
nuevos movimientos de caja.

Ingresos Afectos a Impuestos

Estan constituidos por el ingreso por venta de productos y el ingreso por venta de activos.

Ingreso por venta de productos

Para obtener el primer componente, es necesario conocer el precio de venta y el volumen
de produccién.

e Precio de venta

Para la determinacion del precio de venta es necesario considerar dos aspectos: los costos
de produccién y los factores competitivos. El primero de ellos, se basa en calcular el costo
unitario de produccién para obtener un precio base. Evidentemente el precio del producto
debe ser mayor a este valor en una cierta cantidad (margen) definida. El segundo, se basa
en realizar benchmarks de la competencia, para obtener un precio de referencia con el cual
se maneja el mercado. A continuacién, se muestran otros desinfectantes y sus respectivos
precios.

Desinfectante Precio ($)
Acido lactico 7.000
Acido peracético 2.200
Amonio cuaternario 1.900

Tabla 8. Precio por kilo de otros desinfectantes.

Si se aplica lo anteriormente mencionado, en la primera situacion se obtiene un costo
unitario de producciéon de $ 1.529. Para la segunda situacion, es conveniente revisar la tabla
anterior, en donde se pueden apreciar los precios de algunos desinfectantes. Con respecto



a esto ultimo, se debe tomar como verdadera referencia los desinfectantes a base de acido
lactico y acido peraceético, ya que debido a sus caracteristicas organicas, se asemejan mas
al desinfectante propuesto.

A partir de los resultados obtenidos, se puede concluir que al menos se debe cobrar un
precio de $ 1.529 (precio base), y si se desea ser competitivo, un precio menor que $ 7.000
(precio de referencia). Teniendo esto en consideracion, se determina que el precio del
desinfectante sea igual a $ 2.500, obteniendo un margen de 38,84%.

e Volumen de produccion

Para el primer afio de operacion se ha estimado una produccién de 96 toneladas, esto
equivale a 8.000 kilos mensuales. Para los afios posteriores, se ha utilizado como base las
proyecciones del crecimiento del pais para el periodo del proyecto, las cuales indican un
crecimiento promedio del 3,68% anual. Esto nos sugiere un incremento de ventas del 3,68%
por afio. Considerando este dato, se estima un incremento del volumen de produccion del
5% anual.

Volumen de Produccion (kg)
96.000
100.800
105.840
111.132
116.689
122.523
128.649
135.082
141.836
148.928

Tabla 9. Volumenes de produccién proyectados.
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Finalmente, con el precio de venta y el volumen de produccion ya definidos, se puede
obtener el ingreso por venta de productos tal como se muestra a continuacion.
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Ingreso por Venta de Productos ($)
240.000.000
252.000.000
264.600.000
277.830.000
291.721.500
306.307.575
321.622.954
337.704.101
354.589.307
372.318.772

Tabla 10. Ingresos por venta de productos proyectados.




Ingreso por venta de activos

Para obtener el segundo componente, es necesario conocer el nivel de inversiéon de los
activos vendidos (por haber cumplido su vida util), y un porcentaje estimado de lo que se
pretende recuperar al vender. Si se considera que es posible recuperar un 10% de lo

invertido, se obtiene lo siguiente en el afio 10y 15.

Equipo Vida Util (afios) | Costo ($) | Ingreso por Venta de Equipos ($)
Camara de frio 10 2.449.000 244,900
Camara de secado 15 5.375.033 537.503
Liofilizador 15 7.233.273 723.327
Rotavapor 15 3.532.248 353.225
Total Aho 10 244,900
Total Afio 15 1.614.055

Tabla 11. Ingreso por venta de equipos.

Ademas, se debe considerar los ingresos obtenidos por las licencias otorgadas, los cuales
se estiman que correspondan al 3% del ingreso por venta de productos.

Ingreso por Venta de Licencias ($)
7.200.000
7.560.000
7.938.000
8.334.000
8.751.645
9.189.227
9.648.689
10.131.123
10.637.679
11.169.563

Tabla 12. Ingresos por venta de licencias proyectados.

8(000\10)01-&0)!\)—*%;
o

Finalmente, con el ingreso por venta de equipos y licencias ya definido, se puede obtener
el ingreso por venta de activos tal como se muestra a continuacion.
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Ingreso por Venta de Activos ($)
7.200.000
7.560.000
7.938.000
8.334.000
8.751.645
9.189.227
9.648.689
10.131.123
10.637.679
11.414.463

Tabla 13. Ingresos por venta de activos proyectados.




Egresos Afectos a Impuestos

Estan constituidos por los costos fijos y variables de produccion, y los gastos de
administracion y ventas. Para obtener el primer componente, es necesario considerar
aquellos costos que son independientes del volumen de produccion. Los costos fijos a
considerar son los costos fijos de los servicios basicos, aceite del liofilizador y mantencion
(5% inversion en equipos). Para obtener el segundo componente es necesario considerar
el volumen de produccion y el costo unitario de produccién; mientras que, para obtener el
tercer componente, es necesario considerar remuneraciones y comisiones (5% ingreso por
venta de productos), gastos destinados a movilizacién, viaticos y marketing, arrendamiento
de galpdn, y patentamiento, este ultimo con un valor de $ 2.700.000 un unico afo.

Insumo Costo Fijo Mensual ($) | Costo Fijo Anual ($)
Agua 16.263 195.156
Electricidad 1.052 12.624
Aceite 29.850 358.200
Mantencion 77.456 929.478
Total 124.622 1.495.458

Tabla 14. Costos fijos de produccion.

Costo Variable ($)
146.784.000
154.123.200
161.829.360
169.920.828
178.416.869
187.337.713
196.704.599
206.539.828
216.866.820

10 227.710.161

Tabla 15. Costos variables de produccion proyectados.
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Comisiones ($)
12.000.000
12.600.000
13.230.000
13.891.500
14.586.075
15.315.378
16.081.148
16.885.205
17.729.465
18.615.939

Tabla 16. Comisiones proyectadas.




Gastos Costo Mensual ($) | Costo Anual ($)
Remuneraciones 2.450.000 29.400.000
Movilizacién y viaticos 1.000.000 12.000.000
Marketing 1.400.000 16.800.000
Arrendamiento 2.000.000 24.000.000
Total 6.850.000 82.200.000

Tabla 17. Gastos de administracién y ventas.

Gastos No Desembolsables

Estan constituidos por la depreciacion (lineal) de la totalidad de los activos y el valor libro
de los que son vendidos. Para obtener el primer componente, es necesario conocer el nivel
de inversién respectivo y la vida util contable segun el tipo de activo. A continuacion, se

muestra la depreciacién anual por activos.

Activo Vida Util (afios) | Costo ($) | Depreciacion Anual ($)
Camara de frio 10 2.449.000 244.900
Camara de secado 15 5.375.033 358.336
Liofilizador 15 7.233.273 482.219
Rotavapor 15 3.532.248 235.483
Total 18.589.554 1.320.938

Tabla 18. Depreciacion anual activos.

Para obtener el segundo componente, es necesario trabajar con la informacion anterior,
considerando el nivel de inversion de los activos que se venden al inicio del afio 9, y su
depreciacion anual. En el caso propuesto, es evidente que el valor libro es igual a 0, ya que
los activos se han depreciado completamente. Sin embargo, en caso de que un activo se
venda antes de cumplir su vida util, el valor libro es calculado por la siguiente expresion:

Valor Libro = Inversion - Depreciacion Acumulada*

Impuesto

Esta constituido por el Impuesto de Primera Categoria, impuesto aplicado sobre las
utilidades de las empresas, el cual corresponde al 25%. No obstante, por efecto de la
Reforma Tributaria 2014, este valor crecera gradualmente. Frente a esta situacion, por
simplicidad, se ha optado por trabajar con este Unico valor. A continuacion, se muestra el
desembolso por concepto de impuestos.

% Es la depreciacién que se ha acumulado por el transcurso de los afios. Se calcula como la depreciacion
anual por la cantidad de afios hasta su venta.
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Impuesto ($)
174.901
1.955.101
3.115.561
4.334.044
5.613.451
6.956.829
8.367.375
9.848.449
11.403.576
13.097.685

Tabla 19. Impuestos proyectados.

Egresos no afectos a impuestos

Estd constituido por las diversas inversiones que se realizan durante el horizonte de
evaluacion, como por ejemplo la inversion inicial, la inversién en capital de trabajo y la
inversion de reemplazo. Para el caso propuesto, la inversion inicial es igual a $ 18.589.554,
y corresponde a la inversion realizada en equipos. La inversién en capital de trabajo es igual
a $ 53.830.865, y corresponde a los costos de operacién de 3 meses. Ambas inversiones
son realizadas en el afio 0. Por otro lado, la inversion de reemplazo es igual a $ 2.449.000,
y corresponde a la inversion realizada en activos que han cumplido con su vida util durante
el horizonte de evaluacién (camara de frio), y por tanto, deben ser reemplazados. Como se
puede suponer, esta inversion es realizada en el afio 10.

Inversion Costo ($)
Inversién inicial 18.589.554
Inversion en capital de trabajo | 53.830.865
Inversion de reemplazo 2.449.000
Total Afio O 72.420.419
Total Afio 10 2.449.000

Tabla 20. Inversiones proyectadas.



FLUJOS DE CAJA

Luego de haber calculado cada componente, se pueden construir los flujos de caja. A continuacién, se muestran los resultados
obtenidos.

(miles de S) 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Ingresos - 240.000 | 252.000 | 264.600 | 277.830 | 291.722 | 306.308 | 321.623 | 337.704 | 354.589 | 372.319
Venta activo - 7.200 | 7.560 | 7.938 | 8.335 | 8.752 | 9.189 | 9.649 | 10.131 | 10.638 | 11.414
Costos fijos produccion - 1.495 | 1.495 1.495 1495 | 1.495 | 1.495 1.495 1.495 | 1.495 1.495
Costos variables produccion - 146.777 | 154.115 | 161.822 | 169.913 | 178.408 | 187.329 | 196.695 | 206.530 | 216.856 | 227.700
Gastos administracion y venta - 96.900 | 94.800 | 95.430 | 96.092 | 96.786 | 97.515 | 98.281 | 99.085 | 99.929 |100.816
Depreciacién - 1.321 | 1.321 | 1.321 1.321 | 1.321 | 1.321 | 1.321 | 1.321 | 1.321 1.321
Utilidad Antes de Impuesto - 707 7.828 | 12.470 | 17.344 | 22.462 | 27.836 | 33.479 | 39.404 | 45.625 | 52.402
Impuesto - 177 1.957 | 3.118 | 4.336 | 5.616 | 6.959 | 8.370 | 9.851 | 11.406 | 13.100
Utilidad Después de Impuesto - 530 5.871 | 9.353 | 13.008 | 16.847 | 20.877 | 25.109 | 29.553 | 34.219 | 39.301
Depreciaciéon - 1.321 | 1.321 | 1.321 1321 | 1.321 | 1.321 | 1.321 1.321 | 1.321 1.321
Inversion inicial 18.590 - - - - - - - - - -
Inversidn en capital de trabajo 53.831 - - - - - - - - - -
Inversién de reemplazo - - - - - - - - - - 2.449
Recuperacién de capital de trabajo - - - - - - - - - - 53.831
Flujo de Caja -72.420| 1.851 | 7.192 | 10.673 | 14.329 | 18.168 | 22.198 | 26.430 | 30.874 | 35.540 | 92.004

Tabla 21. Detalle flujos de caja.



ANALISIS FLUJOS DE CAJA

Tras la construccion de los flujos de caja, es necesario aplicar ciertos métodos que permitan
evaluar los resultados obtenidos.

Valor actual neto

Este método consiste en valorar en moneda actual, los flujos de caja futuros obtenidos con
el proyecto.

El criterio de decision de este método es:

Si VAN 2 $ 0, entonces el proyecto debe aceptarse
Para el proyecto, considerando una tasa de descuento del 12%, se obtiene un VAN igual a
$ 35.793.77,48. A partir de estos resultados se puede concluir que el proyecto debiera

aceptarse.

Tasa interna de retorno

Este método consiste en evaluar el proyecto en funcién de una Unica tasa de rendimiento
por periodo, con la cual la totalidad de los flujos de caja futuros, expresados en moneda
actual, son exactamente iguales a la inversion en el periodo O.

El criterio de decision de este método es:
Si TIR 2 i, entonces el proyecto debe aceptarse
donde i es la minima tasa de rendimiento aceptada. Para el proyecto, se obtiene una TIR

igual a 19,55%. Al ser contrastados con una tasa de rendimiento del 12%, se puede concluir
que el proyecto debiera aceptarse.

Indicador Resultado
VAN $ 35.793.077,48
TIR 19,55%

Tabla 22. Resultados de los indicadores.



Reporte de Posibles Licenciatarios

Con el fin de llevar a cabo la totalidad de las actividades del objetivo especifico nimero 6, atendiendo al
desarrollo de sus indicadores, es que se ha procedido a realizar una “prospeccién de potenciales licenciatarios”,
de la cual se desprenden las siguientes entidades:

ECOMBIO LIMITADA

Vidal y Urrutia limitada tiene directamente o por intermedio de terceros, individualmente o en conjunto con

otros, dentro del territorio de la republica de chile o en el extranjero los siguientes objetivos:

a)

b)

d)
e)

f)

g)

Disefio, construccion, asesoria técnica y/ o administracion de procesos biotecnoldgicos de tratamiento
de residuos biolégicos o bacterioldgicos de agua, gases y sélidos, incluyendo suelos, lodos y residuos, asi
como de cualquier otro elemento que directamente o indirectamente esté relacionado con el medio
ambiente.

La prestaciéon de servicios de laboratorio y la realizacion de todo tipo de andlisis fisicos, quimicos,
bioldgicos o bacterioldgicos de agua, gases y sdlidos, incluyendo suelos, lodos y residuos, asi como de
cualquier otro elemento que directamente o indirectamente esté relacionado con el medio ambiente y
su proteccion.

El estudio, desarrollo, implementacion, construccion y explotacién de sistemas de solucién para el
manejo de agua, gases y solidos, incluyendo suelos, lodos y residuos, asi como de cualquier otro
elemento que directamente o indirectamente esté relacionado con el medio ambiente y su proteccidn.
Representacion de empresas de biotecnologia tanto nacional como extranjera.

La importacién y comercializacidn de toda clase de bienes y servicios y la explotacién de los mismos y en
especial la compraventa o arrendamiento de materiales, equipos, vehiculos, maquinarias e insumos para
el desarrollo de toda clase de actividades vinculadas con la prestacién de servicios sanitarios o de otra
naturaleza, de disposicién de residuos y de laboratorio y la prestacién de toda clase de asesorias y otros
servicios del drea, como asimismo la representacién en chile de fabricantes o comercializadoras de
equipos, maquinarias o insumos para la prestacion de servicios de biotecnologia y laboratorio.

La realizacion de inversiones en toda clase de bienes muebles e inmuebles, sean estos corporales e
incorporales, incluyendo la adquisicion de acciones en sociedades anénimas, sociedades por acciones,
derechos en sociedades de personas, debentures, bonos, efectos de comercio y toda clase de valores
mobiliarios en instrumentos de inversién y la administracion de estas inversiones y sus frutos.

La participacion como inversionista socio, participe o asesora en toda clase de proyectos y el desarrollo
de los mismos por cuenta propia o0 ajena o en asociacién con terceros.

La realizacién de todas aquellas actividades comerciales o industriales que fueren complementarios o
anexas al giro principal.

Debido a la gama de objetivos, todos concernientes al desarrollo de biotecnologia y su aplicacion en tematicas

productivas, es que se ha decidido llevar a cabo las gestiones concernientes a una "Opcidn de Licencia" entre la
UNIVERSIDAD DE CONCEPCION vy la empresa Asociada al proyecto ECOMBIO LIMITADA. Esto, complementado a
su vez, con un “ACUERDO DE TRANSFERENCIA DE MATERIAL”, entre el PROVEEDOR: UNIVERSIDAD DE



CONCEPCION y el RECEPTOR: VIDAL Y URRUTIA LIMITADA, donde se establecen las facultades para
“Proporcionar al RECEPTOR “Férmula del PROVEEDOR”, con el fin de fabricar un desinfectante ambiental para
aplicaciones en contenedores de frutas, para lo cual, se autoriza su uso exclusivamente para el desarrollo y
fabricacion de estos productos, a partir extractos naturales, formulados por el PROVEEDOR”.

OoXiQUIiM S.A.

Oxiguim S.A. es una de las principales empresas del negocio quimico integral de Chile. Participa activamente en
la distribucion y comercializacion de productos quimicos y petroquimicos, tanto en el mercado nacional como
extranjero. Representa de manera exclusiva y en cada una de sus subsidiarias, a compafiias internacionales de
reconocido prestigio.

Como antecedente, OXIQUIM S.A. esta dedicada a la fabricacidon de resinas para la industria de paneles de
madera y resinas industriales, a la distribuciéon de productos quimicos para la industria y la mineria, y a los
servicios de almacenaje y carga/ descarga de naves de gréneles liquidos en sus terminales maritimos ubicados
en la bahia de Quintero y en Coronel.Ademas, La Empresa se destaca por la comercializaciéon de productos para
las industrias de celulosa, piscicultura, pintura, alimentos, textil, curtiembres, farmacéutica, plasticos, agricola y
minera, entre otras.

MARITANO

- es una empresa familiar cuyo giro es la fabricacion y comercializacién de jabones y productos para el lavado de
ropa.Actualmente es administrada por la tercera generacién de la familia Maritano y cuenta con 130
colaboradores distribuidos en su casa matriz ubicada en Talcahuano (VIII regidn, Chile) y la oficina comercial en
Santiago.

En 65 afios, Miguel Maritano Industria de Jabones S.A. se ha forjado un nombre fuerte y goza del respeto, tanto
de sus consumidoras y clientas, como de sus competidores en el exigente mercado de los detergentes. Sus
ventas anuales superan los 20 millones de délares.

Productos y medio ambiente

En el contexto econdémico-social y en busca de la sustentabilidad para satisfacer sus necesidades evitando
perjudicar a generaciones futuras, es que Maritano Industria de Jabones S.A. se ha focalizado en desarrollar
soluciones innovadoras para las personas cuidando el medio ambiente, haciendo un uso mds eficiente de
recursos como el pldstico, el agua y la energia. Reduciendo el impacto negativo que producen las emisiones en
términos de transporte y carga, logrando resultados considerables en términos de eficiencia, ahorro de recursos
y almacenamiento.

En cuanto a sus productos, se encuentran en proceso de desarrollar nuevas dreas de produccién con el objetivo
de entregar productos que sean cada vez mdas amigables con el medio ambiente. Teniendo en carpeta hoy en dia
dos productos estrella en diversas modalidades, como lo son Jabdn Popeye y Jabdn Giselle.



EVALUACION ECONOMICA CON Y SIN PROYECTO

Desinfectante Ambiental para control de patégenos postcosecha de fruta
Proyecto FIA PYT 2015-0127

En esta situacion, el proyecto es evaluado desde el punto de vista del usuario, el
exportador de fruta. Dado que para cada negocio hay ingresos y egresos diferentes, solo
va ser considerado los aspectos relevantes del problema, para todo lo demés se asume
constante. Los factores mas relevantes son: precio, pérdidas, costo del desinfectante y
aspectos comerciales.

CASO 1: USO DE DESINFECTANTE TRADICIONAL
Este caso corresponde a la situacién actual, es decir, utilizando un desinfectante ya
existente en el mercado. El desinfectante escogido es el cloruro de benzalconio, el cual

pertenece a la familia de los desinfectantes conocidos como amonios cuaternarios.

Para efectos de calculo son usados los siguientes datos:

Producto : Cerezas

Precio :$ 2.290 por kilo

Cantidad : 277.000 kilos (primer afio con un incremento anual de 5%)
Desinfectante : Cloruro de benzalconio

Precio :$ 1.900 por kilo

Rendimiento : 10 ml/m?

Se ha escogido un volumen de produccién de 277.000 kilos por afio, ya que corresponde
a la carga maxima que aceptan diez container estandar tipo reefer, con un volumen de
59,3m? cada uno.

Afo | Volumen de Produccion (kg)
277.000
290.850
305.393
320.662
336.695

Tabla 23. Volumen de produccion.
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Con estos datos, se obtienen los ingresos del exportador como se muestra a
continuacion.
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Ingresos (3)
507.464.000
532.837.200
559.479.060
587.453.013
616.825.664

abla 24. Ingresos.
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Es importarte sefalar que las pérdidas debido al transporte pueden llegar hasta el 40%.
Gran parte de esta pérdida es producto del dafio mecanico. De igual manera, se estima
que el 20% de la produccion puede ser rechazada por efecto de fitopatégenos.

Por otra parte, de forma arbitraria, se determina que los costos fijos son iguales a $
207.000.000, y los costos variables corresponden al 50% de los ingresos de la produccién
estipulada (sin pérdidas), ademas del costo del desinfectante. Por consecuencia se
obtiene la siguiente tabla.

Afo | Egresos ($)
524.176.267
540.035.080
556.686.834
574.171.176

992.529,735
Tabla 25. Egresos.
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Flujos de Caja

Luego de haber calculado los componentes, se pueden construir los flujos de caja. A
continuacion, se muestran los resultados obtenidos.

(miles de $) 0 1 2 3 4 5
Ingresos - | 507.464 | 532.837 | 559.479 | 587.453 | 616.826
Egresos - | 524.176 | 540.035 | 556.687 | 574.171 | 592.530
Utilidad Antes de Impuesto -| 16.712 | 7.198 2.792 | 13.282 | 24.296
Impuesto -| 4.178 1.799 698 3,320 6.074
Utilidad Después de Impuesto | - | 12.534 | 5.398 2.094 9.961 18.222
Flujo de Caja - | 12.534 | 5.398 2.094 9.961 18.222

Tabla 26. Detalle flujos de caja.

Analisis Flujos de Caja

Tras la construccion de los flujos de caja, son aplicados los métodos VAN y TIR, para
finalmente evaluar los resultados obtenidos.

Valor actual neto

Para esta situacion, considerando una tasa de descuento del 12%, se obtiene un VAN
igual a $ 2.380.371,35. A partir de estos resultados se puede concluir que esta situacion
resulta atractiva.

Tasa interna de retorno

Para esta situacion, se obtiene una TIR igual a 17,69%. Al ser contrastados con una tasa
de rendimiento del 12%, se puede concluir que esta situacién resulta atractiva.

Indicador Resultado
VAN $ 2.380.371,35
TIR 17,69%

Tabla 27. Resultados de los indicadores.




CASO 2: USO DE DESINFECTANTE A BASE DE MACROALGAS

Este caso corresponde a la situacién proyectada, es decir, utilizando el desinfectante a
base de macroalgas.

Para efectos de calculo son usados los siguientes datos:

Producto : Cerezas

Precio :$2.519 por kilo

Cantidad : 249.300 kilos (primer afio con un incremento anual de 1%)
Desinfectante : Extracto de algas

Precio :$ 2.500 por kilo

Rendimiento : 10 ml/m?®

Como se puede observar, el precio del producto ha aumentado en un 10% de la situacion
anterior debido a que sus caracteristicas son mas beneficiosas y por tanto son
mayormente valoradas. Sin embargo, es un desinfectante mas caro y nuevo, por lo que
algunos exportadores pueden no estar dispuestos a pagar mas ni correr riesgos. Este
hecho puede afectar en las ventas, traduciéndose en un 10% menos de produccién y un
incremento de ventas de solo un 1%. Por otra parte, en comparacion con el cloruro de
benzalconio, el desempefio del desinfectante a base de macroalgas mejora en al menos
un 15%, logrando asi menos pérdidas y por ende, mayores ingresos.

Volumen de Produccion (kg)
249.300
251.793
254.311
256.854
259.423

Tabla 28. Volumen de produccion.
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Con estos datos, se obtiene los ingresos del exportador como se muestra a continuacion.

Afo | Ingresos ($)
1 [518.771.622
2 |523.959.338
3 1529.198.931
4 | 534.490.921
5

%

539.835.830

abla 29. Ingresos.

De la misma forma que en la situacion anterior, se determina que los costos fijos son
iguales a $ 207.000.000, y los costos variables corresponden al 50% de los ingresos,
ademas del costo del desinfectante. Por consecuencia se obtiene la siguiente tabla.
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Afo | Egresos ($)
521.006.693
524.146.759
527.318.227
530.521.409

533.756.623
Tabla 30. Egresos.
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Flujos de Caja

Luego de haber calculado los componentes, se pueden construir los flujos de caja. A
continuacion, se muestran los resultados obtenidos.

(miles de $) 0 1 2 3 4 5
Ingresos - | 518.772 | 523.959 | 529.199 | 534.491 | 539.836
Egresos - 1 521.007 | 524.147 | 527.318 | 530.521 | 533.757
Utilidad Antes de Impuesto -| 2.235 187 1.881 3.970 6.079
Impuesto - 559 47 470 992 1.520
Utilidad Después de Impuesto | - | 1.676 141 1.411 2.977 4.559
Flujo de Caja - | 1.676 141 1.411 2.977 4.559

Tabla 31. Detalle flujos de caja.

Analisis Flujos de Caja

Tras la construccion de los flujos de caja, son aplicados los métodos VAN y TIR, para
finalmente evaluar los resultados obtenidos.

Valor actual neto

Para esta situacion, considerando una tasa de descuento del 12%, se obtiene un VAN
igual a $ 3.459.267,38. A partir de estos resultados se puede concluir que esta situaciéon
resulta atractiva.

Tasa interna de retorno

Para esta situacién, se obtiene una TIR igual a 66,07%. Al ser contrastados con una tasa
de rendimiento del 12%, se puede concluir que esta situacion resulta atractiva.

Indicador Resultado
VAN $ 3.459.267,38
TIR 66,07%

Tabla 32. Resultados de los indicadores.

Al comparar los resultados obtenidos en las dos situaciones, se puede concluir que en las
condiciones presentadas el uso de desinfectante a base de macroalgas es una mejor
alternativa. Usando este desinfectante, ambos indicadores muestran una mejoria, en



particular, el VAN mejora en $ 1.078.896,03 (aumento del 45,3%) y la TIR mejora en
48,38% (aumento del 273,5%).

Esto se puede explicar ya que los aspectos positivos de esta opcion (un mayor precio de
producto y menores perdidas) superan los aspectos negativos (disminuciones de venta y
costo mayor de desinfectante). Esto induce a pensar, ademas, que los indicadores son
mas sensibles a las variaciones de precio que de los demas factores.
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Anexo 5



FICHA TECNICA
Desinfectante Ambiental para control de patégenos postcosecha de fruta
Proyecto FIA PYT 2015-0127

DESCRIPCION GENERAL

El producto es un desinfectante ambiental de aplicacion por nebulizacion, para el control
de contaminacién fungica y bacteriana en alimentos, superficies, circuitos y utensilios de
instalaciones de empresas empaquetadoras, procesadoras, de almacenaje y transporte
de productos agroalimentarios. El producto es un bactericida y fungicida natural, con muy
baja toxicidad y ecotoxicidad. Especialmente indicado para el control de pudricion
postcosecha por Botritys cinérea, Penicillium sp., Aspergillus sp. en uva de mesa,
arandanos y cereza. Por su caracteristica de producto organico natural puede ser usado
en la postcosecha sin problemas de residuos.

INGREDIENTE ACTIVO . Extracto de las macroalgas Ulva sp y Mazzaella
laminaroides

NOMBRE QUIMICO : No corresponde

GRUPO QUIMICO . Producto natural en base a acidos carboxilicos, acidos
fendlicos y terpenos

CLASE DE USO : Producto desinfectante y fungicida biolégico

CONCENTRACION : 2,6 mg/ml de extracto de Mazzaella laminarioides , 0,6

mg/ml de extracto de Ulva sp., 0,4% v/v de acetona/metanol
(1:1) como disolvente; y como conservante 1,2 mg/ml de
sorbato de potasio.

FORMULACION . Liquido

FORMATO . Bidones de 20L

MODO ACCION : Contacto (preventivo y curativo).
PROVEEDOR : Ecombio SA

AUTORIZACION SAG N°  : No determinada

PROPIEDADES FiSICO-QUIMICAS:

a) Aspecto . Liquido

b) Color : amarillo-marrén

c) Olor : Caracteristico, a té de hierbas

d) Estabilidad en almacén : Estable durante 1 afio a temperatura no mayor de 35°C
e) Inflamabilidad . Inflamable

f) Punto de inflamacion . no determinado

g) Corrosividad : No corrosivo



h) Explosividad : No explosivo

i) pH : 6.0

j) Densidad : No determinada

TOXICOLOGIA

a) IC 50 celulas neuroblastoma :0,128 g/L

b) Ecotoxicidad aguda LC50 Daphnia 2 14,4 g/L

c) Ecotixicidad cronica LOEC - 0,312 - 0,625 g/L

d) Ecotixicidad cronica NOEC : 0,312 g/l

e) Categoria Toxicologica . Grupo IV Producto que normalmente no
ofrece peligro

f) Antidoto :No requiere

MODO DE EMPLEQO:

Se emplea a una dosis de 10 mI/m3. Se aplica por nebulizaciéon por via aérea mediante
sistemas de micronebulizacion en frio fijos o moviles. 1 horas para ingresar al sector
tratado, sin equipo de proteccidn personal, realizando una buena ventilacion del sector.

La frecuencia de aplicaciéon es de 7-10 dias.

PRECAUCIONES :

El producto debe ser almacenado en sus envases de origen, cerrados y protegidos de la
luz solar y las temperaturas extremas.

No verter el producto directamente a pozos, riachuelos, rios o lagos.

No reutilice los envases vacios.

No altera las caracteristicas organolépticas de los frutos

Se recomienda utilizar el producto dentro de un programa de control de la enfermedad, de
manera de alternar su uso con otros productos de diferente composicién quimica y modo
de accion.

COMPATIBILIDAD :

La utilizacion del producto es compatible con la mayoria de los productos fitosanitarios y
afines, por lo que puede complementarse con otras estrategias de control de
contaminacion fungica.

FITOTOXICIDAD :
No es fitotoxico en los cultivos y dosis recomendadas.
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INFORME TECNICO FINAL
INSTRUCTIVO

OBJETIVO

Informar al FIA de los resultados finales e impactos logrados del proyecto; de la metodologia
utilizada y las modificaciones que se le introdujeron; y del uso y situacion presente de los recursos
utilizados, y especialmente de aquellos provistos por el FIA.

FECHA DE REALIZACION
El Coordinador del Proyecto presentara el Informe Final en la fecha estipulada en el contrato.
PROCEDIMIENTOS

El Informe Final debera ser enviado a la Direccién Ejecutiva del FIA, en 3 copias (original y dos
copias) y su correspondiente diskette, acompafiada de una carta de presentacion firmada por el
Coordinador del Proyecto presentando el informe e identificando claramente el proyecto con su
nombre y coédigo. El FIA revisara el informe y dentro de los 45 dias habiles siguientes a la fecha de
recepcion enviara una carta al coordinador del proyecto informando su aceptacion o rechazo. En
caso de rechazo, se informara en detalle las razones. El ejecutor debera corregir los reparos u
observaciones, motivo del rechazo, dentro del plazo determinado por el FIA y que no podra ser
inferior a 10 dias habiles, contados desde la fecha en que fueron comunicadas al ejecutor. El
incumplimiento de la obligacion de subsanar los reparos u observaciones sera también sancionado
con una multa diaria.

La informacién debe ser presentada en forma clara y concordante con los objetivos del proyecto.
El lenguaje debe ser claro, siguiendo las normas de la redaccion cientifica y técnica. El informe
debe incluir o adjuntar los cuadros, graficos, fotografias y diapositivas, publicaciones, tesis,
estudios de mercado, informes de consultoria, material de difusion, material audio-visual, y otros
materiales que complementen o apoyen la informacién y analisis presentados en el texto central;
que hayan sido realizados en el marco del proyecto o sobre la base de los resultados obtenidos.

La informacion presentada en el informe técnico final debe estar vinculada a la informacion
presentada en el informe financiero final.

El FIA se reserva el derecho de publicar una version del Informe Final editada especialmente nara
estos efectos.

CONTENIDO

El informe final técnico y de gestidn debe incluir como minimo, informacion sobre todos y cada uno
de los puntos indicados a continuacion, y siguiendo en lo posible el orden indicado.
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Concepcidn, 24 de enero del 2018

Sr. Rodrigo Gallardo Flores
Fundacion para la Innovacién Agraria
Loreley 1682. La Reina

Santiago

Estimado sefior Gallardo,

Junto con saludar, le hago llegar la lista de asistentes original al Taller de difusién
final proyecto FIA PYT 2015-0127: “ Ecotecnologias naturales para el control de
fitopatdgenos de postcosecha: aplicaciones en frutos y en ambientes de packing”,
realizado en la ciudad de Chillan el dia 15 de diciembre de 2017, en el cual
participaron aproximadamente 20 personas, incluyendo profesionales del rubro
silvoagricola, empresarios, estudiantes e investigadores. Ademas le adjunto las
encuesta de satisfaccion realizada a los asistentes al evento, junto con la tabla
resumen de la encuesta.

Sin otro particular le saluda atentamente,

DRA. KATHERINE SOSSA
Coordinadora proyecto FIA PYT 2015 0127
Facultad de Ciencias Forestales
Centro de Biotecnologia
Universidad de Concepcién
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Tabulacion de Encuentas de Satisfaccion:

Proyecto: Desarrollo de un desinfectante ambiental basado en compuestos de origen natural para el
control de fitopatdgenos postcosecha de la industria agroalimentaria, cédigo: FIA PYT-2015-0127

Titulo Evento: Ecotecnologias naturales para el control de fitopatégenos de postcosecha:
aplicaciones en frutos y en ambientes de packing

Fecha: 15 de Diciembre de 2017

Lugar: Auditorio Suarez Fanjul, Casa Central, Campus Chillan, Universidad de Concepcién. Chillan,
Chile

N° de encuestas: 18

Coordinador: Katherine Sossa Fernandez

Entidad Ejecutora: Universidad de Concepcién

A continuacion se incluye la sumatoria de la valoracion en cada item, de todos los participantes al

taller, donde se valor6 de 1 a 5 cada uno de los aspectos referentes al encuentro, teniendo en cuenta
que la puntuacion mas negativa es 1 y la mas positiva es 5. NR: no responde

1 2 3 4 5 NR | Total

Se ha conseguido el objetivo de la evento 4 14 18
Nivel de conocimientos adquiridos 9 8 18
Aplicacion de estos conocimientos a su quehacer 1 6 11 18
Estoy satisfecho (a) con la realizacion de 4 14 18
esteevento

Los expositores (as) fueron claros en los 3 15 18

contenidos de las presentaciones:

Los expositores (a) fueron receptivos frente a

consultas de los participantes: Y 0 . e

Los contenidos de las presentaciones fueron

adecuados en relacion al objetivo propuesto: * 7 B
El material entregado fue suficiente: 4 14 18
El lugar de realizacién del evento es adecuado

AT e ) 1 17 18
(lluminacidn, climatizacién, etc.):
Organizacién global del evento 1 4 13 18

Formato informe técnico final realizaciéon de eventos de innovacion
Paaina 1 da 2
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Comentarios realizados:

- Falta mas difusion

- Difusion

- Excelente y muy relevante la informacion

Infarme Ta&rnirn Einal RaalizariAn de Evantae AdAa lnnmvarsiAan
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FID

Fundacion para la
Innovacion RZrada

TALLER: Ecotecnologias naturales para el control de fitopatogenos de postcosecha: aplicaciones
en frutos y en ambientes de packing

Proyecto: “Desarrollo de un desinfectante ambiental basado en compuestos de origen natural para el control de
fitopatdgenos postcosecha de la industria agroalimentaria”, cédigo PYT-2015-0127.

15 de Diciembre, Chillan. Chile.

Ne Nombre Actividad | Empresa o Institucién | E-mail contacto Firma

1 | Ivan Urrea Estudiante Magister Universidad de
en Ciencias Concepcion

Agrondémicas

Gloria Molina

Elizabeth
Zapata

Control Plagas

Estudiante

2 | Diego Silva Estudiante Ing. en Universidad de
Biotecnologia Vegetal Concepcion
3 | Lorena Barra Doctorado Udec INIA
Maria José Universidad de
Bustamante Concepcién
Yessenia Asistente Universidad de
Vegga investigacion Concepcidn
Belén Vera Estudiante agronomia  Universidad de

Concepcién

Manejo Integrado de

Plagas Ltda.
Universidad de
Concepcion




£~

s
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9 | Silvia Marillan Universidad de
Romero Concepcién
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TALLER: Ecotecnologias naturales para el control de fitopatogenos de postcosecha:
aplicaciones en frutos y en ambientes de packing

Proyecto: “Desarrollo de un desinfectante ambiental basado en compuestos de origen natural para el control
de fitopatégenos postcosecha de la industria agroalimentaria”, cédigo PYT-2015-0127.

Nombre de la Entidad [Universidad de Concepcion

Ejecutora:

Direccidn:;

Teléfono: Mail:

Coordinador (a): Katherine Sossa

Valore de 1 a 5 cada uno de los aspectos referentes al encuentro, teniendo en cuenta que
la puntuacién mas negativa es 1y la més positiva es 5.

Se ha conseguido el objetivo de la evento

Nivel de conocimientos adquiridos

Aplicacion de estos conocimientos a su quehacer

Estoy satisfecho (a) con la realizacién de este evento

Los expositores {as) fueron claros en los contenidos de las
presentaciones:

Los expositores (a) fueron receptivos frente a consultas de
los participantes:

Los contenidos de las presentaciones fueron adecuados en
relacién al objetivo propuesto:
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El material entregado fue suficiente:

El lugar de realizacidn del evento es adecuado
{lluminacién, climatizacién, etc.):

Organizacion global del evento

Comentarios adicionales: W? /W W &(
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TALLER: Ecotecnologias naturales para el control de fitopatégenos de postcosecha:
aplicaciones en frutos y en ambientes de packing

Proyecto: “Desarrollo de un desinfectante ambiental basado en compuestos de origen natural para el control
de fitopatdgenos postcosecha de la industria agroalimentaria”, cédigo PYT-2015-0127.

Nombre de la Entidad [Universidad de Concepcion

Ejecutora:

Direccion:

Teléfono: Mail:

Coordinador (a): Katherine Sossa

Valore de 1 a 5 cada uno de los aspectos referentes al encuentro, teniendo en cuenta que
la puntuacién mas negativa es 1y la mas positiva es 5.
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Se ha conseguido el objetivo de la evento

Nivel de conocimientos adquiridos

Aplicacion de estos conocimientos a su quehacer

XX | X

Estoy satisfecho (a) con la realizacion de este evento

Los expositores (as) fueron claros en los contenidos de las
presentaciones:

Los expositores (a) fueron receptivos frente a consultas de
los participantes:

Los contenidos de las presentaciones fueron adecuados en
relacion al objetivo propuesto:
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El material entregado fue suficiente:

El lugar de realizacion del evento es adecuado
{(Huminacidn, climatizacion, etc.):
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Organizacidn global del evento )(
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TALLER: Ecotecnologias naturales para el control de fitopatégenos de postcosecha:
aplicaciones en frutos y en ambientes de packing

Proyecto: “Desarrollo de un desinfectante ambiental basado en compuestos de origen natural para el control
de fitopatdgenos postcosecha de la industria agroalimentaria”, cédigo PYT-2015-0127.

Nombre de la Entidad Universidad de Concepcion

Ejecutora:

Direccidn:

Teléfono: Mail:

Katherine Sossa

Coordinador (a):

Valore de 1 a 5 cada uno de los aspectos referentes al encuentro, teniendo en cuenta que
la puntuacién mas negativa es 1y la mas positiva es 5.

Se ha conseguido el objetivo de la evento

Nivel de conocimientos adquiridos

Aplicacion de estos conocimientos a su quehacer

Estoy satisfecho (a) con la realizacion de este evento

Los expositores (as) fueron claros en los contenidos de las
presentaciones;

Los expositores (a) fueron receptivos frente a consultas de
los participantes:

Los contenidos de las presentaciones fueron adecuados en
relacion al objetivo propuesto:

El material entregado fue suficiente:

El lugar de realizacidn del evento es adecuado
{(Huminaciodn, climatizacién, etc.):
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Organizacion global del evento

Comentarios adicionales:
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TALLER: Ecotecnologias naturales para el control de fitopatégenos de postcosecha:
aplicaciones en frutos y en ambientes de packing

Proyecto: “Desarrollo de un desinfectante ambiental basado en compuestos de origen natural para el control
de fitopatégenos postcosecha de la industria agroalimentaria®, cédigo PYT-2015-0127.

Nombre de la Entidad [Universidad de Concepcion

Ejecutora:

Direccion:

Teléfono: Mail:

Coordinador (a): Katherine Sossa

Valore de 1 a 5 cada uno de los aspectos referentes al encuentro, teniendo en cuenta que
la puntuacién mas negativa es 1y la mas positiva es 5.
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Se ha conseguido el objetivo de la evento

Nivel de conocimientos adquiridos

S

Aplicacion de estos conocimientos a su quehacer

Estoy satisfecho (a) con la realizacidn de este evento

Los expositores (as) fueron claros en los contenidos de las
presentaciones:

Los expositores (a) fueron receptivos frente a consultas de
los participantes:

Los contenidos de las presentaciones fueron adecuados en
relacién al objetivo propuesto:

El material entregado fue suficiente:

El lugar de realizacién del evento es adecuado
{lluminacidn, climatizacion, etc.):

Organizacion global del evento
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TALLER: Ecotecnologias naturales para el control de fitopatégenos de postcosecha:
aplicaciones en frutos y en ambientes de packing

Proyecto: “Desarrollo de un desinfectante ambiental basado en compuestos de origen natural para el control
de fitopatdégenos postcosecha de la industria agroalimentaria”, cédigo PYT-2015-0127.

Nombre de la Entidag [Universidad de Concepcion
Ejecutora:

Direccion:

Teléfono: Mail:

Coordinador (a): Katherine Sossa

Valore de 1 a 5 cada uno de los aspectos referentes al encuentro, teniendo en cuenta que
la puntuacidon mas negativa es 1y la mas positiva es 5.

Se ha conseguido el objetivo de la evento ><

Nivel de conocimientos adquiridos

< X

Aplicacién de estos conocimientos a su quehacer

Estoy satisfecho (a) con la realizacion de este evento

Los expositores (as) fueron claros en los contenidos de las
presentaciones:
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