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RESUMEN

La podredumbre marrén, causada por Monilinia
fructicola, es una de las principales enfermedades
que afecta a la fruta de hueso en poscosecha. En
ensayos in vitro se evalud la actividad antiftingica
de distintos aditivos alimentarios, que incluian sales
organicas y parabenos. Trece de los quince agentes
evaluados inhibieron el crecimiento radial del hon-
go. Los agentes y las concentraciones selecciona-
dos fueron evaluados in vivo como ingredientes de
recubrimientos comestibles a base de hidroxipropil
metilcelulosa en ciruelas inoculadas con M. fructico-
la. Los recubrimientos formulados con bicarbonatos
amonico (0,2%) o sédico (2%), parabenos sodico
(0,1%) y sorbato potasico (1%) fueron los mas efec-
tivos reduciendo la incidencia de la enfermedad.
Todos los recubrimientos inhibieron el desarrollo de
la podredumbre, destacando los que contenian car-
bonato o bicarbonato aménico (0,2%), y parabenos
sédicos (0,1%). Los resultados muestran el potencial
de los recubrimientos como alternativa para el con-
trol de la podredumbre marrén de ciruelas.
Palabras clave: Fruta de hueso, Prunus salicina,
Enfermedades de poscosecha, Control alternativo,
Podredumbre marrén.

ABSTRACT

Antifungal activity of food additives in vitro and
as ingredients of hydroxypropyl methylcellulose
edible coatings to control Monilinia fructicola

on plums. Common food preservative agents were
evaluated in in vitro tests for their antifungal activity
against Monilinia fructicola, the most economically
important pathogen causing postharvest disease
of stone fruits. Thirteen out of fifteen agents tested
completely inhibited the radial growth of the fun-
gus. The effective agents and concentrations were
tested as ingredients of hydroxypropyl methylcel-
lulose edible coatings against brown rot disease

on plums inoculated with M. fructicola. Coatings
containing 0.2% ammonium bicarbonate, 2% so-
dium bicarbonate, 0.1% sodium paraben and 1%
potassium sorbate significantly reduced brown rot
incidence. All the tested coatings reduced disease
severity to some extent, but coatings containing
0.1% sodium methylparaben or sodium ethylpara-
ben or 0.2% ammonium carbonate or ammonium
bicarbonate were superior to the rest. Overall, the
results showed that the application of elected anti-
fungal edible coatings is a promising alternative for
the control of postharvest brown rot in plums.

Key words: Stone fruit, Prunus salicina, Postharvest
diseases, Alternative control, Brown rot.
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a podredumbre marrén es una de las princi-

pales enfermedades que afectan a la fruta de

hueso (ciruelas, melocotones, nectarinas, ce-

rezas, albaricoques...) en la etapa poscosecha,
generando importantes pérdidas econdmicas. Dicha
enfermedad estéd causada por hongos del género Mo-
nilinia (sinénimo: Monilia), siendo las especies mas
representativas M. laxa (Aderh. & Ruhl.) Honey, M.
fructicola (G. Wint.) Honey y M. fructigena Honey
ex Whetzel (CASALS et al., 2010). Hasta hace pocos
anos, M. fructicola y M. fructigena no estaban pre-
sentes en Europa y América, respectivamente. Sin
embargo, M. fructicola se ha introducido reciente-
mente en Europa, siendo detectada en Espana por
primera vez en el aio 2006. Desde entonces, se ha
convertido en la causa mas frecuente de podredum-
bre marrén en melocotones y otras frutas de hueso
en nuestro pais (VILLARINO et al., 2013). Estos pato-
genos pueden infectar en el campo a flores y frutos
jovenes, permanecer en estado latente y desarrollar
los sintomas de la enfermedad en poscosecha, aun-
que también pueden actuar como patdgenos de he-
rida en frutos maduros (SPOTTS et al., 1998). Ambos
tipos de infeccién pueden ocasionar elevadas pér-
didas en poscosecha, pudiendo alcanzar valores de
hasta el 90% si las condiciones son favorables para el
desarrollo fungico (MAR1 et al., 2007). Por tanto, uno
de los retos principales del sector espaiiol de la fruta
de hueso fresca es encontrar tratamientos antifingi-
cos de poscosecha, que junto con medidas adecua-
das en campo, permitan alargar al maximo el tiem-
po de conservacion sin que ello afecte a la calidad
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del fruto. Sin embargo, a excepcién del fludioxonil
cuyo uso se ha autorizado en las tltimas campanas
como medida de excepcion, no existen tratamien-
tos de poscosecha autorizados ni productos fungici-
das registrados para el control de podredumbres de
poscosecha en fruta de hueso en la Unioén Europea
(UE). Teniendo en cuenta tanto las limitaciones en la
legislacion como las exigencias de los mercados y los
consumidores de productos sanos, libres de residuos
quimicos y que garanticen la seguridad alimentaria,
es necesario el desarrollo de estrategias alternativas
no contaminantes para el control de la podredumbre
marré6n en la poscosecha de la fruta de hueso.
Varios trabajos demuestran la efectividad de cier-
tos aditivos alimentarios para el control de podre-
dumbres en la poscosecha de frutas y hortalizas, ge-
neralmente aplicados mediante bafos en soluciones
acuosas (MONTESINOS—HERRERO et al., 2009; Mos-
Ccoso-RAMIREZ et al., 2013) o formando parte de re-
cubrimientos comestibles (VALENCIA-CHAMORRO
et al., 2008, 2009; FAGUNDES et al., 2013). Los recu-
brimientos comestibles aplicados a frutas y verdu-
ras ofrecen una barrera semipermeable a gases y al
vapor de agua que reduce la respiracion y la pérdi-
da de peso y puede ayudar a mantener la firmeza de
los productos recubiertos (VALENCIA-CHAMORRO et
al., 2009). Por otra parte, la incorporacién en su for-
mulacion de agentes antimicrobianos, antioxidantes,
aromas, u otros aditivos alimentarios, aumenta sus
propiedades funcionales. En este sentido, la incorpo-
racién de sustancias naturales o generalmente reco-
nocidas como seguras (GRAS, “generally recognized
as safe”), tales como algunos acidos organicos y sus
sales, parabenos y sus sales, etc., a recubrimientos co-
mestibles ha resultado en tratamientos efectivos con-
tra Penicillium (VALENCIA-CHAMORRO et al., 2008,
2009), Aspergillus (MEHYAR et al., 2011), Botrytis o
Alternaria (FAGUNDES et al., 2013) en distintos pro-
ductos hortofruticolas. En fruta de hueso, varios adi-
tivos alimentarios y sustancias GRAS, aplicados ge-
neralmente mediante bafios en soluciones acuosas,
han controlado satisfactoriamente la podredumbre
marrén (CASALS et al., 2010, PALOU ef al.,, 2009). Sin
embargo, no hay informacioén disponible acerca del
empleo de estas sustancias como ingredientes de re-
cubrimientos comestibles para el control de enfer-
medades de poscosecha en fruta de hueso. Por tanto
el objetivo de este estudio fue determinar la activi-
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dad antifungica in vitro contra M. fructicola de va-
rios agentes antimicrobianos ampliamente emplea-
dos en la industria alimentaria y evaluar el efecto de
los mis efectivos como ingredientes de recubrimien-
tos comestibles a base de hidroxipropil metilcelulo-
sa (HPMC)-lipidos sobre la incidencia y la severidad
de la podredumbre marrén en ciruelas inoculadas
artificialmente con M. fructicola.

Materiales y métodos
Patégeno e indculo fingico

La cepa M. fructicola MeCV-2, aislada de melo-
cotén podrido procedente de la zona de Carlet (Va-
lencia) y seleccionada por su patogenicidad, se sem-
bré en patata dextrosa agar (PDA) en placas petriy
se incub¢ a 25°C durante 7 a 14 dias antes de cada
experimento. Para los ensayos in vitro, con un saca-
bocados metdlico esterilizado de 5 mm de didmetro,
se recortaron de dichos cultivos discos de agar con
el patogeno desarrollado. Para los ensayos in vivo,
se prepararon suspensiones conidiales de alta densi-
dad. Con un asa de platino esterilizada se tomaron
esporas de la superficie de la placa que se suspen-
dieron en una mezcla estéril de agua y Tween-80 y
se determind la concentracién con un hematocité-
metro, que se ajusto a la dosis de 1x103 esporas/ml.

Aditivos alimentarios

En el Cuadro 1 se muestran los nombres, acrénimos
y codigos E de aditivo alimentario establecidos por la
UE de los agentes antiftingicos empleados en este es-
tudio. Dichos aditivos, con una pureza minima del
99% se adquirieron de Sigma-Aldrich CEIME (Ste-
inheim, Germany), Fluka Chemie AG (Buchs, Suiza),
Panreac Quimica S.L.U. y Merck KgaA (Darmstadt,
Alemania). El silicato de potasio (PSi) se obtuvo del
producto comercial Sil-Matrix® (29% PSi), de la casa
PQ Corporation (Valley Forge, PA, EE.UU.).

Fruta

Se emplearon ciruelas japonesas (Prunus salicina
Lindl.) de las variedades ‘Friar’ y ‘Larry Ann, pro-
cedentes de la Cooperativa del Camp de Llutxent—
Otos S.C.V. (Llutxent, Valencia) directas de campo,
que se transportaron al Centro de Tecnologia Pos-
cosecha del IVIA sin habérles aplicado ningun tra-
tamiento poscosecha. Se seleccionaron frutos sanos,
con ausencia de heridas o lesiones que se mezclaron
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aleatoriamente, se lavaron con detergente biodegra-
dable, se enjuagaron con agua de red y se dejaron se-
car al aire a temperatura ambiente.

Evaluacion in vitro de la actividad
antifungica de los aditivos alimentarios

Se evalu6 el efecto de los agentes sobre el creci-
miento micelial de M. fructicola en placas petri de
90 mm de didmetro que contenian el medio PDA
con los correspondientes antimicrobianos disueltos
a las concentraciones de 0,2, 1,0 y 2% (v/v), o bien de
0,01, 0,05y 0,1% en el caso de los parabenos, ya que
la aplicacién de estos compuestos sobre frutas proce-
sadas estd autorizada en Europa a una dosis maxima
del 0,1%. Se prepararon soluciones madre de cada
agente y se ailadié a PDA estéril a 45-55°C el volu-
men necesario para lograr las concentraciones de-
seadas en cada caso. Las placas se dejaron enfriar y
posteriormente se colocd en el centro de la superficie
de cada una de ellas un disco de agar con M. fructi-
cola, segin se ha descrito en la seccién de prepara-
cién del in6culo para el ensayo in vitro. Como con-
trol se inocularon placas que contenian inicamente
PDA, sin antimicrobiano. Las placas inoculadas se
incubaron a 25°C en la oscuridad durante 3, 5, 7 y
en algunos casos 14 dias y se determiné en cada una
de ellas el crecimiento micelial, calculando la media
de dos didmetros perpendiculares de la colonia fun-
gica. Para cada agente antimicrobiano y concentra-
cioén se emplearon cuatro repeticiones o placas. Los
resultados se expresaron como el porcentaje de inhi-
bicién del crecimiento micelial, de acuerdo a la for-
mula: (de-dt) /dc x 100, donde dc = didmetro pro-
medio de las colonias fingicas en las placas control y
dt = didmetro promedio de las colonias fungicas en
las placas con los agentes antimicrobianos.

Formulacion y preparacion de los
recubrimientos antifiingicos

Los recubrimientos comestibles consistieron en
emulsiones de HPMC (Methocel E15, Dow Chemi-
cal Co, Midland, MI, EE.UU.) y cera de abeja (Fome-
sa Fruitech S.L., Valencia), a las que se incorporaron
los aditivos alimentarios. Todas ellas contenian un
7% de solidos y 40% de cera de abeja (p/p, en base
seca, b.s.) y mantenian ratios constantes de HPMC-
plastificante (2:1) y cera de abeja—emulsificante
(5:1). Las concentraciones de los aditivos alimenta-
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CUADRUO 1. Agentes antimicrobianos evaluados
in vitro o in vivo como ingredientes de recubrimientos
comestibles para la inhibicion de Monilinia fructicola.

Agente antimicrobiano Acrénimo Codigo E2
Acetato sddico SA E-262 (i)
Benzoato sddico SB E-211
Bicarbonato amdnico ABC E-503 (ii)
Bicarbonato potdsico PBC E-501 (ii)
Bicarbonato sédico SBC E-500 (ii)
(arbonato aménico AC E-503 (i)
(arbonato potdsico PC E-501 (i)
(arbonato sddico SC E-500 (i)
Diacetato sddico SDA E-262 (ii)
Etil parahidroxibenzoato sédico SEP E-215
Formiato sédico SF E-237
Metil parahidroxibenzoato sédico SMP E-219
Propionato sédico SP E-281
Silicato potdsico PSi E-560
Sorbato potasico PS E-202

rios antimicrobianos (0,1-2%, p/p) se seleccionaron
previamente como mas efectivas en los ensayos in vi-
tro. Como plastificante se usé glicerol y como emul-
sificante 4cido estedrico, a excepcion de la formula-
cién con propionato sédico (SP) en la que se empled
Tween-80. En los recubrimientos que contenian car-
bonato sddico (SC) o bicarbonato sddico (SBC) se
aiadi6 también un agente antiespumante (FG-1510,
Dow Corning Ibérica, Barcelona). Las emulsiones se
realizaron a 90-95°C con un homogenizador de alta
velocidad y tras afadir los correspondientes agentes
antimicrobianos disueltos en agua se enfriaron en
bafio de hielo manteniendo la agitacion hasta alcan-
zar una temperatura inferior a 25°C. Las emulsiones
se guardaron a 10°C hasta ser empleadas y se evalu6
su viscosidad (Visco Star plus R, Fungilab, S.A., Bar-
celona) y estabilidad tras 24 h a 25°C mediante la ob-
servacion de la separacion de fases.

Actividad curativa de los
recubrimientos antifingicos

Las ciruelas se inocularon con una suspension de
1x103 esporas/ml de M. fructicola efectuando una
herida de 1 mm de didmetro y 2 mm de profundi-
dad en la zona ecuatorial del fruto con un punzén de



Foto 1. Inoculacién de ciruela con Monilinia fructicola.

acero inoxidable previamente sumergido en la sus-
pension de esporas (Foto I). Tras 24 h de incubacién
a 20°C, los frutos se recubrieron manualmente, apli-
cando a cada uno 200 ml de emulsién que se espar-
cieron uniformemente con las manos y se dejaron
secar a temperatura ambiente sobre rejillas metali-
cas (Foto 2). Como tratamiento control se empled un
lote de ciruelas inoculadas pero no recubiertas. Una
vez secos, los frutos se colocaron en alvéolos plas-
ticos sobre cajas y se incubaron a 20°C y 90% HR.
Cada tratamiento se aplicé a 3 repeticiones de 10
frutos. Tras 4, 6 y 8 dias de incubacion, se determi-
naron la incidencia (porcentaje de frutos infectados)
y la severidad de la enfermedad (didmetro de las le-
siones de los frutos infectados, en mm). Los resul-
tados se expresaron como porcentajes de reduccién
respecto a los tratamientos control.

Andlisis estadistico

Para cada dia de evaluacion se realizé un andli-
sis de la varianza (ANOVA) del porcentaje de re-
duccion del crecimiento radial del hongo (ensayos
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in vitro) y de la incidencia y la severidad de la en-
fermedad (ensayos in vivo) mediante el paquete in-
formatico Statgraphics 5.1 (Manugistics, Inc. Rock-
ville, MD, EE.UU.). Para la incidencia, los datos se
transformaron al arcoseno de la raiz cuadrada del
porcentaje de frutos podridos. Las reducciones de
la incidencia y de la severidad respecto al control se
calcularon como porcentajes. Se presentan las me-
dias no transformadas. Cuando aparecieron dife-
rencias estadisticamente significativas, las medias se
separaron mediante la prueba de la Minima Dife-
rencia Significativa (MSD) con un nivel de confian-
za del 95%.

Resultados y discusion
Actividad antiftingica de los aditivos
alimentarios: Ensayos in vitro

En el Cuadro 2 se muestran los resultados obteni-
dos de la inhibicion del crecimiento radial del mi-
celio de M. fructicola en placas de PDA con los di-
ferentes aditivos alimentarios y concentraciones
estudiadas tras 7 dias de incubacién a 25°C. Los 15




Foto 2. Secuencia del recubrimiento de ciruelas mediante aplicacion manual.

agentes antimicrobianos evaluados inhibieron el de-
sarrollo fingico y, en general, la efectividad aumen-
t6 al aumentar la concentracién de los mismos. De
todos los aditivos estudiados destacaron el carbo-
nato amonico (AC), bicarbonato amdnico (ABC) y
SBC, que inhibieron completamente el crecimiento
del patdégeno a las tres concentraciones ensayadas.
Numerosos estudios demuestran la potente accién
inhibitoria de los carbonatos y bicarbonatos sobre el
crecimiento de varios patégenos vegetales, lo que se
atribuye en general al incremento del pH que provo-
can en el medio. Por ejemplo, en ensayos in vitro el
SBC resultd efectivo inhibiendo M. fructicola (QIN
et al., 2006), Botrytis cinerea y Penicillium expansum
(DROBY et al., 2003; PALMER et al., 1997) y ABC in-
hibiendo B. cinerea (NIGRO et al., 2006).

En este estudio, también se logré una completa in-
hibicién del crecimiento de M. fructicola con ben-
zoato sodico (SB) y bicarbonato potasico (PBC) al
2%, etil parahidroxibenzoato sédico (SEP) y metil
parahidroxibenzoato sédico (SMP) a concentracio-
nes iguales o superiores a 0,05%, y con SC, SP, car-

bonato potésico (PC), sorbato potasico (PS), diace-
tato sodico (SDA) y PSi a dosis del 1% o superiores.
Otros trabajos también confirman la efectividad in
vitro de dichos agentes sobre patdgenos fingicos ve-
getales, como por ejemplo los parabenos sobre B. ci-
nerea (YILDIRIM Yy YAPICL, 2007), Fusarium spp. y Pe-
nicillium spp. (THOMPSON et al., 1993), el PS sobre M.
laxa (GREGORI et al., 2008) o el PSi sobre B. cinerea 'y
Alternaria alternata (FAGUNDES et al., 2013).

Excepto SB, PBC y PSi, todos los agentes mencio-
nados a las dosis indicadas (AC, ABC y SBC al 0,2,
1y2%; SC, SP,PC,PSy SDA al 1 y 2% y SMP y SEP
al 0,05%) inhibieron completamente el crecimiento
de M. fructicola también después de 14 dias de incu-
bacion (datos no mostrados). El acetato sddico (SA)
y formiato sédico (SF) no controlaron el desarrollo
del hongo, lo que concuerda con la baja efectividad
observada en otros trabajos con hongos como B. ci-
nerea (NIGRO et al., 2006) o A. alternata (FAGUN-
DES et al., 2013). Como ejemplo, la Foto 3 muestra el
halo de inhibicién en PDA con PS, SMP y SBC a los
7 dias de incubacién a 25°C.
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CUADRUO 2. Porcentaje de inhibicién del crecimiento radial de Monilinia fructicola en placas petri de PDA con
diferentes concentraciones de aditivos alimentarios antimicrobianos tras 7 dias de incubacion a 25°C.

Inhibicion de M. fructicola (%)?
Agente antimicrobiano Concentracion del agente
0,2% 1,0% 2,0%
Acetato sédico 22,64 cA 62,21bB 93,98 hC
Benzoato sddico 42,34 deA 91,92 B 99,67 C
Bicarbonato aménico 100,007 A 100,00 eA 100,00 cA
Bicarbonato potasico 89,22 hA 98,01dB 100,00 cC
Bicarbonato sodico 100,00 iA 100,00 eA 100,00 cA
Carbonato amdnico 100,00iA 100,00 eA 100,00 cA
(arbonato potasico 81,76 gA 100,00 eB 100,00 cB
Carbonato sddico 96,37 hiA 100,00 eB 100,00 B
Diacetato sodico 35,83 dA 100,00 eB 100,00 B
Etil parahidroxibenzoato sddicob 27,80 cA 100,00 eB 100,00 B
Formiato sédico 0,00 aA 60,44 aB 92,50aC
Metil parahidroxibenzoato sédicoP 24,85 cA 100,00 eB 100,00 B
Propionato sédico 5437 fA 100,00 eB 100,00 cB
Silicato potdsico 11,08 bA 100,00 B 100,00 B
Sorbato potdsico 49,42 efA 100,00 eB 100,00 B

Medias en filas con letras mayusculas diferentes y medias en columnas con letras mindsculas diferentes son significativamente diferentes

segun la prueba de la MDS (P < 0,05) aplicada tras un ANOVA.

a Reduccién del didmetro de la colonia respecto a los tratamientos control (placas con PDA solo).
b Las dosis evaluadas de los agentes fueron 0,01,0,05y 0,1% (CREU, 2011).

Actividad curativa de los recubrimientos
antifungicos en ciruela: Ensayos in vivo

Los agentes antimicrobianos que mostraron ma-
yor actividad antifingica en los ensayos in vitro se
incorporaron a su concentraciéon minima efectiva a
la formulacién del recubrimiento a base de HPMC-
cera de abeja, seleccionando aquellos que formaron
emulsiones estables y con una viscosidad adecua-
da para su aplicacién in vivo como recubrimientos
de ciruelas. En la Figura 1 se muestran los resulta-
dos obtenidos de reducciones de la incidencia y de
la severidad de la podredumbre marrén respecto al
control en ciruelas inoculadas con M. fructicola y re-
cubiertas 24 h después con los recubrimientos co-
mestibles seleccionados que contenian los siguientes
agentes antimicrobianos: SBC (2%), SDA (2%), PS
(1%), SB (1%), SP (1%) PSi (1%), AC (0,2%), ABC
(0,2%), SEP (0,1%) y SMP (0,1%).

Ningun recubrimiento logré controlar comple-
tamente la incidencia de la enfermedad. En general,
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la reduccion fue baja, siendo los recubrimientos que
contenian bicarbonatos (ABC y SBC), sales de parabe-
nos (SMP y SEP) y PS los tinicos que redujeron la inci-
dencia de la podredumbre marrén. De todos los agen-
tes antimicrobianos, PS al 1% fue el mas efectivo, con
reducciones de la incidencia del 28,6%. Estos resulta-
dos concuerdan con los de varios trabajos con fruta de
hueso encontrados en la literatura cientifica. Asi, por
ejemplo, los bicarbonatos resultaron efectivos en re-
ducir la podredumbre marrén causada por Monilinia
spp. en cerezas y melocotones (DROBY et al., 2003, Fe-
LIZIANI et al.,, 2013). PALOU et al. (2009) ensayaron va-
rios aditivos alimentarios en soluciones acuosas para
controlar la podredumbre marrén en melocotones ar-
tificialmente inoculados con M. fructicola 24 h antes 'y
entre ellos PS ala concentracion de 200 mM fue el més
efectivo. PS al 1,5% redujo significativamente la apari-
cién de infecciones causadas por M. laxa en cerezas,
albaricoques y nectarinas, en un 61,6, 78,5 y 31,8%,
respectivamente (MARI ef al., 2004).



Los recubrimientos antifingicos evaluados en
este estudio resultaron mas efectivos reducien-
do la severidad que la incidencia de la enferme-
dad. Esto indica que el efecto curativo de estos
recubrimientos fue mayor sobre la capacidad de
las hifas fungicas de crecer y multiplicarse en las
heridas infectadas (determinado por la variable
severidad) que sobre la capacidad de las esporas
de germinar e iniciar la infeccién (determina-
do por la variable incidencia). Por otra parte, es
evidente que el periodo de tiempo transcurrido
entre la inoculacién y la aplicacién del recubri-
miento podria influir en la capacidad de contro-
lar la enfermedad. En nuestro caso, se selecciond
un periodo de 24 h para simular la situacién co-
mercial habitual entre el tiempo existente entre
la recoleccion, cuando es posible causar heridas
en la piel de los frutos que son via de entrada de
esporas fungicas, y la aplicacion de tratamientos
poscosecha en las empacadoras.

De todos los recubrimientos ensayados, los
mas efectivos reduciendo la severidad de la en-
fermedad fueron los que contenian parabenos s6-
dicos al 0,1% (SEP y SMP), con reducciones del
50% respecto al control. Se ha demostrado la ac-
cién antifingica de estos compuestos sobre dis-
tintos hongos de poscosecha (THOMPSON et al,
1993; Moscoso-RAMIREZ et al., 2013). Incorpo-
rados a recubrimientos comestibles, estos agentes
también fueron efectivos controlando las podre-
dumbres verde y azul en citricos (VALENCIA-
CHAMORRO et al., 2009) y las podredumbres gris
y negra en tomates (FAGUNDES et al., 2013). Entre
los parabenos, el propil paraben (E-216) y su sal
sodica (E-217) han sido recientemente excluidos
de la lista positiva de aditivos alimentarios en la
UE. En cambio se autoriza el uso de SMP y SEP
en frutas y vegetales a una concentracién maxima
del 0,1% (CR EU, 2011).

Las formulaciones que contenian AC, ABC,
SB y SP también fueron efectivas reduciendo la
severidad respecto al testigo en un 37-46%. El
PS, que fue el agente que mejor controld la inci-
dencia de la podredumbre marrdn, tuvo un efec-
to moderado sobre la severidad, con una reduc-
cion respecto al testigo del 35%. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos por PALOU et al.
(2009), segtin los cuales la incidencia y la severi-
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Foto 3. Inhibicién in vitro de Monilinia fructicola en placas petri de PDA con distintos aditivos alimentarios antiftingicos y control sin aditivo a los
7 dias de incubacién a 25°C.

dad de la podredumbre marrén se redujeron en un
35y 25%, respectivamente, en melocotones tratados
con PS tras 7 dias de incubacién a 20°C.

En este estudio, el efecto inhibitorio de los agen-
tes evaluados in vitro o in vivo como ingredientes
de recubrimientos comestibles variaron considera-
blemente. Por ejemplo, el SBC, uno de los agentes
mas efectivos in vitro contra M. fructicola, también
redujo la incidencia y la severidad de la podredum-
bre marrén in vivo, aunque no fue uno de los tra-
tamientos mas efectivos. Del mismo modo, FAGUN-
DES et al. (2013) observaron notables diferencias en
la efectividad de agentes antimicrobianos entre en-
sayos in vitro e in vivo. Segun PARK et al. (2005), ta-
les diferencias podrian deberse a la exposicion real
de las estructuras fungicas a diferentes cantidades
de los agentes. Mientras que en los ensayos in vitro
las esporas estan totalmente expuestas a los agentes
antimicrobianos, cuando éstos son aplicados como
ingredientes de recubrimientos deben ser difundi-
dos gradualmente a la superficie del fruto para in-
teraccionar con las esporas, por lo que su accién
antifungica se ve limitada. Ademds, la difusion del
agente también estd condicionada por otros facto-
res como la solubilidad o el coeficiente de reparto
del agente en la piel del fruto, la cual varia segin
su estructura. Por estas razones, se deberian disefiar
recubrimientos apropiados de forma especifica para
cada especie de fruta o incluso cultivar (VALENCIA—
CHAMORRO et al., 2009).
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FIGURA 1. Reducciones de la incidencia y la severidad
de la podredumbre marrén en ciruelas inoculadas
artificialmente con Monilinia fructicola, recubiertas 24 h
después con recubrimientos comestibles a base de HPMC
conteniendo los siguientes agentes a las concentraciones
indicadas entre paréntesis, e incubadas 8 dias a 20°C y 90%
HR: Carbonato amoénico (AC, 0,2%), Bicarbonato aménico
(ABC, 0,2%), Silicato potasico (PSi, 1%), sorbato potasico
(PS, 1%), Bicarbonato sodico (SBC, 2%), diacetato sédico
(SDA, 2%), Benzoato sodico (SB, 1%), Propionato sodico (SP,
1%), Metil parahidroxibenzoato sédico (SMP, 0,1%) y etil
parahidroxibenzoato sédico (SEP, 0,1%). Las reducciones de
incidencia y severidad se determinaron respecto al control
(fruta inoculada pero no recubierta). Para la incidencia, el
ANOVA se aplicé a los valores transformados al arcoseno.
Se muestran las medias no transformadas. Columnas con
letras diferentes son significativamente diferentes (P <
0,05) segun la prueba de la MDS aplicada tras el ANOVA.
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Conclusiones

En este trabajo se ha demostrado el potencial de
varios aditivos alimentarios como agentes antimi-
crobianos contra M. fructicola. De todos ellos, AC,
ABC y SBC fueron los mas efectivos en los ensayos
in vitro e inhibieron completamente el crecimien-
to del patégeno en PDA a todas las concentracio-
nes ensayadas. Sin embargo, ningun agente pudo
prevenir la aparicién de la podredumbre marrén
en ciruelas, aunque el recubrimiento que contenia
PS (1%) redujo la incidencia de la enfermedad en
un 28,6%. Todos los recubrimientos evaluados re-
dujeron significativamente la severidad de la enfer-
medad en ciruelas y los mejores resultados se ob-
tuvieron con los recubrimientos que contenian AC
(0,2%), ABC (0,2%), SEP (0,1%) y SMP (0,1%). En
investigaciones futuras seria interesante determinar
el efecto de la aplicacion de estos recubrimientos co-
mestibles a base de HMPC sobre la calidad y la ca-
pacidad de conservacion en ciruelas. ®
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