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Resumen:

Las podredumbres fungicas causan mas del 40% de las pérdidas postcosecha
en frutas, y resulta clave encontrar soluciones sanas, seguras y viables para su
control como las que representan compuestos naturales como los fendlicos con
capacidad antifungica, que podemos extraer de subproductos de la industria
agroalimentaria. En esta investigacion, se evalud la efectividad de diferentes
compuestos fendlicos, acido ferulico, galico y tanico, como posibles agentes
antifungicos para el control de las enfermedades en fruta de hueso causadas por
Monillinia fructicola, Botrytis cinerea, Alternaria alternata, Penicillium expansum y
Collecotrichum gloesporoides. Para ello, se llevaron a cabo estudios in vitro e in
vivo en hongos caracteristicos de frutas de hueso. Los ensayos in vitro revelaron
una buena actividad antifungica in vitro, destacable para los acidos ferulico y
tanico a concentraciones muy bajas equivalentes a 0,1 mg L. En los ensayos in
vivo con nectarinas inoculadas, los compuestos fendlicos incorporados en
formulaciones de goma arabiga como recubrimiento, no fueron suficientemente
efectivos para el control de las podredumbres gris y marrén. En futuros trabajos
habra que profundizar en sus formas de aplicacion, dado el gran potencial de
este tipo de compuestos.

Palabras clave: Antifungico, fenoles, in vivo, aplicacién, nectarinas, frutas de
hueso, acido ferulico, galico y tanico.

TITLE: EVALUATION OF THE ANTIFUNGAL EFFECTS OF PHENOLICS
COMPOUNDS ON PEACHES AND NECTARINES.

Authors: Rodrigo Rojas Carmona'; Maria Teresa Chafer'; M. Bernardita Pérez-
Gago?, Lluis Palou?.

Abstract:

Fungal rots cause more than 40% of postharvest losses in fruits, and it is key
to find healthy, safe and viable solutions for their control, like those that represent
natural compounds such as phenolics with antifungal capacity, and that we can
extract from byproducts of the agri-food industry. In this research, the
effectiveness of different phenolic compounds, ferulic, gallic and tannic acid, was
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evaluated as possible antifungal agents for the control of stone fruit diseases
caused by Monillinia fructicola, Botrytis cinerea, Alternaria alternata, Penicillium
expansum and Collecotrichum gloesporoides. For this, in vitro and in vivo studies
were carried out on characteristic fungi of stone fruits. The in vitro tests revealed
good in vitro antifungal activity, notable for ferulic and tannic acids at very low
concentrations equivalent to 0.1 mg L' For in vivo trials with inoculated
nectarines, the phenolic compounds incorporated into gum arabic formulations
as coatings were not sufficiently effective to control brown and gray rots. Future
works will have to further investigate their application, given a great potential of
this type of compounds.

Key words: Antifungal, phenols, in vivo, application, nectarines, stone fruit, ferulic,
gallic and tannic acids

TiTOL: AVALUACIO DE L'EFECTE ANTIFUNGIC DE COMPOSTOS FENOLICS
PER A LA SEUCA APLICACIO A PRESSEC | NECTARINA

Autors: Rodrigo Rojas Carmona'; Maria Teresa Chafer'; M. Bernardita Pérez-
Gago?, Lluis Palou?.

Resum:

Les podridures fungiques causen més del 40% de les pérdues postcollita en
fruites, i resulta clau trobar solucions sanes, segures i viables per al seu control
com les que representen compostos naturals com els fenolics amb capacitat
antifungica, i que podem extraure de subproductes de la industria
agroalimentaria. En aquesta investigacio, es va avaluar I'efectivitat de diferents
compostos fenolics, acid ferulic, galic i tanic, com a possibles agents antifungics
per al control de les malalties en fruita de pinyol causades per Monillinia fructicola,
Botrytis cinerea, Alternaria alternata, Penicillium expansum i Collecotrichum
gloesporoides. Amb aquest finalitat, es van dur a terme estudis in vitro i in vivo en
fongs caracteritics de fruita de pinyol. Els assajos in vitro van revelar una bona
activitat antifungica in vitro, destacable per als acids ferulics i tanics a
concentracions molt baixes equivalents a 0,1 mg L. Als assajos in vivo en
nectarines inoculades, els compostos fenolics incorporats a formulacions de
goma arabiga com a recobriment, no van ser suficientment efectius per al control
de podridures marré i gris. A futurs estudis hi haura que aprofundir en les seues
formes d’aplicacid, donat el gran potencial d’aquest tipus de compstos.

Paraules clau: antifungic, fenols, in vivo, aplicacién, nectarines, fruita de pinyol,
acid ferulic, galic i tanic.



1. INTRODUCCION

Las frutas son alimentos imprescindibles para la nutricion debido a su gran
aporte en vitaminas, minerales y fibras dietéticas. Sin embargo, estos productos
se ven afectados por multiples mecanismos externos que se traducen en
numerosos desafios para la seguridad alimentaria, sostenibilidad y su viabilidad
economica (Sahu y Shrivas, 2024). Asi, las etapas de produccion y procesado de
alimentos vegetales tienen una gran importancia en la postcosecha de estos
productos, con pérdidas de estos productos que superan el 20% de la produccion
a nivel mundial, causadas principalmente por factores fisioldgicos vy
microbioldgicos (Blancas-Benitez et al., 2022; Shu et al., 2024). Las frutas son
altamente susceptibles a la deshidratacion, cambios fisiologicos, lesiones
mecanicas y especialmente a enfermedades de postcosecha causadas por
hongos patégenos, alterando de forma negativa los parametros de calidad,
reduciendo la capacidad de almacenamiento y causando perdidas del producto
a lo largo de la cadena de suministros (Palou y Pérez-Gago, 2024; Shu et al.,
2024). Las peérdidas econdmicas causadas por agentes microbioldgicos
causantes de deterioro por podredumbre son elevadas, alcanzando durante la
etapa de postcosecha entre un 30% y un 50%, y en algunos casos extremos, la
pérdida total de la cosecha. A esto debe sumarse el desperdicio alimentario, que
son pérdidas que sufren las frutas tras su cosecha y al entrar en la cadena
alimentaria, destacando aquellas que se producen en los hogares de los
consumidores (Blancas-Benitez et al., 2022).

Como ya se menciond, los hongos son los principales causantes de las
enfermedades de postcosecha en fruta fresca (Palou y Pérez-Gago, 2024),debido
a la exposicion de su superficie a un ambiente externo con altos contenidos de
in6culo fungico y a su alto contenido en nutrientes que proporcionan un medio
apropiado para su crecimiento (Aaqil et al., 2024). Algunos hongos tienen una
amplia gama de huéspedes y atacan productos frescos, mientras que otros son
mas especificos y solo atacan algunos productos en concreto (Palou y Pérez-
Gago, 2024). Ademas, en las condiciones ambientales ideales se desarrollan
tanto en la superficie como en el interior del tejido de las frutas, lo que provoca
cambios indeseables caracterizados por degradacidon celular, aumento de la
actividad enzimatica y procesos metabodlicos que conllevan alteraciones en la
apariencia, textura, sabor y valor nutricional (Sahu y Shrivas, 2024).

Algunas de las frutas mas afectada por este tipo deterioro son las frutas de
hueso, que incluyen especies como melocotones, nectarinas, ciruelas, cerezas y
albaricoques (Martinez-Blay et al., 2021). La nectarina (Prunus persica L.) es una
fruta de hueso tropical de la familia Rosacea cultivada alrededor del mundo, con
una apariencia atractiva y de sabor agradable, ademas de contener metabolitos
secundarios que aumentan su valor nutricional (Aaqil et al., 2024; Zhang et al.,



2019). Segun la FAO, a nivel mundial se producen anualmente en regiones
templadas en torno a 25 millones de toneladas entre nectarinas y melocotones.
Estas son frutas altamente perecederas dada su alta tasa de respiracion, rapido
proceso de maduracion y su caracter climatérico, lo que hace que algunas
variedades tengan una vida de postcosecha de 3-4 dias a temperatura ambiente
(Aaqil et al., 2024; Sowmyashree et al., 2021). Ademas, su vida util durante la
postcosecha se ve afectada por su alta tasa de deshidratacion, que se traduce en
pérdida de peso, firmeza y calidad (Aaqil et al., 2024).

Las principales enfermedades postcosecha en nectarinas son las causadas
por Monilinia spp, especialmente M. fruticola, M. laxa y M. fructigena, causantes
de la podredumbre marron; Botrytis cinerea causante de la podredumbre gris;
Rhizopus stolonofer, causante de podredumbre blanda; Geotrichum candidum,
causante de la podredumbre &cida; y Penicillium expansum, causante de la
podredumbre azul (Martinez-Blay et al., 2021). Las especies del género Monilinia
son parasitos latentes que pueden infectar flores y frutos jovenes en el campo y
muestran sintomas de enfermedad después de la cosecha, ademas, son
patdgenos que entran en contacto con el tejido susceptible a infeccion a través
de una herida en la piel de la fruta madura (Karaca et al., 2014).

Las formas mas efectivas para el control de enfermedades en nectarinas, en
especial para el control de podredumbre marron y gris, es mediante la aplicacion
de fungicidas quimicos de sintesis en los procesos de pre y postcosecha, asi
como mejorar las practicas de saneamiento y manejo de estas frutas incluyendo
el almacenamiento a bajas temperaturas (Martinez-Blay et al., 2021). Si bien la
aplicacién de bajas temperaturas es una practica comun y eficaz para retardar la
maduracién y crecimientos de hongos, el problema de contaminacion y
crecimiento de los mismos se agrava tras la manipulacion y comercializacién de
los frutos (Martinez-Blay et al., 2021). El uso extensivo de fungicidas quimicos de
sintesis en postcosecha ha generado alertas alimentarias y restricciones legales
a su uso debido a problemas asociados a residuos quimicos en el producto y el
medio ambiente, ademas de la proliferacion de cepas de hongos resistente a
estos fungicidas (Asgarian et al., 2023).

Es por esto que, en los ultimos anos, se han probado tecnologias postcosecha
de distinta naturaleza para sustituir los fungicidas quimicos de sintesis para el
control de enfermedades de postcosecha que reducen la calidad de la fruta
(Karaca et al., 2014). En este sentido, se ha intensificado el estudio sobre la
aplicacion de recubrimientos comestibles con capacidad antifungica, como
alternativa econdmica y sencilla a algunos métodos convencionales (Asgarian et
al., 2023; Choi et al., 2016; Shiekh et al., 2022)

En la actualidad, los recubrimientos comestibles se estan formulando
mayoritariamente con productos naturales, para su aplicacion tanto a productos



frescos como procesados, y constituyen una tecnologia respetuosa con el medio
ambiente (Palou y Pérez-Gago, 2019). Esta tecnologia permite mejorar las
propiedades de calidad, seguridad y estabilidad, al proporcionar a la fruta una
barrera de proteccién semipermeable al vapor de agua, oxigeno, dioxido de
carbono y otros componentes vinculados con el sabor y aroma de la fruta
(Valencia-Chamorro et al., 2011). Ademas, pueden mantener la integridad de la
fruta al proporcionar proteccion mecanica durante el procesamiento,
manipulacién y almacenamiento, retrasando el deterioro y mejorando la calidad
y extendiendo su vida util (Blancas-Benitez et al., 2022; Palou y Pérez-Gago,
2019). Este tipo de barrera alimentaria debe cumplir ciertos requisitos que deben
presentar con el fin de mejorar o preservar la calidad de los alimentos, entre estas
estan: (i) ser libre de toxicos y seguros para la salud, (ii) tener propiedades de
barrera contra el agua, humedad, oxigeno, dioxido de carbono y etileno, y (jii)
aportar apariencia y propiedades mecanicas para mantener la textura (Blancas-
Benitez et al., 2022).

Los materiales con lo que son formulados estos recubrimientos pueden tener
diferentes propiedades que pueden reducir los riesgos de contaminacién sin
afectar la calidad del producto (Aaqil et al., 2024; Palou y Pérez-Gago, 2019).
Generalmente, las matrices de recubrimientos para frutas y vegetales son los
polisacaridos, proteinas o lipidos y la combinacién entre ellos (Palou y Pérez-
Gago, 2019; Valencia-Chamorro et al., 2011). Los polisacaridos comunmente
estudiados son el almidon, celulosa y derivados, pectinas, carragenatos y algunas
gomas (Palou y Pérez-Gago, 2019). Estos muestran buenas propiedades
mecanicas y barrera a gases (didéxido de carbono y oxigeno), retrasando los
procesos de respiracion en frutas; sin embargo, forman barreras débiles contra
la humedad dado su caracter hidrofilico (Blancas-Benitez et al., 2022). Las
proteinas como caseina, soja, gluten o colagenos tienen buenas propiedades de
barrera contra lipidos y gases (Aaqil et al., 2024) y al igual que los polisacaridos,
son barreras débiles contra la humedad (Palou y Pérez-Gago, 2019). Por otra
parte, los recubrimientos formados por lipidos son buenas barreras contra la
humedad, aportando brillo y ayudan a reducir los dafos por frio en frutas durante
su almacenamiento a bajas temperaturas (Aaqil et al., 2024). Se utilizan
mayoritariamente distintos tipos de ceras animales y vegetales como cera de
abeja; aceites o grasas de cacahuate, coco, oliva; ademas de acidos grasos
mono-, di-, o triglicéridos como mantequilla de cacao, fraccion grasa de leche,
entre otros (Palou y Pérez-Gago, 2019).

Todos estos ingredientes poseen ventajas y desventajas cuando son usados
como recubrimientos en frutas, por lo que se formulan combinaciones de estos
componentes que contengan polisacaridos o proteinas, para proporcionar una
barrera estructural y de gas, y lipidos, para proveer una barrera contra la
humedad (Palou y Pérez-Gago, 2019). Aunque tradicionalmente los



recubrimientos comestibles se han utilizado para reducir la pérdida de humedad
en productos hortofruticolas, en la actualidad, las nuevas formulaciones buscan
una amplia funcionalidad en su aplicacion (Aaqil et al., 2024). Para ello, se han
llevado a cabo multiples trabajos de recubrimientos comestibles con el objetivo
de conseguir una actividad antifungica en frutas y vegetales, incorporando
ingredientes con caracter antifungico a los biopolimeros y lipidos, como una
alternativa sostenible a los fungicidas quimicos de sintesis convencionales (Palou
y Pérez-Gago, 2024; Martins et al., 2024). En este sentido, los agentes
antifungicos que pueden utilizarse como ingredientes funcionales en un
recubrimiento comestible para controlar las enfermedades de postcosecha
causadas por hongos incluyen los aditivos alimentarios de sintesis de bajo riesgo
y generalmente reconocido como seguros (GRAS); compuestos naturales
antimicrobianos de origen animal o de plantas; quimicos de baja toxicidad para
usos especificos como nanoparticulas a base de metales; y antagonistas
microbianos como agentes bioldgicos de control tales como bacterias, levaduras
u hongos (Palou y Pérez-Gago, 2019).

Dentro de los compuestos naturales estudiados para el control de hongos
patdgenos, y con resultados prometedores en la inhibicién de enfermedades de
postcosecha en frutas, se encuentran los compuestos fendlicos, en especial los
acidos fendlicos (Shu et al., 2024). Estos compuestos bioactivos son sintetizados
en condiciones de estrés como metabolitos secundarios por plantas y
acumulados en diferentes partes de éstas, protegiéndolas del estrés bidtico
(causados por microorganismos patdégenos) y abidtico (causados por factores del
entorno) (Cabanillas-Bojérquez et al., 2024). Estos compuestos se caracterizan
por tener grupos hidroxilo anclados directamente a un carbén aromatico,
teniendo diversidad de estructuras y propiedades fisicoquimicas con diferente
reactividad a multiples factores como pH, temperatura, oxigeno, luz, etc. (Aguilar-
Veloz et al., 2020). Segun su estructura, pueden clasificarse en acidos
hidroxicinamicos e hidroxibenzoico, siendo los primeros mas abundantes en la
piel de las frutas, y como ejemplo el acido ferulico (Liu et al., 2023; Shu et al.,
2024). Muchos de estos acidos fendlicos y sus derivados han mostrado alta
eficacia contra hongos patdégenos de postcosecha (Shu et al., 2024), por lo que
se han realizado multiples estudios de extractos de frutas y sus subproductos con
alto contenido en compuestos fendlicos como agentes antifungicos (Alvarez et
al., 2023; Fadda et al., 2021; Kharchoufi et al., 2018; Villalobos et al., 2016).
Aunque el modo de accion de los acidos fendlicos sobre los hongos no esta claro,
se sabe que ejercen un efecto sobre las células o0 mecanismo de defensa de los
frutos. Algunos estudios sugieren un mecanismo que actua sobre la membrana,
inhibiendo el crecimiento; o modificando la estructura celular y la fluidez de la
membrana, causando la perdida de material citoplasmatico (Fadda et al., 2021;
Liu et al., 2023).



El objetivo de estudio ha sido evaluar la actividad antifungica in vitro e in vivo
de compuestos fendlicos frente a hongos patdogenos de postcosecha
caracteristicos de frutas de hueso. Para ello, se evalu6 en primer lugar la actividad
de los compuestos fenodlicos éacido ferulico, tanico y galico, a diferentes
concentraciones desde 0,1 hasta 2,4 mg L™, frente a los principales patégenos
de frutas de hueso en condiciones in vitro (A. alternata, B. cinerea, C.
gloesporoides, M. fructicola y P expansum). Posteriormente, se estudid la
actividad curativa de los compuestos fendlicos mas efectivos incorporados a unas
formulaciones de recubrimiento comestible en el control de la podredumbre
marron y gris en nectarinas inoculadas con M. fructicola y B. cinerea, que son su
principal causa de podredumbre.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Colecciony preparacion de inéculos

Tanto para los ensayos in vitro como in vivo, se utilizaron cepas de Alternaria
alternata, Botrytis cinerea, Colletotrichum gloesporioides, Monilinia fructicola y
Penicillium expansum aisladas de frutos infectados y mantenidas en la coleccién
de cultivos de hongos patégenos del Centro de Tecnologia Postcosecha del IVIA.
Previo a los ensayos, los hongos se incubaron en agar patata dextrosa (PDA)
(Scharalab S.L., Barcelona, Espafa) en placas Petri a 25 °C. Las esporas fueron
obtenidas después de 10 dias de incubacién segun la metodologia descrita por
Soto-Munoz et al. (2023). Las esporas de estos cultivos fueron resuspendidas en
agua destilada estéril. Las suspensiones de esporas fueron filtradas con gasa
estéril y ajustadas una concentracion de 1 x 104 esporas mL" para los ensayos in
vitro. En las experiencias in vivo las suspensiones de esporas se ajustaron a
1 x 10*esporas mL" para B. cinerea 'y 1 x 10% esporas mL" para M. fructicola. Los
ajustes se realizaron mediante la estimacion previa de la concentracion inicial con
camara de recuento (Thoma o Rosenthall) como se observa en la Figura 1.

Figura 1. Esporas de B. cinerea en camara de recuento Thoma de recuento.
2.2. Actividad antifiingica in vitro de compuestos fendlicos

En estas experiencias, los compuestos fendlicos seleccionados para evaluar
su actividad antifungica fueron acido galico (Gal) y acido ferulico (Fer) disueltos

9



en etanol y dos soluciones de acido tanico (Tan), una disuelta en agua y otra en
etanol  (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafna). Se prepararon diferentes
concentraciones de estos compuestos fendlicos (2,4; 1,8; 1,2; 0,6 y 0,1 mg L ™).

La concentracidon minima inhibitoria de los distintos compuestos fendlicos
para inhibir el crecimiento micelial de los hongos se determiné mediante el
método descrito por Yang et al. (2023), utilizando placas de 96 pocillos estériles
con algunas modificaciones en su metodologia. Cada placa permitid la
distribucion espacial del compuesto fendlico con distintas concentraciones en
cada columna. Las placas contaron con una seccién del ‘tratamiento’ con el
in6culo (compuesto fendlico con indculo) y una seccidn del ‘blanco’ (compuesto
fendlico sin indculo) con 8 réplicas para la seccion tratamiento y la seccion blanco
respectivamente por cada concentracion de compuesto. Ademas, se prepard
otra placa ‘control’ (sin compuesto fendlico con indculo). Cada pocillo contuvo
150 pL de PDB (caldo dextrosa patata), 30 puL del respectivo inéculo (en el caso
del blanco se utilizé 30 uL de agua) y 20 uL del respectivo compuesto a diferentes
concentraciones. Tras la inoculacién, las placas multipocillo fueron incubadas a
25 °C por periodos de 72 h 'y 96 h antes de cada medicion. Para cada compuesto
se midio la absorbancia a 600 nm en los periodos de 72 y 96 horas usando un
lector multiplica (Thermo Scientific Multiskan Spectrum, Vantaa, Finland). Los
valores de densidad oOptica obtenidos se expresaron como porcentaje de
reduccion (ecuacion 1) causado por efecto del tratamiento, es decir % de
inhibicién del crecimiento micelial de patégeno respecto al control sin compuesto
fendlico.

L . = j
Reduccién de DO tratamientos (%) = 100 » 220l =00 fratamiento )

DO control

Donde: DO conirol €5 la densidad Optica del ‘control’ menos el promedio de las
densidades opticas del ‘blanco’; DO yatamiento €S la densidad éptica del ‘tratamiento’
menos el promedio de las densidades Opticas del ‘blanco’. Estos valores se
transformaron en arcoseno para mejorar la homogeneidad de las varianzas en el
analisis de ANOVA.

2.3. Formulacion de recubrimientos comestibles antifungicos

Para estos ensayos, se seleccion6 un recubrimiento a base de goma arabiga
(Nexira, Barcelona, Espafna) previamente optimizado y aplicado por Asgarian et
al. (2023) con aceites esenciales en ciruelas. Esta formulacion consta de goma
arabiga como biopolimero y cera de abeja (Guinama, Valencia, Espafa) como
fase lipidica. Ademas, glicerol y sucroester (Panreac Quimica SA., Barcelona,
Espafia) como plastificante y emulsificante respectivamente. A esta formulacion
se le incorporaron los compuestos fendlicos evaluados en los ensayos in vitro a
la concentracion seleccionada de 1,2 mg L.



Para preparar las emulsiones, la goma arabiga (3% w/w) fue dispersada en
agua caliente a 40 °C. Luego, 0,25% de sucroester fue afadido como
emulsificante, manteniéndolo en agitacién hasta la completa solubilizacion.
Finalmente, fueron anadidos 0,5% de cera de abeja y 1% de glicerol. La mezcla
fue calentada a 90 °C para fundir el lipido y se homogeneizé con un
homogeneizador de cizalla (Ultra-Turrax model T25, IKEA-Werke, Steufen,
Alemania) por 1 minuto a 17.000 rpm seguido de 22.000 rpm por 3 min. La
emulsion preparada fue puesta en un bano de hielo hasta que su temperatura
alcanzo los 25 °C.

Por ultimo, se es afladido cada compuesto fendlico (1,2% w/w), previamente
disueltos en etanol (et) o agua (w) y la emulsién se homogeneizé por 2 min a
16.000 rpm a temperatura ambiente (25 °C), obteniendo cuatro formulaciones
diferentes.

Se evaluo la estabilidad de las emulsiones preparadas (con y sin compuestos
fenolicos) a temperatura ambiente controlada, introduciéndolas en tubos
volumétricos de 100 mL y visualizando la existencia de separacion de fases a 24
h. Ademas, estas emulsiones fueron caracterizadas midiendo viscosidad (Visco
Star Plus R, Fungilab, S.A., Barcelona, Espafa) y el pH.

2.4. Evaluacion de actividad curativa in vivo
2.4.1. Fruta

Se emplearon nectarinas “Carmina” procedentes de la Cooperativa Agricola
Ntra. Sra. Del Oreto Coop. V (LAlcidia, Valencia), directas de campo y sin
tratamiento postcosecha. Estas fueron seleccionadas para asegurar frutos sanos
y sin heridas, se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 0,5%, enjugando con
agua de red y secandolas a temperatura ambiente.

2.4.2. Incidencia, severidad y esporulacion

Para los ensayos curativos in vivo, dos lotes de frutas fueron inoculadas en la
zona ecuatorial con M. fructicola (MF; 10® esporas mL") y B. cinerea (BC; 10*
esporas mL™"), utilizando un punzon de acero inoxidable previamente sumergido
en la suspensién de esporas. Las frutas inoculadas se incubaron a 20 °C por 24h.

Para cada hongo, se distribuyeron 120 frutas aleatoriamente en alvéolos de
plastico sobre cajas de plastico, que correspondian a 4 réplicas de 5 frutos cada
una por tratamiento. Se llevaron a cabo 6 tratamientos: uno fue control recubierto
con agua y a los otros 5 se aplicaron los recubrimientos (1 recubrimiento sin
compuesto fenodlico y 4 con compuestos fendlicos).

Tras 24 h de incubacion a 20° C, las frutas fueron recubiertas manualmente
anadiendo 0,4 mL de las emulsiones que se esparcieron uniformemente con
guantes de latex para simular la aplicaciéon de rodillos en las lineas de confeccién
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de fruta de las centrales de fruta. Después del secado a temperatura ambiente,
las cajas fueron protegidas con bolsas de plastico para evitar contaminacion
cruzada por factores ambientales. Ademas, en el interior de estas se afiadieron
toallas de papel mojadas para asegurar una alta humedad relativa en el interior.

Las frutas tratadas fueron incubadas a 20 °C y 70-80% de HR en camaras de
conservacion de la planta piloto de IVIA. La incidencia de la enfermedad (% de
fruta infectada), severidad (diametro de la lesion, mm) y la esporulacién (% de
frutas con presencia de esporas) del hongo patdgeno se evaluaron después de 4
y 7 dias después de la inoculacion.

2.5. Analisis estadistico

Los datos fueron a analizados por analisis de varianza (ANOVA) y la prueba
de la minima diferencia significativa (MSD) con paquete estadistico Statgraphics
Cenurion XVII (StatPoint Technologies Inc., Warrenton, VA, USA). La
concentracion minima inhibitoria, incidencia de enfermedad y esporulacion
fueron calculadas en porcentaje. Para el caso de la concentracion minima
inhibitoria, los resultados se presentan como porcentaje de reduccién respecto a
un control. Las diferencias significativas entre medias se presentan con un nivel
de confianza del 95% (P < 0,05).

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Actividad antifangica in vitro de compuestos fendlicos

La Tabla 1 muestra los resultados del porcentaje de inhibicion del crecimiento
micelial en la placa multipocillo por efecto de los compuestos fendlicos para los
cinco hongos patdgenos, que son los principales causantes de deterioro en la
fruta de hueso. Esta actividad inhibitoria se ha determinado a diferentes
concentraciones de estos compuestos.

Los resultados de la Tabla 1 muestran que todos los compuestos fendlicos
inhiben el crecimiento micelial de los hongos y que ésta depende del tipo de
hongo, tiempo de incubacion, ademas del compuesto y su concentracion. En la
Tabla podemos observar que en general, los tratamientos Fer/et y Tan/et fueron
los mejores para la mayoria de los hongos evaluados, alcanzando en muchos de
los hongos actividades inhibitorias cercanas al 98% a las concentraciones mas
bajas, incluso transcurridas las 96 h de incubacion. Para B. cinerea, M. fructicola
y P expansum se alcanzé una inhibicion superior al 90% con Gal/et y Fer/et a las
concentraciones de 0,1 mg L' y sobre 95% con 0,6 mg L. El tratamiento con
Tan/et también resultd efectivo para B. cinerea, M. fructicola y P expansum a las
mismas concentraciones, con inhibiciones del 85%, 90% y 99%,
respectivamente.



Tabla 1. Porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial de hongos patégenos a 72 h y 96 h de incubacién en placas multipocillo.

72h 96 h
Compuesto
fenélico 01 0,6 1,2 1,8 24 0,1 0,6 1,2 18 24
(mgL?)

Tanw  60,0£30%° 57,0:44°° 38,3:50°C 47,0:50%° 59,1:60%%  73,0:40%° 77.5:20°° 69,0:614°° 68,015 67,0:4,05
Tan/et 70,060 82,0£7,0% 94,1:60%° ©993:1,5" 100,0£1,0*  833:50"° 84.4220% 87.2:60% 950:50%° 100,0:1,0*
Galet  563:4,0%% 480:30°¢ 27,0630 90:30° 332:50°  53,0:50%° 57,1:07% 47,2:30% 46,0:31% 48,0:2,0°
Fer/let  704:38"° 98,3:50™ 100,0:0,0™ 983:50™ 1000:00" 785:60°®® 990:4,1"* 100,0:00" 98060 100,0:0,0"

Alternaria
alternata

g | Tanw  122620% 182:0,1° 24,0633% 41,0:33%° 69,0:64%°  540:60% 323:12%° 321240 45040 68,14,2%
£ Tan/et  851:6,0%° 68,0:6,7°° 97,5:4,0™° 09,1:30™ 100,0:00"°  882:4,0™  94,0:31"° 97,2¢31%° 100,0:00™" 100,0:0,0*
S | cavet 992+1,0™ 99,081, 961:50° 97,0032 035:20%° 99,3104  99,3:04% 990:1,0°® 99,0£1.,0%° 98,3:1,0"
8 Fer/fet  100,0:0,0° 94,0:6,0"° 951:50Ab 100,0:00* 983150  992:03" 994:03%® 100,000 100,0:0,0* 100,0:0,0"
§ g Tanw 551160 49,0:44%° 57,0654 345:40% 430:30°  140:20%  132:34% 330335 1512405 43,0450%
féé Tan/et 534155 67,4:64%° 89,0:54%® ©003:1,0" 095:1,0°  330:20" 51,4252%° 71,0665 982:4,3Aa 100,0£2,0%
é g’ Galet  37,3:4,0%¢ 440:53% 505:60° 30,3:4,0%" 533:2,0%"  17,263,0°° 22,047,0°® 17,124,0°° 1512305 250:2,0%
S%

Fer/et  154+2,0°° 100,0:1,0* 99,1:25™ 991:25™ 100,001  250:35% 100,0:1.0™ 992:20™ 994:1,0* 100,0:0,1*
Tanw  38,3:40°° 995:1,0" 100,0:0,0* 96,1:2,0%° 96,0:44%°  203:14%°  994:1,0" 1000:0,0"* 96,4:2,0°%° 96,0+4,1%°
Tanfet  004:4,3%° 97,1:1,3" 950:33%° 07,0:30%% 97.4:30%°  57.0:62%° 97,0:40™ 975:32%° 96,0:32%° 953145
Galet  930:30%° 958:25%° 06,1:60%%° 98,01,2%% 99011  100,0:00" 992:20" 07,2:62% 04,1:50%* 97,0:32%
Fer/et  993+¢1,0°° 98,1+24"™° 100,0:0,1"® 100,0:0,0™ 100,0:0,0°*  100,0:0,0"° 100,0:1,8™® 100,0:0,0" 100,0:0,0" 100,0+0,0"
Tanw 71,0850  80,3:4,0°° 88,0:6,0%° 94,0:53% 953:23%%  81,2¢4,1%  86,1:20°° 82416,0°%° 84,5:62°°°° 87,0454
Tan/et  99,5:1,0° 100,0:0,0™ 100,0£0,0** 99,0:30™ 100,0:05  98,0:52° 100,00,1*® 100,0:0,0** 100,0:0,5*® 100,0:0,3**°
Galet  100,0£0,0°*® 100,0£0,7** 100,0£1,2*® 99,0:1,6™° 98,1:24%°  100,0:0,3**° 99,4:1,0% 100,0£0,2** 100,0:0,1*® 100,0£0,1"°
Fer/et  994+05% 99,1+1,0°° 100,0+1,0™ 100,0£0,0™ 100,0:0,0°®  99,3:1,0" 100,0:04**® 100,0:0,0" 100,0:02** 100,0+0,0"°

Monilinia
fructicola

Penicillium
expansum

Se muestran las medias + desviacién estandar.

Tan = acido tanico; Gal = acido galico; Fer = acido ferulico; w = agua; et = etanol

Para cada hongo, medias en columnas con diferentes letras mayusculas indican diferencias significativas entre compuestos fendlicos (test MDS, p < 0,05) Para cada
compuesto fendlico, medias en filas con diferentes letras mindsculas indican diferencias significativas entre concentraciones para cada tiempo de incubacion test
MDS, p < 0,05). (*) Muestras con cambios de color ocurridos durante la evaluacion in vitro, lo que pudo afectar la medicidén del crecimiento micelial en las placas

multipocillo.
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Por otro lado, los menores valores de inhibicion se obtienen contra B. cinerea en
el tratamiento con Tan/w y C. gloesporpides para los compuestos Gal/et y Tan/w, que
no llegaron al 70% de inhibicion a las concentraciones mas altas. En el caso de A.
alternata y C. gloesporoides, el compuesto fendlico mas efectivo fue Fer/et que
inhibié el crecimiento micelial de estos hongos mas del 98% a una concentracion de
0.6 mg L' alas 72 horas de incubacion. En estos dos hongos hay que destacar que
se observd una coloracion marrén con los compuestos Gallet y Tan/w a las
concentraciones mayores, que pueden afectar a la interpretacién de los resultados
obtenidos de inhibicion del crecimiento micelial, por haberse utilizado una
metodologia basada en mediciones espectrofotométricas. Por ello, las muestras que
presentaron cambio de color se observaron mediante microscopia, comparandolas
con las muestras de baja concentracion de compuesto fendlico, para ver si se
observaba crecimiento micelial.

En la Figura 2 se muestra un ejemplo de las muestras de los ensayos in vitro con
A. alternata en presencia de Gall/et, tanto para los cambios de coloracion de las
muestras en las placas multipocillo como en las observaciones en microscopia
optica. En las observaciones de microscopia, se vieron estructuras miceliares de los
hongos en la muestra con baja concentracion de acidos fendlicos (0,1 mg L),
mientras que a las concentraciones de 0,6 y 1,8 mg L' no se vieron micelios
completos. Por tanto, podemos concluir que existe una actividad inhibitoria del
crecimiento micelial de los hongos a pesar del cambio de color y de los valores de
inhibicidn bajos que se determinaron por espectrofotometria. Estos cambios de color
podrian ser debidos a una oxidacidon enzimatica, tal y como se ha descrito en
estudios previos (Lekshmi et al., 2021) con microorganismos que segregan tanasa,
una enzima sintetizada por diversos organismos tales como levaduras, bacterias y
hongos con actividad oxidativa en presencia de compuestos tanicos. Por tanto,
cuando hay cambios de coloracién habria que utilizar otros métodos, distintos a los
espectrofotométricos, para verificar la actividad antifungica de los compuestos.



.| B1:1.8mgL" B2:0.6 mg L

B3:0.1 mg L

Figura 2. Aspecto de placas multipocillos en los ensayos in vitro de A. alternata con Gallet (A).
Estructura micelial de A. alternata observada mediante microscopia dptica en muestras tratadas con
Galleta 1.8 mg L' (B1), 0,6 mg L' (B2) y 0,1 mg L (B3).

3.2. Caracterizacion de las formulaciones formadoras de recubrimientos
utilizadas en los ensayos in vivo

Para la formulacion de estos, se utilizd una formulacidn de goma arabiga
previamente optimizada en el grupo postcosecha del IVIA, tal y como se ha descrito
en materiales y métodos, a la que se incorpord una concentracién de compuestos
fendlicos de 1,2 mg L. Esta concentracion se selecciond ya que, a pesar de que a
concentraciones mas bajas se ha observado una capacidad inhibitoria in vitro,
estudios previos con antifungicos naturales han demostrado que son necesarias
concentraciones mayores en aplicaciones in vivo (Shu et al., 2024).

En la Tabla 2 se muestran los valores medios obtenidos de pH y viscosidad para
las formulaciones de goma arabiga, con y sin compuestos fendlicos. Estas
formulaciones fueron estables tras 24 horas a los pH y viscosidades determinados,
que oscilaron entre 3,1y 4,7; 2,5y 3,5 mPa.s respectivamente.
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Tabla 2. Caracterizacion de las formulaciones formadoras de recubrimiento de los
ensayos in vivo, obtenidas a base de goma arabiga (GA), con y sin incorporar
compuestos fendlicos.

Formulacién pH Viscosidad (mPa.s)
GA 4,73 + 0,04 2,95 + 0,07
GA+Tan/w 3,98 + 0,02 2,95 + 0,03
GA+Tan/et 4,10 + 0,07 3,50 + 0,08
GA+Gal/w 3,12 + 0,03 2,534 = 0,102
GA+Fer/et 3,95 + 0,07 2,897 = 0,006

3.3. Actividad curativa in vivo de los recubrimientos antifungicos en
nectarinas

Las Figuras 3 y 4 muestran los resultados de incidencia, severidad y esporulacion
de la podredumbre marrén y gris en muestras recubiertas y sin recubrir (control) en
nectarinas inoculadas. Los resultados muestran que en general ninguno de los
recubrimientos formulados con compuestos fendlicos controld la incidencia de
enfermedades.

En los ensayos en nectarinas inoculadas con B. cinerea (Figura 3.A), los
tratamientos con los recubrimientos formulados con Tan/et y Fer/et mostraron una
menor incidencia a los 4 dias de incubacion, pero ésta no fue diferente
significativamente de las muestras control sin recubrir. De la misma forma ocurre
con la severidad (Figura 3.B), donde los resultados de las nectarinas tratadas con
recubrimientos con compuestos fendlicos fueron similares a las muestras control.
Sin embargo, a nivel de esporulaciéon podemos ver algunas diferencias con valores
menores en las muestras recubiertas (Figura 3.C).

Del mismo modo, en las muestras inoculadas con M. fructicola se observd un
comportamiento similar al descrito con B. cinerea, no observandose resultados
significativamente diferentes en la incidencia y la severidad de la podredumbre
(Figura 4.A y B). Para este patdgeno, con el recubrimiento con Tan/et se observo
una menor esporulacion respecto a los demas compuestos tras 4 dias de aplicacion
de los recubrimientos (Figura 4.C).
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Figura 3. Incidencia (A), severidad (B) y esporulacion (C) de la podredumbre gris en nectarinas
'‘Carmina’ inoculadas artificialmente con Botrytis cinerea, sin recubrir (control) o recubiertas con
recubrimientos comestibles de goma arabiga (GA) que contienen acido tanico (Tan), acido galico
(Gal) o acido ferulico (Fer) disueltos en agua (w) o etanol (et) tras 4 y 7 dias de incubacion a 20 °C.
Para cada tiempo de almacenamiento, las medias con letras diferentes son significativamente

diferentes (p < 0,05) segun la prueba de la MDS aplicada tras el ANOVA. Las barras muestran el error
estandar.
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Figura 3. Incidencia (A), severidad (B) y esporulacion (C) de la podredumbre marréon en nectarinas
'‘Carmina’ inoculadas artificialmente con Monilinia fructicola, sin recubrir (control) o recubiertas con
recubrimientos comestibles de goma arabiga (GA) que contienen acido tanico (Tan), acido galico
(Gal) o acido ferulico (Fer) disueltos en agua (w) o etanol (et) tras 4 y 7 dias de incubacion a 20 °C.
Para cada tiempo de almacenamiento, las medias con letras diferentes son significativamente
diferentes (p < 0,05) segun la prueba de la MDS aplicada tras el ANOVA. Las barras muestran el error

estandar.



En resumen, los resultados de este estudio muestran la utilidad de una técnica
agil y sencilla para evaluar la actividad antifungica in vitro de diferentes compuestos
fendlicos en estado puro, ademas de innovar en cuanto a sus posibles formas de
aplicacion al incorporarlos a recubrimientos comestibles para el control de
enfermedades de postcosecha en frutas de hueso (Asgarian et al., 2023; Palou y
Pérez-Gago, 2019). Estudios con formulaciones con aceites esenciales para el
control de A. alternata (Sapper et al., 2019) mostraron un comportamiento similar,
ya que estos tuvieron una actividad inhibitoria in vitro, pero aplicados incorporados
a recubrimientos comestibles en manzanas y caqui, no ejercieron el mismo nivel de
actividad antifungica in vivo. El trabajo de Asgarian et al. (2023) con una formulacion
de goma arabiga y aceites esenciales muestra un comportamiento similar in vivo, no
reduciendo significativamente la incidencia de la enfermedad en ciruelas.

Los resultados in vitro demostraron que todos los compuestos fendlicos
evaluados tienen una capacidad inhibitoria del crecimiento micelial, sin embargo,
esto depende del tipo de hongo, compuesto, concentracién y tiempo de interaccion.
Asi, es posible encontrar inhibiciones del crecimiento micelial superiores al 95% en
las concentraciones mas bajas con Gal/et y Fer/et contra B. cinerea, M. fructicola y
P expansum. Resultados similares fueron obtenidos por Hernandez et al. (2021) con
acido ferulico y otros compuestos fendlicos en estado puro a diferentes
concentraciones frente a hongos patdégenos de postcosecha, donde se alcanzaron
inhibiciones del 85% para B. cinerea y M. fructicola para concentraciones menores
a291 mg L' (1,5 mM). Ademas, Hernandez et al. (2021) comprobaron que estos dos
hongos son mas sensibles a los acidos fendlicos que A. alternata, comportamiento
similar a los resultados obtenidos en nuestro trabajo. Otros estudios in vitro con
extractos de fenoles purificados muestran actividades inhibitorias de hasta el 100%
a concentraciones mayores a 1,25 g L' para algunas bacterias como Listeria
monocytogenes y Bacillus cereus; sobre el 50% a 1,5 g L en levaduras como
Cryptococcus spp. y Rhodotorula spp.; y no superior al 30% a concentraciones
similares para hongos como B. cinerea, Penicillium glabrum y Cladosporium
uredicicola (Villalobos et al., 2016).

Por otro lado, los resultados de las aplicaciones in vivo no mostraron suficiente
efectividad como tratamiento curativo. Los compuestos con mayor inhibicion en los
ensayos in vitro, como Fer/et, Gal/let y Tan/et, no redujeron la incidencia y la
severidad de la enfermedad en los hongos evaluados in vivo, a pesar de usar
concentraciones mayores a las mas efectivas in vitro. Resultados similares se
observan en recubrimientos formulados a base de goma arabiga y aceites esenciales
aplicados en ciruelas, donde no se ve reducida la incidencia ni severidad en la fruta
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almacenadas a temperaturas de refrigeracion y ambiente para el control de M.
fructicola (Asgarian et al., 2023).

Por el contrario, con otro tipo de frutas se han descrito resultados diferentes de
efectividad. Asi, estudios previos con diferentes compuestos antifungicos como sales
GRAS vy aceites esenciales aplicados en recubrimientos han demostrado tener
actividad antifungica in vivo e in vitro en estudios en naranjas y mandarinas contra
Geotrichum citri-aurantii (Soto-Mufoz et al., 2020) y C. gloesporoides (Martinez-Blay
et al.,, 2020). De la misma forma, se ha demostrado actividad antifungica en
ingredientes ricos en polifenoles, como aceites esenciales y extractos de granada,
contra P, digitatum aplicados en recubrimientos en naranjas (Kharchoufi et al., 2018)
y extractos de hierba de limén y aceites esenciales como geraniol para la inhibicién
de M. fructicola en recubrimientosa base de pectina en naranjas artificialmente
inoculadas (Quintanilla et al., 2023)

Ademas, y aunque se considerd una concentracion de compuestos antifungicos
mayor in vivo que in vitro para asegurar la efectividad (Shu et al., 2024), parecen
existir interacciones entre el huésped, el patégeno y el ambiente durante el
desarrollo de la enfermedad que son determinantes en la capacidad de control de
la misma al aplicar los agentes antifungicos en los ensayos in vivo (Alvarez et al.,
2023). Por otra parte, y dado que nuestros agentes antifungicos son compuestos
puros, es posible que interacciones fisicoquimicas de los componentes de la fruta 'y
el recubrimiento disminuyan la efectividad de estos compuestos fendlicos. Ademas,
estudios recientes han puesto de manifiesto que la actividad antimicrobiana de estos
compuestos esta relacionada con su estructura quimica, teniendo mayor potencial
antimicrobiano en sus formas esterificadas, encontradas en las paredes celulares de
las células vegetales (Shu et al., 2024).

La diferencia en la actividad antifungica de los compuestos naturales puros
puede radicar en el método de accion de estos. En sales GRAS, se ha estudiado que
se podria lograr la inhibicidn de la germinacion de esporas y crecimiento micelial
debido a las modificaciones de pH de la solucién salina, ademas pueden modificar
la turgencia celular con contraccion y colapso de las hifas, alterando funciones
enzimaticas (Soto-Mufoz et al., 2020). Por otra parte, en los aceites esenciales la
efectividad puede estar relacionada a su composicion que incluye una gran
diversidad de compuestos fendlicos que pueden tener un efecto sinérgico o
acumulativo entre ellos (Shu et al., 2024; Villalobos et al., 2016), induciendo
mecanismos de resistencia frente a hongos patdégenos en frutas (Kharchoufi et al.,
2018).



Ademas, es posible que las interacciones fisicoquimicas de los componentes de
los recubrimientos disminuyan la efectividad de estos compuestos fendlicos.
Asgarian et al. (2023) encontraron que podria haber una interaccion entre los
componentes como la cera de abeja, sucroester y glicerol en la formulacion con los
aceites esenciales utilizados, disminuyendo la eficiencia y disponibilidad de los
componentes antifungicos.

Por ultimo, y ya mencionado, remarcar que la actividad antimicrobiana de estos
compuestos fendlicos puede depender de su estructura quimica, en especial de su
grupo hidroxilo libre, por lo que tienen mayor potencial antimicrobiano en sus formas
esterificadas (Shu et al., 2024). De manera que este radical hidroxilo libre en los
compuestos puros podria haber interaccionado con los componentes de la
formulacion del recubrimiento, tal y como han descrito Asgarian et al. (2023) en la
misma formulacion.

4, CONCLUSIONES

Este trabajo demuestra que los compuestos fendlicos evaluados, acidos ferulico,
tanico y galico, poseen un potencial como agentes antimicrobianos para todos los
patdgenos de los ensayos in vitro (A. alternata, B. cinerea, C. gloesporoides, M.
fructicola y P expansum). De los acidos fendlicos evaluados, destacar que Fer/et y
Tan/et son los que mayor actividad inhibitoria in vitro mostraron incluso a
concentraciones bajas de 0,1 mg L. Sin embargo, al incorporar los compuestos
fenolicos a formulaciones de goma arabiga y aplicarlas en forma de recubrimientos
sobre la superficie de nectarinas infectadas, no mostraron actividad antifungica
curativa frente a M. fructicola y B. cinerea, lo que sugiere que las interacciones
fisicoquimicas entre estos compuestos y los ingredientes de los recubrimientos, asi
como la interaccion de éstos con el tipo de fruto son determinantes en su eficacia
como antifungico. Los resultados obtenidos sirven de base para que en futuras
investigaciones se amplien estas formas de aplicacion dado el alto potencial e
innovacion que representarian para un control mas saludable y respetuoso de
enfermedades de postcosecha en el sector hortofruticola.
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