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0. RESUMEN / ABSTRACT

El objetivo de este trabajo ha sido determinar la eficacia del agua electrolizada
(agua EO) para la higienizacion y la reduccion de productos fitosanitarios en frutas de
hueso, comparando su eficacia con la obtenida con el empleo del didxido de cloro. Para
ello, se han desarrollado las siguientes actividades: 1) un estudio de la actividad in vitro
del agua EO y del diéxido de cloro frente a esporas flngicas, 2) un estudio de la eficacia
in vivo del agua EO vy del didxido de cloro para la reduccion de la microbiota epifita
superficial y de esporas de M. fructicola previamente inoculadas y 3) un estudio de la
eficacia in vivo del agua EO y del diéxido de cloro en la reduccion de fungicidas y
posterior analisis del desarrollo de podredumbre por M. fructicola segun la cantidad de

residuo de fludioxonil presente.

El tratamiento con agua EO durante 10 minutos eliming la totalidad de las
esporas de Monilinia laxa, M. fructicola, Geotrichum candidum, Penicillium expansum,
Alternaria alternata y Botrytis cinerea, siendo su eficacia mayor que la producida por el
diéxido de cloro. En los estudios para la reduccion de la microbiota epifita el
tratamiento con agua EO durante 5 minutos elimina totalmente los mohos y levaduras
en todas las frutas estudiadas (albaricoque, cereza, melocotdn, nectarina y paraguayo) y
reduce notablemente el diametro de crecimiento fangico (mas de la mitad) de M.
fructicola previamente inoculada en melocoton. En cuanto a los fungicidas, el agua EO
reduce eficazmente las concentraciones de fludioxonil y ciprodinil mientras que el
didxido de cloro es mas activo en la disminucion de iprodiona y tebuconazol. Como era
de esperar, la reduccion en los niveles de fludioxonil por debajo de su limite maximo de
residuos (10 mg/kg) previo a la comercializacion conlleva una mayor infeccion por M.

fructicola.
ABSTRACT

The objective of this work was to determine the effectiveness of electrolyzed
water (EO water) for the decontamination and reduction of fungicides in stone fruits,
comparing its effectiveness with that obtained with washed with chlorine dioxide. To
this aim the following activities has been carried out: 1) a study of the in vitro activity
of EO water and chlorine dioxide against fungal spores, 2) a study of the in vivo

efficacy of EO water and chlorine dioxide for the reduction of the surface epiphytic




microbiota and of M. fructicola spores previously inoculated in the fruit and 3) a study
of the in vivo efficacy of EO water and chlorine dioxide in reducing fungicides and
subsequent analysis of the development of M. fructicola rot depending on the amount of

fludioxonil residue present.

EO water treatment for 10 minutes completely removed Monilinia laxa, M.
fructicola, Geotrichum candidum, Penicillium expansum, Botrytis cinerea and
Alternaria alternate spores, being its effectiveness greater than that produced by
chlorine dioxide. In the studiy to reduce the epiphytic microbiota, the treatment with EO
water for 5 minutes completely eliminates molds and yeasts in all the fruits studied
(apricot, cherry, peach, nectarine and flat peach) and significantly reduces the diameter
of fungal growth (more than 50%) of M. fructicola previously inoculated in peach. EO
water effectively reduces fludioxonil and cyprodinil concentrations while chlorine
dioxide is more active in reducing iprodione and tebuconazole. As expected, the
reduction of the levels of fludioxonil below the maximum residue limit (10 mg / kg)

allows the development of M. fructicola during the commercialization.




1. INTRODUCCION

1.1. LAS FRUTAS DE HUESO: CARACTERISTICAS Y PRODUCCION

Las frutas de hueso son frutos carnosos de forma redondeada que tienen en su
interior una Unica semilla envuelta en una capa lefiosa dura o hueso. Entre ellas,

destacan la cereza, el albaricoque, el melocotdn, la ciruela, la nectarina y el paraguayo.

La produccion total de frutas en Europa se reparte principalmente entre Italia,
Espafia y Francia. El sector de frutas y hortalizas en Espafia constituye una actividad
econdmica con un fuerte peso en la produccion, exportaciéon y el empleo agrario. La
participacion del sector en la Produccion Vegetal Agricola alcanzd 14.457 millones de
euros en 2014, lo que representa el 59 % del total, segin datos del Ministerio de
Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente. En cuanto a la Produccion Final Agraria,
representa el 34 % del total. La produccion de frutas y hortalizas destinadas al mercado
fresco es estimada en 19 millones de toneladas. La exportacion supone
aproximadamente dos tercios de la facturacion del sector, elevandose, en 2014, a 10.475

millones de euros.

La fruta de hueso es el principal cultivo de frutas no citricas en Espafia. Segun la
Encuesta sobre Superficies de Cultivo en Esparia de 2013 del Ministerio de Agricultura,
Alimentacién y Medio Ambiente, la superficie de cultivo en Espafia del melocotonero-
nectarino totaliz6 82.124 hectareas, la superficie de cerezo ascendié a 32.077 hectéreas,
la de albaricoquero fue de 20.676 hectareas y la de ciruelo de 14.086 hectareas. En
Aragon, la superficie dedicada al cultivo de los frutales de hueso supera las 27.500
hectéreas, de las que casi 18.000 son de melocotén o nectarina. El siguiente cultivo en
importancia es el cerezo, con mas de 7.000 hectéreas, seguido a mucha distancia por el

albaricoquero y el ciruelo, con alrededor de 1.000 hectareas cada uno.

Espafia es el principal productor y exportador europeo de fruta de hueso, un
producto que tiene una importancia estratégica en el sector agroalimentario espafiol. En
la actualidad, las producciones de melocotones, paraguayos, nectarinas, ciruelas y
cerezas, entre otras frutas de hueso, son de gran importancia para el sector agricola
espanol, superando las 1,2 millones de toneladas en produccién anual. El sector de la
fruta de hueso es de vital importancia para la fruticultura espafiola, por ser la fruta dulce

de mayor superficie, mayor produccién y de mayor exportacion. Es la segunda especie




de fruta mas exportada después de los citricos. Segun datos facilitados por la Federacion
Espafiola de Asociaciones de Productores y Exportadores de Frutas y Hortalizas
(FEPEX), las exportaciones en 2013 de frutas de hueso se situaron en 908.772
toneladas, de las que 406.908 corresponden a nectarina, 342.045 a melocoton, 71.652 a
ciruelas, 61.763 a albaricoques y, por ultimo, 26.394 a cerezas. En valor, las
exportaciones espafiolas rozaron los mil millones de euros. La amplia oferta de
variedades de frutas de hueso y el extenso calendario de comercializacion son dos de las
claves del éxito de este sector agricola en Espafia.

1.2. MICROBIOLOGIA DE LAS FRUTAS

Desde el momento de la recoleccidn, las frutas comienzan a sufrir un proceso de
deterioro, de manera que disminuyen las barreras naturales que se oponen a la infeccion
por mohos patdgenos. Ademas, muchos de los cambios que se producen en el desarrollo
del fruto que son deseables para alcanzar las condiciones organolépticas y nutritivas
Optimas para el consumo, son también favorables para el desarrollo de las

podredumbres fungicas.

Las poblaciones microbianas en las frutas pueden verse influenciadas por
numerosos factores, que incluyen el uso de estiércol como fertilizante, agua
contaminada por productos agricolas, equipos de cultivo contaminados, practicas
higiénicas de los trabajadores en el campo, en las envasadoras y en las plantas de

procesado y la presencia de animales salvajes en los campos y en las envasadoras.

Son muchos los agentes etioldgicos especificos que estan relacionados con
brotes asociados a dichos productos. En productos agricolas contaminados relacionados
con enfermedades humanas se han encontrado bacterias (Salmonella y Shigella spp.,
Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes, Campylobacter jejuni y Yersinia
enterocolitica), virus (calicivirus, el virus de la hepatitis A y norovirus) y parasitos
(Cyclospora cayetanensis, Cryptosporidium parvum y Giardia lamblia) (Beuchat, 2002;

Sewell y Farber, 2001; Sivapalasingam et al., 2004).

Quizas, las dos fuentes de patdgenos mas importantes antes de la recoleccion son
el agua utilizada para la irrigacion y para la aplicacion de insecticidas y fungicidas y el
estiércol aplicado como fertilizante. La mayoria de los microorganismos que han sido

recuperados de frutas crudas durante la recoleccion no presentan un riesgo para la salud




humana, pero pueden causar deterioros. Pseudomonas, levaduras, mohos, Bacillus,
Erwinia, Xanthomonas y Clostridium spp. representan la microbiologia presente en la
huerta, en el campo y en la vifia durante la recoleccion. La contaminacion en el campo
puede llegar a ser un riesgo de alta magnitud si el microorganismo consigue acceder a
areas internas de la planta a través de lesiones de su superficie, ya que los patdgenos
situados internamente son dificiles de alcanzar con los desinfectantes (Sapers et al.,
2000).

Sin embargo, el principal problema para la conservacion y comercializacion de
las frutas son las mermas producidas por las podredumbres post-cosecha, que se estiman
entre un 10-20 % de la mercancia enviada a destino. En los estudios y prospecciones
realizadas, se han identificado hasta 12 hongos causantes de esas podredumbre y, de
ellos, los mas importantes en frutas de hueso son Monilinia fructicola, Monilinia laxa,
Rhizopus stolonifer y Botrytis cinerea (Figura 1), representando Monilinia mas del 93 %
de las podredumbres de fruta de hueso. Monilinia es una enfermedad presente en el
campo Yy que, posteriormente, por contaminacion de los frutos, pasa a la central. Para su
control es necesario realizar un programa de control fitosanitario completo desde la
caida de pétalos hasta la cosecha y, posteriormente, continuar con un tratamiento post-
cosecha para conseguir un aumento de la vida comercial de la fruta. Hasta 2006, la
podredumbre marron en Espafia estaba asociada casi en exclusiva (85-90 %) a la
especie M. laxa, correspondiendo el resto a M. fructigena. Sin embargo, ese afio se
detectd por primera vez en Espafia, asi como en numerosos paises de Europa, la especie
M. fructicola. Esta especie posee las desventajas de que crece mas rapidamente, posee

una esporulacion mas abundante y las esporas generadas son mas resistentes.

Monilia fructicola Rhizopus stolonifer Botrytis cinerea

Figura 1. Podredumbre por M. fructicola, R. stolonifer y B. cinerea en frutas de hueso.




En Aragon, la enfermedad que produce mas perdidas en todas las especies es la
producida por mohos del género Monilinia (M. laxa y M. fructicola, principalmente). La
incidencia se agrava si durante el periodo previo a la recoleccién se suceden periodos
hamedos. En melocotonero, nectarina y, particularmente, en albaricoquero, las pérdidas
en la floracion también llegan a ser importantes si las lluvias acompafian a este estado
fenolégico. En los Gltimos afios se ha detectado un aumento de la presencia de M.

fructicola en algunos municipios del valle del Cinca y del Bajo Aragon.
1.3. PRODUCTOS FITOSANITARIOS O FUNGICIDAS

Los pesticidas, plaguicidas o fitosanitarios son compuestos quimicos que se
aplican en los cultivos para protegerlos frente a las plagas y enfermedades que los dafian
durante la cosecha y, en algunos casos, después de la cosecha. Segun la FAO,
actualmente las plagas y enfermedades arruinan entre un 25-35 % de la cosecha mundial
y, las malas hierbas, un 10 %. Los pesticidas aumentan la produccion mundial de
alimentos al proteger contra plagas y enfermedades, mejoran el aspecto de los vegetales,
contribuyen a alargar su vida comercial y protegen al consumidor de algunos peligros.
Los residuos de pesticidas son pequefias cantidades de pesticidas o sus productos de
degradacion que permanecen y se acumulan en los alimentos recolectados o
almacenados, de forma que al ser ingeridos por el ser humano en grandes cantidades
pueden afectar a su salud. La preocupacion por sus posibles efectos nocivos en fruta
adquiere especial importancia si tenemos en cuenta que la fruta suele ser consumida en

fresco y la proximidad temporal entre la aplicacidn de los tratamientos y su consumo.

Tradicionalmente, y también hoy en dia, el control de enfermedades post-
cosecha en Espafia se realiza mediante tratamientos en las centrales hortofruticolas con
fungicidas quimicos de sintesis. Los tratamientos con fungicidas convencionales son
tipicamente persistentes, con accion curativa frente a infecciones fungicas establecidas y
preventiva frente a posibles infecciones posteriores a la aplicacion. En Espafia, la
aplicacion habitual se realiza en forma acuosa (‘dréncher’, bafio, cortina de espuma o
ducha en la linea de confeccion), incorporados a formulaciones de ceras, 0 gaseosa en
forma de potes fumigenos. Aunque su efectividad depende de la dosis y del modo de
aplicacion, en general es elevada y las aplicaciones habituales no sobrepasan los LMRs
establecidos por la legislacion europea. Este factor, junto a su facilidad de aplicacién y

su precio razonable, ha contribuido a perpetuar el uso de estos productos quimicos. La




aplicacion masiva y continuada de materias activas ha provocado preocupacion en la
opinion puablica por la generacion de un exceso de residuos quimicos y también
problemas al sector, como el tratamiento de caldos residuales (obligatorio en la mayoria
de casos para evitar la liberacion de residuos quimicos al medioambiente) o la
proliferacion de cepas patogénicas resistentes que reduce o anula la eficacia de los

tratamientos.

En el contexto actual, el sector debe atenerse a las exigencias de una legislacién
que, haciéndose eco de las demandas de los consumidores, es y sera cada vez mas
restrictiva en lo referente al uso de pesticidas. Asi, a finales de 2009 se publico en el
Diario Oficial de la Union Europea (UE) el nuevo Reglamento (CE) 1107/2009 sobre
comercializacion de productos fitosanitarios que deroga las Directivas 79/117/CEE y
91/414/CEE del Consejo y fue de aplicacion a partir del 14 de junio de 2011. Su
finalidad es garantizar un nivel elevado de proteccion de la salud humana y animal, asi
como del medio ambiente, y mejorar el funcionamiento del mercado interior mediante
la armonizacién de las normas sobre la comercializacion de productos fitosanitarios. En
la préctica, ha supuesto la retirada o el rechazo del 66 % (741 de 1.119) de las
sustancias activas revisadas. La Directiva 2009/128/CE del Parlamente Europeo sobre el
uso sostenible de los plaguicidas establece el marco de la actuacion comunitaria en esta
tematica. Segun ella, los estados miembros debieron adoptar antes del pasado 26 de
noviembre de 2012 planes de accion nacionales (PAN) para fijar sus objetivos
cuantitativos, metas, medidas, calendarios e indicadores, a fin de reducir los riesgos y
los efectos de la utilizacion de plaguicidas en la salud humana y el medio ambiente. La
existencia de diferencias entre los estados miembros de la UE con respecto a los
contenidos maximos permitidos de estos residuos representa en algunos casos una
barrera para el comercio y, en especial, para las exportaciones de nuestra fruta al resto

de los paises de la UE.

Aparte de los cambios legislativos, la utilizacion de fungicidas convencionales
se ve influenciada por un marcado cambio de tendencia en la comercializacién de
productos hortofruticolas, con dos consecuencias importantes. Por un lado, aumenta
considerablemente el volumen de los mercados de producto ecoldgico, organico o
‘verde’, en los que se exige no solo la ausencia total de residuos quimicos en el
producto final sino también la prohibicion de su uso durante todo el ciclo de

produccién. Por otro lado, y lo que es muy grave para el sector productor espafiol,




importantes mercados ‘tradicionales’, especialmente supermercados o cadenas
alimentarias europeas, estan exigiendo el cumplimiento de criterios propios mas
restrictivos que los LMRs establecidos por la legislacion. A pesar de que,
afortunadamente para el sector, varios fungicidas podran seguir utilizdndose durante los
préximos afos, la situacion descrita del control quimico convencional, tanto a nivel
legal como comercial, social y técnico, establece un nuevo paradigma para el futuro
cercano y hace evidente la necesidad de encontrar alternativas para el control de
enfermedades de post-cosecha.

1.4. TRATAMIENTOS HIGIENIZANTES

Para asegurar la calidad e inocuidad de las frutas y hortalizas tras la cosecha es
necesario minimizar la contaminacion de los productos. A su vez, es de suma
importancia reducir al maximo el inoculo de patogenos vegetales que puedan afectar a
la calidad del producto durante el almacenamiento post-cosecha. Existen varios métodos
para reducir la flora superficial de frutas y hortalizas y cada método tiene ventajas y

desventajas dependiendo del tipo de producto y del proceso.

Los tratamientos con agentes desinfectantes se aplican en solucién acuosa por
inmersion o aspersion. El alcance del tratamiento depende del compuesto desinfectante
y de los microorganismos que se quieran eliminar. Su eficacia varia con la
concentracion del agente y, en mayor o menor medida, con la temperatura, pH, tiempo
de contacto y contenido de materia organica. Actualmente, existe una tendencia a
reducir el namero de tratamientos y sus dosis. Entre estos tratamientos destacan los

desinfectantes a base de cloro y el agua electrolizada.
1.4.1. Desinfectantes a base de cloro
1.4.1.1. Hipoclorito de sodio

Los desinfectantes a base de cloro se han utilizado ampliamente para desinfectar
los productos y las superficies dentro de las instalaciones de procesado, asi como para
reducir las poblaciones microbianas en agua durante varias décadas y son, quizas, los
desinfectantes mas utilizados en la industria alimentaria (Ogawa et al., 1980; Walker y
LaGrange 1991; Cherry, 1999). El cloro se obtiene como un gas (Cl,) o como un liquido
en forma de hipoclorito de sodio (NaOCI) o calcio (Ca(OCl),). Generalmente es usado

en una concentracion de 50 a 200 ppm durante 1 o 2 minutos. La actividad




antimicrobiana depende del acido hipocloroso (HOCI) presente en el agua, del pH, de la

concentracion de la materia organica y del grado de temperatura.

Por encima de pH 7,5 se produce muy poco &cido hipocloroso (HOCI), que es la
forma activa, sino mas bien hipoclorito (OCI) que es la forma inactiva. Si la
concentracion de cloro activo (acido hipocloroso) no es lo suficientemente alta, no sera
efectivo como desinfectante. Por lo tanto, el pH del agua debe mantenerse entre 6y 7,5

para asegurar la actividad del cloro (Sapers, 2001).
NaOCI + H,O - NaOH + HOCI
HOCI - H*+ OCI

La concentracion de cloro disponible determina el potencial de oxidacion de la
solucion y el poder desinfectante. Aungue se requieren concentraciones minimas de
cloro disponible (1 ppm) para inactivar microorganismos en el agua limpia, se utilizan

comunmente concentraciones mas altas para la mayoria de los productos basicos.

El cloro tiene accion antimicrobiana, inhibiendo las enzimas bacterianas
esenciales y llevando a una oxidacion irreversible de los grupos sulfhidrilo (SH). El
hipoclorito de sodio neutraliza aminoacidos, formando agua y sal, y actia como
disolvente organico degradando acidos grasos, transformandolos en sales de acidos

grasos Yy glicerol que reducen la tension superficial (Estrela et al., 2002).

Un gran inconveniente en el uso del hipoclorito de sodio es la formacion de
subproductos de desinfeccion, como los trihalometanos halogenados (THM) y los
acidos haloacéticos (HAA). La temperatura del agua, la cantidad de materia organica, la
dosis de cloro, el pH, el tiempo de contacto y la concentraciéon de iones bromuro son

algunos factores que influyen en los niveles de los subproductos de desinfeccion.
1.4.1.2. Dioxido de cloro

El dioxido de cloro (ClO,) es un oxidante que actia como desinfectante fuerte y
que ha ganado atencion como sustituto para el cloro. Se utiliza principalmente para la
desinfeccion de agua y puede ser aplicado para la descontaminacion de frutas y
vegetales en fases acuosas y gaseosas. EI CIO;, es un gas en sentido real, ya que se
disuelve facilmente en el agua sin reaccionar con ella. EI nimero de oxidacion de su

atomo de cloro es +4, lo que determina la capacidad de oxidacion.




El dioxido de cloro (ClO;) es més eficaz contra muchas clases de
microorganismos en concentraciones mas bajas que el cloro libre. Sus principales
ventajas sobre el HOCI incluyen la reactividad reducida con la materia organica y la
mayor actividad a pH neutro. Por lo tanto, produce menos productos de reaccién
clorados, potencialmente cancerigenos, que el cloro (Tsai et al., 1995; Rittman, 1997), a
pesar de que su poder oxidante es 2,5 veces mas alto que el de éste (Apel, 1993; White,
1992). Sin embargo, la baja estabilidad del diéxido de cloro puede ser un problema.
Ademas, los sistemas de generacion del didxido de cloro son generalmente méas caros
que las del hipoclorito, ya que requieren la generacion in situ, programas especializados
de seguridad, asi como sistemas de inyeccion de cierre para la contencién de la fuga de
concentrado y los vapores de volatilizacién. Sin embargo, se han estabilizado
formulaciones liquidas, que son mas baratas y faciles de usar (Tecsa®Clor, Protecsa
S.A.; ProMinent Gugal S.A.).

La inactivacion bacteriana parece ser causada principalmente por la oxidacion de
proteinas de la membrana celular, lo que conduce a la pérdida de control de la
permeabilidad (Berg et al., 1986). ElI CIO; tiene un fuerte efecto en la degradacién de
proteinas complejas y en la inhibicion de enzimas (Finnegan et al., 2010). Los
microorganismos son inactivados por la desnaturalizacion de proteinas criticas para su
integridad y/o funcion, principalmente debido a la modificacion covalente de triptéfano
y tirosina. También ocasiona dafios en las esporas, ya que pueden iniciar la
germinacién, pero no completarla (Young y Setlow, 2003).

1.4.2. Agua electrolizada

El agua electrolizada es un caso especial de cloracién que se ha introducido en
las industrias de alimentos como un nuevo agente para desinfectar. El agua electrolizada
se genera al pasar una solucion de sal diluida (1 % NaCl) a través de una celda
electroquimica donde el catodo y el anodo estan separados por un diafragma (Guentzel
et al., 2008). La celda de electrolisis electroliza el agua, produciendo dos tipos de agua

que poseen diferentes propiedades (Figura 2):

1. Una solucion electrolizada bésica (agua ER, AIEW o BEW) a partir de una
corriente del catodo (pH > 11 y ORP < -800mV), que tiene un fuerte potencial

de reduccion.
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2. Una solucion electrolizada &cida Tap Water Salt solution

(agua AE o ACEW) de una corriente |
del &nodo (pH < 2,7, ORP > 1100mV .

y una base de cloro reactivo de 10-90
ppm) que tiene un fuerte efecto HO. u o
. i ® =
bactericida (Anonymus, 1997). 0 < 3 e
CI-
Gas (0,) CI2-> :@ Gas (Hy)
EI agua EIeCtrOIIZada nEUtra (NEW) Acidelectro\yzedwater' |Basice|ectro\yzedwater
(HOCI, dilute HCI) (dilute NaOH)
H 1 A . Membrane

puede ser producida por diferentes métodos: TS o

no usando ninguna membrana de separacion
Figura 2. Esquema del generador de agua

en la celda electrolitica que divida el electrolizada y produccién de compuestos.

Reproducido por Food Science and Technology
Research 11:2, Al-Haq et al. (2005) ‘Applications
mezcla de aguas electrolizadas é&cidas y of electrolyzed oxidizing water in agriculture and
food industries’ pp. 135-150.

producto (Venczel et al., 1977), mediante la

alcalinas (Deza et al., 2003; Rico et al.,
2008) o directamente desde el lado anddico
de la celda (Guentzel et al., 2008).

El agua NEW elimina todos los microbios accesibles, incluyendo las esporas y
Cryptosporidium en cuestién de segundos. Esta solucion débil pero activa de HOCI
regresa a su estado anterior inmediatamente después de su uso. El &cido hipocloroso
activado (HOCI) en el agua NEW es 400 % mas eficaz que el formado quimicamente
con, por ejemplo, hipoclorito de sodio. EI agua NEW alcanza un potencial redox de
+900mV que directa e irreparablemente dafia la pared celular microbiana. Ademas, la
disposicion de las moléculas de agua se altera electroquimicamente, permitiendo una
mejor penetrabilidad y la interaccion de los iones microbicidas. Esta es otra

caracteristica que no se encuentra en los desinfectantes convencionales.

El agua EO contiene cloro gas (Cl;), HOCI y OCI". Todo ello contribuye a
liberar cloro disponible, es decir, radicales de cloro no combinados (Len et al., 2000).
Un numero significativo de cientificos cree que el cloro, el pH y el ORP contribuyen a
la desinfeccion (Al-Haq et al., 2002); pero sobre todo la presencia de cloro y el alto
ORP han demostrado su capacidad antimicrobiana. EI ORP es un indicador de la
capacidad de oxidar o reducir, ya que valores positivos y elevados estan correlacionados

con una mayor fuerza oxidante (McPherson, 1993; Robbs et al., 1995; Jay, 1996).
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2. OBJETIVOS

Los productores y comercializadores de frutos de hueso sufren importantes
pérdidas econdmicas porque la fruta afectada por podredumbres debe desecharse y
porque, ademas, la aparicion de estas patologias lleva a la pérdida de confianza de
distribuidores y clientes. La imposibilidad de aplicar sustancias fungicidas en la post-
cosecha ha hecho necesaria la busqueda de métodos alternativos de control. Se lleva
investigando muchos afios, pero la mayoria de las estrategias utilizadas (luz UV-C, agua
caliente a 50-60 °C, ozono...) no consiguen evitar totalmente la aparicion de la
infeccion. Es por ello de gran interés encontrar un sistema de higienizacion que
garantice la calidad del producto, tanto desde un punto de vista comercial como

sanitario.

Con el aumento del consumo de frutas y hortalizas, la presencia de residuos de
plaguicidas se ha convertido en un problema de salud para los consumidores debido a
los riesgos adversos a largo plazo sobre la salud humana. Frutas y verduras se enjuagan
tras la cosecha, pero el proceso suele tener poco efecto en la eliminacion de plaguicidas.
La legislacion actual referente a la comercializacion de fruta fresca establece diferentes
tipos de exigencias con respecto a residuos de plaguicidas. Principalmente se relaciona
0 bien con los limites maximos de residuos (LMRs) o bien con el nimero de materias
activas permitidas en funcién del pais de destino. Por este motivo, resulta especialmente
interesante el empleo de tecnologias que puedan ser facilmente incorporadas al proceso
productivo y que permitan reducir los residuos de pesticidas, asegurando la ausencia o

minima presencia de determinadas materias activas.

Actualmente, el agua electrolizada esta generando unas altas expectativas en la
desinfeccion de productos hortofruticolas. Este agua se obtiene por la electrolisis de una
solucion de cloro y su principal caracteristica es la elevada cantidad de &cido
hipocloroso generada. Aparte de su potente accion antimicrobiana, el agua electrolizada
que se usa como agente desinfectante también puede actuar como un agente oxidante
gue nos ayude a disminuir la concentracion de fungicidas en los frutos. Otra especie
oxidante que también se puede aplicar para la descontaminacion y la reduccion del
contenido de pesticidas en las frutas es el dioxido de cloro. Esta sustancia es un
poderoso oxidante que se aplica por su poder antimicrobiano y como alternativa al uso

de hipoclorito sédico. Ademas, es mucho mas estable, menos peligroso y mas selectivo
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que el ozono y el cloro, permitiendo que su dosificacion sea menor y no afecta al sabor

o0 el aroma del producto, por lo que su versatilidad es muy alta.

El objetivo general de este Trabajo Fin de Grado fue determinar la eficacia del

agua electrolizada para la higienizacién de frutas de hueso y para la reduccién de

productos fitosanitarios, comparando su eficacia con la obtenida con los lavados con

agua de red y con dioxido de cloro. Para ello, se desarrollaron tres acciones:

1)

2)

3)

Determinar la actividad in vitro del agua electrolizada frente a esporas de
Monilinia laxa, Monilinia fructicola, Geotrichum candidum, Penicillium
expansum, Alternaria alternata y Botrytis cinerea.

Establecer el efecto descontaminante del agua electrolizada en frutas de hueso,
tanto sobre la contaminacion natural presente en el fruto como sobre esporas de
M. fructicola inoculadas de forma artificial previamente.

Estudiar la viabilidad del agua electrolizada para la reduccion de distintos
fungicidas (fludioxonil, ciprodinil, iprodiona y tebuconazol). Ademas, se
compard el grado de infeccién por M. fructicola con la presencia de méas o
menos residuo de fludioxonil (fungicida autorizado en la post-cosecha de frutas

de hueso) durante un periodo de simulacién de la comercializacién.

Los experimentos desarrollados en este Trabajo Fin de Grado forman parte de

las actuaciones incluidas en el marco del proyecto ‘Zero Residues: towards a

sustainable production and supply chain for stone fruit’, cofinanciado por el programa

‘LIFE +’ de la Union Europea.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. MATERIAL
3.1.1. Frutas

Este trabajo se llevo a cabo con diferentes frutas de hueso: cerezas (variedades
Satin y Sonata), melocotones (variedades CG-58, Spring Flame y Rich Lady),
nectarinas (variedades 696 y Nectafun), paraguayos (variedades 796 y Flatstar) y

albaricoques (variedades Tsunami y Pink Cot).

Las cerezas y los melocotones de la variedad CG-58 fueron suministrados por la
Central Hortofruticola Lafuente Tomey situada en La Muela (Zaragoza). El resto de
frutas fueron suministradas por la empresa FENIX FRESH, situada en Torres de Segre
(Lleida).

3.1.2. Obtencion de suspensiones esporales

Las soluciones esporales de M. fructicola, M. laxa, G. candidum, P. expansum,
A. alternata y B. cinerea se obtuvieron a partir de placas de Agar Patata Dextrosa
(PDA, Merck) incubadas a 20 °C durante 7-10 dias hasta alcanzar un grado de
esporulacién elevado. Para ello, en cada placa de PDA que contenia las cepas flngicas
crecidas se afiadieron 5 mL de agua destilada estéril, con un 0,05 % de Tween 80 v,
posteriormente, se raspd la superficie con una asa de siembra estéril para separar el
micelio y las esporas de su superficie. EI contenido de la placa se filtr6 a través de 4
capas de gasa estéril y el nimero de esporas por mL se ajustd a 10° esporas/mL tras

contaje microscopico directo y posterior dilucion.
3.1.3. Equipo de agua electrolizada

El equipo de agua electrolizada utilizado en este estudio ha sido el modelo
DiaClean® Lab Unit, suministrado por la empresa WaterDiam Sarl (Delémont, Suiza).
Esta unidad estd provista de electrodos BDD/Si (Diamante Dopado con Boro sobre

Silicio). Las partes de las que estd compuesto el equipo son las siguientes (Figura 3):

Tanque de almacenamiento del fluido a tratar: permite ademas la evacuacion de
gases durante la electrolisis y tiene un sistema de mantenimiento de la

temperatura, la cual no debe superar los 35 °C.
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Bomba: impulsa el fluido por todo el circuito y esta conectada a la parte inferior
del tanque, donde hay un sensor de nivel, el cual para el equipo en caso de que
no haya liquido suficiente. A la salida hay una valvula para controlar el flujo del
circuito.

Filtro de 50 mm: evita la entrada de particulas grandes o elementos solidos que
puedan bloquear el circuito hidraulico.

Electrodos DiaClean: lleva a cabo la electrolisis del agua.

Vélvulas localizadas a lo largo del circuito para toma de muestra o vaciado del
mismo.

Panel de control: donde podemos modificar el voltaje y la intensidad de la
corriente.

Equipo de generacion de frio: enfria el agua que va a ser electrolizada.

Este equipo tiene la capacidad de generar agua electrolizada oxidante (agua EO),
de forma que modificando su potencial (V) se pueden obtener diferentes elementos
activos, siendo los radicales OH" los més activos que se pueden generar mediante esta

electrolisis.

Para la generacion de agua electrolizada, en primer lugar hay que conectar el
equipo de frio, adicionar 25 litros de agua al tanque de almacenamiento y afiadir al agua
1,6 gramos de &cido citrico y 40 gramos de NaCl (para ajustar el pH a 7 y aumentar la
cantidad de cloro libre a formar). Tras ello, se pone en marcha el equipo y se deja
actuando durante el tiempo deseado. Pasado este tiempo, se desconecta el equipo y se

extrae el agua electrolizada generada.

Figura 3. Equipo DiaClean® Lab Unit.

( 1
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3.1.4. Di6xido de cloro

El diéxido de cloro utilizado (CLODOS PURO) fue suministrado por
EMINFOR S.L. Tiene una concentracion de 0,15 % (1500 ppm), esta listo para usar y

se puede diluir con agua corriente.

3.1.5. Fungicidas

Los fungicidas empleados en este experimento fueron fludioxonil (Scholar),
ciprodinil (Chorus), iprodiona (Rovral 50 WP) y tebuconazol (GENIUS WG).

Scholar® (Figura 4) es una marca comercial de
Syngenta Group Company. El Scholar es un tratamiento
post-cosecha permitido para la fruta de hueso y que se
utiliza ampliamente en las centrales como fungicida post-
cosecha. Su materia activa es fludioxonil (23 % p/v) y
segun la ultima autorizacién excepcional del Ministerio no
tiene plazo de seguridad. Su uso esta autorizado Unicamente
en las Comunidades de Catalufia, Aragon, Murcia,
Extremadura y Andalucia, para frutos recolectados de

cereza, ciruela, melocoton y nectarina.

Chorus® (Figura 5) es una marca comercial de
Syngenta Group Company. Su materia activa es ciprodinil
(50 %). Es un fungicida sisttmico con accién preventiva y
curativa, resistente al lavado y su eficacia no es afectada por
bajas temperaturas. Es un producto indicado para el control
de varias enfermedades en frutales de hueso y de pepita, ya
que es activo frente a B. cinerea, Aspergillus spp.,

Monilinia spp....

Rovral 50 WP (Figura 6) es una marca comercial
de Bayer. Su materia activa es iprodiona (50 %) y su
eficacia se basa en la inhibicién de la germinacién de las
esporas y en el blogueo del crecimiento miceliar del
hongo. Tiene actividad frente a B. cinerea, M. laxa, A.

alternata...

b LY FuNGIciOE

%’ Scholars

Fungicide

KEEP OUT OF REACH OF CHILDREN.

CAUTION

Figura 4. Etiqueta de Scholar® SC.
Obtenida de
Syngentacropprotection.com [internet].

\ ﬁ Chorus

Fungicida

1kge' .

Figura 5. Etiqueta de Chorus®. Obtenida de

Syngentacropprotection.com [internet].

Figura 6. Etiqueta de Rovral 50 WP.

Obtenida de Cropscience.bayer.es [internet].
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GENIUS WG (Figura 7) es una marca comercial
de Sarabia, S.A. Su materia activa es tebuconazol (25 %) y
se utiliza como tratamiento fungicida preventivo o
curativo contra infecciones incipientes. Tiene un plazo de

seguridad de 7 dias en albaricoquero, cerezo, ciruelo,

melocotonero, nectarino y pimiento. Es activo frente a Q —

Monilinia spp., B. cinerea, Cladosporidium spp.... Figura 7. Etiqueta de GENIUS WG.
Obtenida de Sarabia.eu [internet].

La aplicacion de los tratamientos se llevo a cabo en
el laboratorio, segun las indicaciones del fabricante y los
limites establecidos en la legislacion. Para ello, se bafiaron
los frutos en la solucién de fungicida diluida en agua

durante 5 minutos con agitacion (Figura 8). Las dosis de

aplicacion fueron de 2,5 mL/L de agua para fludioxonil, 5
g/L de agua para ciprodinil, 2 mL/L de agua para Figura 8. Tratamiento de

melocotones con Scholar.
iprodiona y 0,7 mL/L para tebuconazol.

3.2. DESARROLLO EXPERIMENTAL

3.2.1. Actividad in vitro del agua electrolizada y del diéxido de cloro frente a

esporas fungicas

Este primer ensayo se realizO para determinar la actividad in vitro del agua
electrolizada y del diéxido de cloro frente a esporas de M. laxa, M. fructicola, G.
candidum, P. expansum, A. alternata y B. cinerea.

Para ello, se prepararon suspensiones de los diferentes mohos, con una
concentracion de 10° esporas/mL. En todos los casos, las soluciones se sembraron en
medio Dicloran Rosa Bengala Cloranfenicol (DRBC) por siembra en superficie para

conocer con exactitud la concentracion inicial.

Después, se aplicaron los diferentes tratamientos por triplicado. Para ello, se
introdujo 1 mL de cada solucion esporal en tubos de ensayo donde posteriormente se
afiadieron 9 mL de las muestras de agua electrolizada/didxido de cloro.
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- Los tratamientos con agua electrolizada se dieron durante 5y 10 minutos en M.
laxa, M. fructicola, G. candidum, P. expansum, A. alternata y B. cinerea. El
agua electrolizada alcanz6 un ORP de 760 mV y una concentracion de cloro
libre de 150 mg/L.

- Los tratamientos con diéxido de cloro (20 ppm) se aplicaron durante 5 y 10
minutos en M. fructicola, P. expansum, A. alternata y B. cinerea. La solucion de
dioxido de cloro tenia un ORP de 764 mV y una concentracion de cloro libre de
6 mg/L.

Una vez transcurrido el tiempo de contacto, las reacciones se interrumpieron con
tiosulfato de sodio (10 %) y, posteriormente, 0,1 mL de cada tubo se sembraron en
superficie en medio DRBC. Todas las placas se incubaron a 25 °C durante 3 dias. Los

resultados se expresaron en unidades formadoras de colonia por mL.

3.2.2. Eficacia in vivo del agua electrolizada y del dioxido de cloro para la

reduccion de la microbiota epifita superficial y de esporas de M. fructicola

Este experimento se realiz6 para establecer el efecto descontaminante del agua
electrolizada y del dioxido de cloro en distintas frutas de hueso. Para ello, se realizaron
dos ensayos; en el primero se determind la reduccion en la microbiota epifita de las
frutas y, en el segundo, el efecto sobre esporas de M. fructicola previamente inoculadas

en el fruto.

3.2.2.1. Eficacia del agua electrolizada y del didxido de cloro en la reduccion de

microorganismos presentes en la superficie de frutas de hueso

Este ensayo se llevd a cabo con diferentes frutas de hueso (melocoton,
paraguayo, nectarina y albaricoque) y, como ya hemos dicho, se realizé para comprobar
la eficacia del lavado con agua electrolizada y diéxido de cloro en la reduccion de los
microorganismos presentes en la superficie de las frutas. Para ello, se establecieron los
lotes necesarios (10 frutas por lote) y se les aplicaron los tratamientos indicados en la
Tabla 1 (Anexo I). Ademas, a un lote de cada variedad no se le realizd ningun
tratamiento para utilizarlo como control. Tras el lavado y el secado de estos, se procedio
al analisis microbioldgico de tres muestras de cada lote, analizando mesofilos totales,
mohos y levaduras (Epigrafe 3.3.2.).
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3.2.2.2. Eficacia del agua electrolizada para la eliminacion de M. fructicola

previamente inoculada en melocotén

Este ensayo se llevd a cabo con melocotones de la variedad CG-58 para
comprobar la eficacia del lavado con agua electrolizada en la eliminacién de esporas de

M. fructicola. Para ello se prepararon dos lotes de 10 melocotones cada uno:
(1) Melocotones sin lavado

(2) Melocotones lavados con agua electrolizada. Las caracteristicas del agua
electrolizada utilizada en este ensayo fueron: ORP de 766 mV y cloro libre de 102
mg/L.

Todos los melocotones se inocularon con una solucion de esporas de M.
fructicola (10* esporas/mL). Para ello, se realizaron dos pequefias incisiones en la
epidermis de la zona peduncular (Figura 9) con una punta de micropipeta estéril. Estas
incisiones fueron inoculadas con 10 pL de la suspension esporal y, tras mantener los
melocotones inoculados durante 2 horas a temperatura ambiente para favorecer la

implantacion del moho, se dispusieron a 1 °C durante 7 dias.

Pasado este tiempo, el lote 2 se lavé durante 5
minutos con agua electrolizada. Tras el lavado y escurrido
de las frutas, los dos lotes se almacenaron a 20 °C y se fue

monitorizando el diametro de crecimiento fungico durante 7

dias.

Figura 9. Incisiones realizadas en el melocotén para
inocular la suspensién de esporas de M.fructicola.
3.2.3. Eficacia in vivo del agua electrolizada en la reduccion de fungicidas e
influencia del residuo de fludioxonil en el desarrollo de podredumbre por M.
fructicola

Este experimento se realiz6 para establecer el efecto del agua electrolizada en la
reduccion de fungicidas en distintas frutas de hueso. Para ello, se realizaron dos
ensayos; el primero estaba centrado en la reduccion de la concentracion de fungicidas y
el segundo enfocado a determinar cémo influye la reduccién de fludioxonil tras el

lavado con agua electrolizada en el desarrollo de podredumbres por M. fructicola.
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3.2.3.1. Eficacia del lavado con agua electrolizada para la reduccién de fludioxonil,

ciprodinil, iprodiona y tebuconazol

En este ensayo se emplearon diferentes frutas de hueso (cereza, melocoton,
nectarina, paraguayo y albaricoque). La eficacia del agua electrolizada para reducir la

concentracion de fungicidas se compard con la del diéxido de cloro.

El dia de la recepcién de las frutas (10 frutas por lote), se trataron las muestras
con la concentracion indicada del fungicida especifico (fludioxonil/ ciprodinil/
iprodiona/ tebuconazol) por inmersion durante 5 minutos (Epigrafe 3.1.5.).
Posteriormente, las frutas se conservaron a 1 °C durante 24 horas. Una vez transcurrido
ese tiempo, se aplicaron los diferentes métodos de lavado indicados en la Tabla 2
(Anexo 1) (Figura 10). Tras el tratamiento, los frutos se dejaron escurrir sobre papel
absorbente y se prepararon para su transporte al Centro Nacional de Tecnologia y
Seguridad Alimentaria para el analisis de residuos (Epigrafe 3.3.3.). La efectividad del
tratamiento se determing relacionando el residuo de pesticida presente en el fruto tras el

lavado, en base al contenido inicial en el fruto (muestra control):

Residuo inicial—Residuo restante

Efectividad (%) = x 100

Residuo inicial

Figura 10. Tratamiento de melocotones con agua
electrolizada y diéxido de cloro.

3.2.3.2. Eficacia del uso de fludioxonil y el posterior lavado con agua electrolizada

en la reduccion de M.fructicola

Este ensayo, dividido en dos partes, se llevo a cabo para comprobar el
comportamiento de M. fructicola con la presencia de fludioxonil. En la primera parte,
melocotones de la variedad CG-58 y cerezas de las variedades Satin y Sonata fueron
tratados con fludioxonil, lavados con agua electrolizada y con diéxido de cloro e
inoculados con esporas de M. fructicola para establecer el potencial como tratamiento
preventivo del fludioxonil (Figura 11). En la segunda parte, melocotones de la variedad
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CG-58 fueron inoculados con esporas de M. fructicola, tratados con fludioxonil y

lavados con agua electrolizada para determinar si la reduccion de los niveles de

fungicida protege frente a una infeccion previa de M. fructicola (Figura 12).

Agua electrolizada / E
Diéxido de cloro

w |

Observacion
crecimiento flingico
(15 dias)

Figura 11. Primera parte del desarrollo experimental para establecer el potencial del
fludioxonil como tratamiento preventivo para M. fructicola.

Inoculacion
M. fructicola

i Observacion
i crecimiento flingico
| (7 dias)

Figura 12. Segunda parte del desarrollo experimental para determinar si la reduccion de
los niveles de fludioxonil protegen frente a una infeccién previa de M. fructicola.

En la primera parte, a los lotes de melocotones y cerezas (10 frutos por lote) se
les aplic6 un bafio con fludioxonil durante 5 minutos y se conservaron a 1 °C durante 24
horas. Pasado este tiempo, se aplicaron los diferentes métodos de lavado, indicados en
la Tabla 3 (Anexo I). Ademas, a un lote de cada variedad no se le realiz6 ningun
tratamiento de lavado para utilizarlo como control. Tras el tratamiento, los frutos se
dejaron escurrir sobre papel absorbente y parte de ellos se prepararon para su transporte
al CNTA para el analisis de residuos de fludioxonil (Epigrafe 3.3.3.). El resto de frutos
se inocularon con una solucién de esporas de M. fructicola (10* esporas/mL) para
comparar posteriormente el grado de infeccion con la presencia de mayor o menor
cantidad de fludioxonil. En este caso, la inoculacion de la solucion de esporas se realizo
mediante rociado con espray. Tras ello, se dejaron secar y se conservaron a 4 °C durante
3 dias. Pasado este tiempo, las frutas se dispusieron a temperatura ambiente y se fue

comprobando el desarrollo de la infeccion durante 15 dias.
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En la segunda parte, se prepararon dos lotes de melocotones (10 frutos por lote):
(1) Melocotones sin lavado

(2) Melocotones lavados con agua electrolizada (ORP de 766 mV y cloro libre
de 102 mg/L).

Los dos lotes de melocotones se inocularon por puncion con esporas de M.
fructicola (10* esporas/mL). Para ello, se realizaron dos incisiones con una punta de
micropipeta estéril en la zona peduncular del melocoton y en cada una se inyecté 10 pl
de la solucion. Tras la inoculacion y el secado de estos, se les aplicé a los dos lotes un
bafio con fludioxonil durante 5 min. Una vez secos se introdujeron en la camara de
refrigeracion durante 7 dias. Pasado este tiempo, el lote 2 se lavd durante 5 minutos con
agua electrolizada. Tras el lavado y el escurrido, los melocotones se almacenaron a 20
°C y se fue comprobando el crecimiento fungico durante 7 dias. Ademas, para realizar el
analisis de residuos, 3 melocotones de cada lote fueron preparados para su transporte al
CNTA (Epigrafe 3.3.3.).

3.3. METODOLOGIA

3.3.1. Calidad fisico-quimica del agua electrolizada y de las soluciones de didxido

de cloro
Los parametros determinados fueron los siguientes:

- pH: este parametro fue medido antes y después de afiadir acido citrico al agua y
tras la electrolizacion de esta. Se utilizé un pHmetro (pH-metro Basic 20+) con
dos electrodos (pH y mV).

- Potencial de Oxido-reduccion (ORP): este parametro se determiné tras la
adicion de acido citrico, tras la adicién de NaCl y tras la electrolizacién del agua.
Cuanto mayor sea el ORP mayor sera la capacidad de desinfeccion del agua.
Para ello se utiliz6 un pHmetro (pH-metro Basic 20+) con dos electrodos (pH y
mV).

- Cloro libre: se determind tras la electrolizacion del agua de lavado. Para su
medida se emple6 un fotometro HI 83099 (Hanna Instruments) y el kit HI
93701-0. Para la determinacién se mezclaron 10 mL del agua de lavado

correspondiente con el reactivo, apareciendo un color rosa de mayor o menor
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intensidad en funcidn de la cantidad de cloro libre (mas intenso cuanto mayor
cloro). Tras 1 minuto de espera, el equipo nos ofrece el resultado de cloro libre

expresado en mg/L.
3.3.2. Recuentos microbioldgicos

En el ensayo 3.2.2. se llevo a cabo el recuento de aerobios meséfilos totales y de
mohos y levaduras presentes en la superficie de los frutos (melocoton, paraguayo,
nectarina y albaricoque). Se analizaron tres muestras de cada tratamiento aplicado. Con
la ayuda de una ventana estéril, se procedié a muestrear 10 cm? de la pared de cada
fruto. Cada muestra se introdujo en un bote estéril, al que se le afiadieron 80 mL de agua
de peptona y se agitaron en un vibromatic durante 5 minutos. Cada dilucién se sembro
en masa por triplicado en dos medios de cultivo: Triptona Soja Agar (TSA) y Dicloran
Rosa Bengala Cloranfenicol (DRBC). Las placas de TSA se incubaron a 30 °C/ 3 dias y
las placas con DRBC, a 25 °C/ 3 dias. Los resultados se expresaron en unidades
formadoras de colonia por cm?, por lo que se calcularon teniendo en cuenta la superficie

del fruto muestreada y el volumen de agua de peptona empleado.
3.3.3. Residuos de fungicidas

Para realizar el analisis de residuos de fungicidas, varias muestras de cada lote
fueron congeladas con nitrogeno liquido, envasadas al vacio y mantenidas en
congelacién, para su transporte al CNTA (Centro Nacional de Tecnologia y Seguridad
Alimentaria), donde se realizaron los correspondientes andlisis. El analisis de residuos
se realizé por Cromatografia de Gases acoplado a un espectrofotometro de masas (CG-
MS).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. ACTIVIDAD IN VITRO DEL AGUA ELECTROLIZADA Y DEL DIOXIDO
DE CLORO FRENTE A ESPORAS FUNGICAS

El objetivo de este primer ensayo fue determinar la actividad in vitro del agua
electrolizada y del dioxido de cloro frente a esporas de M. laxa, G. candidum, M.

fructicola, P. expansum, A. alternata y B. cinerea.

En la Figura 13 se recogen los recuentos microbioldgicos tras el tratamiento in
vitro de las esporas, durante 5 y 10 minutos, con agua electrolizada y con dioxido de

cloro (20 ppm).

Al interpretar los resultados, lo primero que llama la atenciéon es que el
tratamiento con agua electrolizada durante 10 minutos fue el mas efectivo, ya que
eliminé la totalidad de las esporas. En segundo lugar, la mayor eficacia se dio en el
tratamiento con agua electrolizada durante 5 minutos, donde Unicamente sobrevivio A.

alternata, aungue sus recuentos se redujeron en 2,3 u.log.

Por otro lado, se observo que la eficacia in vitro del diéxido de cloro en la
inactivacion de esporas fue minima. En ninguno de los casos la inactivacién fue mayor
a 1 u.log. y no se detectaron diferencias con el aumento del tiempo de contacto. A.
alternata y B. cinerea sufrieron mayor reduccién con el tratamiento de 5 minutos,
mientras que M. fructicola y P. expansum lo hicieron con el tratamiento de 10 minutos,

aunque las diferencias fueron minimas.

B M. laxa

M G. candidum

B M. fructicola

B P. expansum

log UFC/mL

M A. alternata

M B. cinerea

CONTROL  AE(5min) AE(10min) DC20ppm DC 20 ppm
Tratamiento (5 min) (10 min)

Figura 13: Recuentos de esporas flngicas tras el tratamiento con agua electrolizada (AE) y dioxido de cloro (DC).
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4.2. EFICACIA IN VIVO DEL AGUA ELECTROLIZADA Y DEL DIOXIDO
DE CLORO PARA LA REDUCCION DE LA MICROBIOTA EPIFITA
SUPERFICIAL Y DE ESPORAS DE M. FRUCTICOLA

Este experimento se realiz6 para establecer el efecto descontaminante del agua
electrolizada y del didxido de cloro en distintas frutas de hueso. Para ello, se realizaron
dos ensayos; en el primero se determind la reduccion en la microbiota epifita de las
frutas y, en el segundo, el efecto sobre esporas de M. fructicola previamente inoculadas

en el fruto.

4.2.1. Eficacia del agua electrolizada y del didéxido de cloro en la reduccion de

microorganismos presentes en la superficie de frutas de hueso

Este primer ensayo se realizd para comprobar la eficacia del lavado con agua
electrolizada (a diferentes concentraciones de cloro libre y ORP y durante 5y 15
minutos) y con diéxido de cloro (a concentraciones de 10 y 20 ppm y durante 5, 15
y/o 20 minutos) en la reduccion de microorganismos presentes en la superficie de las
frutas de hueso. Para ello, se aplicaron los diferentes tratamientos y se realizé el
recuento de mesofilos totales (AMT) y de mohos y levaduras (M y L).

La eficacia en la reduccion de microorganismos en las tres variedades de
melocotones empleados esta representada en la Figura 14. Los recuentos iniciales mas
altos se dieron en las variedades CG-58 y Rich Lady, donde predominaron mohos y
levaduras (3,9 y 3,6 log UFC/cm?, respectivamente). En la variedad CG-58 el lavado
con agua electrolizada durante 5 minutos logré reducir casi 3 u.log. los meséfilos
totales y no se detectaron mohos y levaduras (reduccion de 4 u.log.). EI aumento del
tiempo de lavado a 15 minutos elimind toda la microbiota superficial. En las
variedades Spring Flame y Rich Lady, los lavados con agua electrolizada durante 5 y
15 minutos lograron eliminar la totalidad de la microflora presente, lo que puede ser
debido a una mayor cantidad de cloro libre en el agua electrolizada empleada en este
ensayo (149 y 168 mg/L, respectivamente, frente a 102 mg/L en la variedad CG-58).
En cambio, el lavado con diéxido de cloro con una concentracion de 10 ppm durante
15 minutos no consiguié una reduccion considerable; e incluso aumentando la

concentracion a 20 ppm, la reduccién fue menor a 1 u.log.
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Tratamiento (15 min) (15 min)

Figura 14: Reduccion de microorganismos presentes en la superficie de diferentes variedades de melocotdn tras el lavado con
agua electrolizada (AE) y diéxido de cloro (DC). AMT: representados por barras rellenas. M y L: representados por barras sin
relleno. Control: muestras sin lavar.

En la Figura 15 se representan las reducciones microbianas en las dos
variedades de paraguayos empleadas (796 y Flatstar), mediante los tratamientos con
agua electrolizada y diéxido de cloro. Los recuentos iniciales mas altos se dieron en la
variedad Flatstar (3,5 log UFC/cm? en mes6filos totales y mohos y levaduras) vy, en
ambas variedades, las diferencias en los recuentos entre aerobios mesoéfilos totales y
mohos y levaduras fueron minimas. El lavado con agua electrolizada elimind la
totalidad de mohos y levaduras en las dos variedades de paraguayos. La reduccién de
los mesdfilos totales en la variedad Flatstar fue similar en los dos tiempos de
tratamiento con agua electrolizada (5 y 15 minutos), siendo de 1 u.log. En cambio, en
la variedad 796, se produjo una mayor reduccion de mesofilos totales en el lavado de
5 minutos (1,2 u.log.) frente al de 15 minutos (0,6 u.log.). El lavado con didxido de
cloro durante 15 minutos a diferente concentracion (10 y 20 ppm) en la variedad 796
produjo una reduccion de mesoéfilos totales y de mohos y levaduras muy similar,
siendo ligeramente mayor a una concentracién de 20 ppm (0,6 u.log. en mesofilos
totales y 1,4 u.log. en mohos y levaduras) frente a la de 10 ppm (0,4 u.log. en
mesofilos totales y 1,2 u.log. en mohos y levaduras). La variedad Flatstar se trat6 con
dioxido de cloro durante 5 y 20 minutos a una concentracion de 10 ppm. La reduccion
en el tratamiento de 5 minutos fue minima (menos de 0,5 u.log.), siendo algo mayor
para mohos y levaduras en el tratamiento de 20 minutos (mas de 1 u.log.). Hay que
destacar la elevada cantidad de mesofilos totales que sobrevivieron al tratamiento con

dioxido de cloro durante 20 minutos.
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Figura 15: Reduccion de microorganismos presentes en la superficie de dos variedades de paraguayo. AMT:

representados por barras rellenas. M y L: representados por barras sin relleno. Control: muestras sin lavar.
AE: Agua electrolizada. DC: Didxido de cloro.

En la Figura 16 se representan las reducciones microbianas en nectarina de la
variedad 696. En los recuentos iniciales predominaron los aerobios mesofilos totales
(2,9 log UFC/cm?) frente a los mohos v levaduras (2,3 log UFC/cm?). Como se puede
observar, el tratamiento con agua electrolizada durante 5 y 15 minutos redujo por
completo las poblaciones microbianas. Los mohos y levaduras también desaparecieron
tras los dos tratamientos con diéxido de cloro. En cambio, la reduccion de mesofilos
totales con los tratamientos de didxido de cloro fue aproximadamente de 1 u.log.,

siendo algo mayor en el de 20 ppm de concentracién.

4

w
—

W 696 (AMT)

Control Aguadered AE(5min) AE (15 min) DC 10 ppm DC 20 ppm
Tratamiento (15 min) (15 min)

log UFC/cm?
N

[EEN
!

o
1

Figura 16: Reduccion de microorganismos presentes en la superficie de nectarina
(variedad 696). AMT: representados por barras rellenas. M y L: representados por barras
sin relleno. Control: muestras sin lavar. AE: Agua electrolizada. DC: Didxido de cloro.

La Figura 17 representa las reducciones microbianas en albaricoque de la
variedad Tsunami, donde predominan los aerobios mesofilos totales (3,8 log
UFC/cm?) frente a los mohos y levaduras (3,1 log UFC/cm?). Los tratamientos con
agua electrolizada eliminaron los mohos y levaduras presentes en el fruto. En cambio,
para aerobios mesofilos totales, el tratamiento con agua electrolizada durante 5
minutos redujo en, aproximadamente, 1 u.log. y el realizado durante 15 minutos, en 2

u.log.. Por el contrario, los tratamientos con dioxido de cloro eliminaron la totalidad
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de los aerobios mesofilos totales, pero solo redujeron en 1,5 u.log. los mohos y

levaduras presentes, sin existir diferencia en ambos tratamientos.

5

H

B Tsunami (AMT)

w
!

O Tsunami (M y L)

log UFC/cm?
N

[N
!

o
I

Control Aguadered AE(5min) AE (15 min) DC20 ppm DC20ppm
Tratamiento (Smin)  (15min)

Figura 17: Reduccion de microorganismos presentes en la superficie de albaricoque (variedad
Tsunami). AMT: representados por barras rellenas. M y L: representados por barras sin relleno.
Control: muestras sin lavar. AE: Agua electrolizada. DC: Didxido de cloro.

En la Figura 18 estan representados los recuentos microbianos realizados tras
todos los tratamientos llevados a cabo durante este ensayo, diferenciados segun el tipo
de fruta de hueso. En el caso de los melocotones, la mayor reduccién se produjo en los
tratamientos con agua electrolizada, siendo el menos eficiente para mesofilos totales
el tratamiento de 5 minutos. En paraguayos hay que destacar la baja eficacia que
ofrecieron los tratamientos de agua electrolizada para la disminucion de mesofilos
totales, aunque la reduccion de mohos y levaduras fue completa. Los tratamientos en
nectarina dieron buenos resultados, ya que el agua electrolizada eliminé la totalidad de
la carga microbiana y el dioxido de cloro redujo completamente a mohos y levaduras.
En el caso de los albaricoques, los tratamientos con agua electrolizada fueron menos
efectivos para meséfilos totales y, por el contrario, los tratamientos con diéxido de
cloro fueron poco efectivos para mohos y levaduras. Respecto al lavado con agua de
red, las reducciones fueron escasas en todas las frutas de hueso, siendo el cambio mas
apreciable en albaricoques. El tratamiento con agua de red redujo mayor cantidad de
aerobios mesofilos totales que de mohos y levaduras. En general, se puede concluir
que los tratamientos con agua electrolizada fueron més eficientes que los de didxido
de cloro para la mayoria de las frutas de hueso.
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Figura 18: Reduccion de microorganismos presentes en la superficie de diferentes frutas de hueso.
AMT: representados por barras rellenas. M y L: representados por barras sin relleno. AE: Agua electrolizada.

DC: Dioxido de cloro.

4.2.2. Eficacia del agua electrolizada para la eliminacion de M. fructicola

previamente inoculada en melocotén

Este segundo ensayo se realizo para determinar la eficacia del lavado con agua
electrolizada en la eliminacion de M. fructicola previamente inoculada en el fruto. Se

emplearon para ello melocotones de la variedad CG-58.

Las frutas fueron inoculadas con esporas de M. fructicola, conservadas en
refrigeracion durante 7 dias, lavadas con agua electrolizada durante 5 minutos e
incubadas a 20 °C. La inspeccion del didmetro de crecimiento fangico se llevé a cabo

en los dias 5, 6 y 7 tras el tratamiento.

Los melocotones utilizados en el lote control tenian todas las heridas
infectadas, mientras que en los tratados con agua electrolizada, dos de los cinco

melocotones empleados no tenian ninguna de sus heridas infectadas.

Como se puede observar en la Figura 19, el diametro de crecimiento de M.
fructicola en los melocotones lavados con agua electrolizada fue aproximadamente la
mitad que en los melocotones utilizados como control. Esto demuestra la eficacia del

agua electrolizada en la incidencia y severidad de las lesiones por M. fructicola.
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En las figuras 20, 21 y 22 (Anexo Il) se puede observar el desarrollo de M.
fructicola en el lote control y en el lote tratado durante los dias 5, 6 y 7 de incubacion

a 20 °C, posteriores al tratamiento con agua electrolizada.

43. EFICACIA IN VIVO DEL AGUA ELECTROLIZADA EN LA
REDUCCION DE FUNGICIDAS E INFLUENCIA DEL RESIDUO DE
FLUDIOXONIL EN EL DESARROLLO DE PODREDUMBRE POR M.
FRUCTICOLA

En esta parte del estudio, las frutas de hueso fueron tratadas con agua
electrolizada para comprobar la viabilidad de este tratamiento en la reduccion de
fungicidas. La eficacia de este método también se compar6 con la del dioxido de
cloro, otro tratamiento oxidante. Para ello, se desarrollaron dos ensayos; el primero
centrado en la reduccion de la concentracion de fungicidas y, el segundo, enfocado a
determinar como influye la reduccion del fungicida fludioxonil tras el lavado con agua

electrolizada en el desarrollo de podredumbres por M. fructicola.

4.3.1. Eficacia del lavado con agua electrolizada para la reduccién de fludioxonil,

ciprodinil, iprodiona y tebuconazol

En este ensayo se contaminaron las muestras con un fungicida especifico vy,
pasadas 24 horas, se les aplicé el tratamiento correspondiente, con agua electrolizada
o dioxido de cloro. EIl anélisis de residuos se realizo tras la aplicacién del fungicida

(control) y tras la aplicacion de los tratamientos de lavado.

En la Tabla 4 vienen indicadas las concentraciones de fungicidas empleadas en

el ensayo y los limites méaximos de residuos (LMRs) de cada uno de ellos.

Tabla 4: Concentraciones de fungicidas aplicados en los tratamientos y LMRs permitidos.

Dosis de aplicacion | Materia activa (%) LMRs (mg/kg)
Fludioxonil 2,5mL/L 23 5 (cerezas) y 10 (melocotones)
Ciprodinil 5g/L 50 2
Iprodiona 2mL/L 50 3
Tebuconazol 0,7 mL/L 25 0,6
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En la Figura 23 se representan los residuos de fludioxonil presentes en cerezas
(variedad Satin y Sonata) y melocotones (variedad CG-58). EI LMR de fludioxonil es
de 5 mg/kg para cerezas y 10 mg/kg para melocotones. Como se puede observar, los
melocotones contenian mayor cantidad de residuo de fungicida, mientras que las
cerezas Sonata fueron las que menor residuo presentaron, quizas por la menor
adherencia al tener una piel glabra (sin tricomas). Aun asi, ni los lotes control ni los
lotes tratados superaron este limite. EIl agua electrolizada fue el tratamiento mas eficaz
para la reduccion de fludioxonil, siendo las reducciones mas bajas en los tratamientos

con dioxido de cloro para los dos tipos de frutas tratadas.

En la Figura 24 se representan los residuos de ciprodinil presentes en
melocotones (variedad Spring Flame y Rich Lady), nectarina (variedad Nectafun) y
paraguayos (variedad 796 y Flatstar). El LMR de ciprodinil es de 2 mg/kg. En los
lotes control, las muestras de melocotones y de paraguayos (Flatstar) excedieron el
LMR permitido y no disminuyeron a un nivel aceptable mediante ningun tratamiento.
Las otras dos muestras (nectarina Nectafun y paraguayo 796) contenian niveles muy
bajos de residuo. En general, el tratamiento con agua electrolizada produjo las
mayores reducciones, seguido del tratamiento con didxido de cloro de 20 ppm de

concentracion durante 15 minutos, aunque no fueron totalmente efectivos.

En la Figura 25 se representan los residuos de iprodiona presentes en
melocotones (variedad Rich Lady) y nectarinas (variedad 696 y Nectafun). EI LMR de
iprodiona es de 3 mg/kg y ninguna de las tres muestras superé este limite, siendo las
nectarinas las que mas residuo contenian. La mayor reduccion se produjo en
melocotones Rich Lady mediante el tratamiento con dioxido de cloro a 20 ppm de
concentracion durante 15 minutos. En nectarina 696 las mayores reducciones se
produjeron con los tratamientos de dioxido de cloro, mientras que en nectarina

Nectafun se dieron con agua electrolizada durante 25 minutos.

Los residuos de tebuconazol presentes en albaricoques (variedad Tsunami y
Pink Cot) vienen representados en la Figura 26. EI LMR de tebuconazol es de 0,6
mg/kg y fue superado por el lote control de la variedad Tsunami. En las dos
variedades de albaricoques, los tratamientos mas efectivos en la reduccion de

fungicidas se dieron con diéxido de cloro (20 ppm/15 min para Tsunami y 10 ppm/20
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min para Pink Cot). Por otro lado, los albaricoques de la variedad Pink Cot tuvieron
las mayores reducciones mediante el tratamiento con agua de red.
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Figura 23: Residuos de fludioxonil en cerezas (variedad Satin y
Sonata) y melocotones (variedad CG-58). AE: Agua electrolizada.
DC: Dioxido de cloro.

Figura 24: Residuos de ciprodinil en melocotones (variedad
Spring Flame y Rich Lady), nectarinas (variedad Nectafun) y
paraguayos (variedad 796 y Flatstar). AE: Agua electrolizada.

DC: Diéxido de cloro.
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Figura 25: Residuos de iprodiona en melocotones (variedad Rich
Lady) y nectarinas (variedad 696 y Nectafun). AE: Agua
electrolizada. DC: Didxido de cloro.

Figura 26: Residuos de tebuconazol en albaricoques (variedad
Tsunami y Pink Cot). AE: Agua electrolizada.
DC: Dioxido de cloro.

En la Tabla 5 (anexo Ill1) se recoge el % de reduccion ocurrido con cada

tratamiento.

En las cerezas (Satin y Sonata) el tratamiento mas efectivo en la reduccion de

fludioxonil fue el agua electrolizada durante 20 minutos (81 %), seguido del agua

electrolizada durante 10 minutos para la variedad Satin (76 %). El diéxido de cloro

produjo incluso menores reducciones que el lavado con agua de red.




Los melocotones se trataron con fludioxonil, ciprodinil e iprodiona. Para el
fludioxonil, la mayor efectividad en la reduccién se obtuvo con agua electrolizada
durante 35 minutos (48 %). La reduccién mas elevada de ciprodinil en la variedad
Spring Flame se produjo en el lavado con agua electrolizada durante 15 minutos (41
%), mientras que en la variedad Rich Lady, el mas efectivo fue el lavado con didxido
de cloro (20 ppm/15 min) (36 %). La reduccién de Iprodiona fue del 100 % en el
lavado con agua de red y en el tratamiento con didxido de cloro (20 ppm) durante 15
minutos, siendo nada efectivo el tratamiento con didxido de cloro (10 ppm) durante 20

minutos.

Para las nectarinas, la mayor reduccion de iprodiona en la variedad 696 se
obtuvo con el tratamiento de didxido de cloro (20 ppm/15 min) (37 %), mientras que
en la variedad Nectafun se produjo con el lavado con agua electrolizada durante 25
minutos (35 %). El ciprodinil, en la variedad Nectafun, se redujo completamente con

agua electrolizada (25 min) y diéxido de cloro (10 ppm/5 min'y 20 ppm/15 min).

En los paraguayos, hay que destacar que el ciprodinil en la variedad 796 no se
redujo con ningdn tratamiento. Por otro lado, en la variedad Flatstar, las reducciones

fueron bajas, siendo la mayor con diéxido de cloro (10 ppm/15 min) (37 %).

En la variedad de albaricoque Tsunami, la reduccion de tebuconazol fue mayor
con los tratamientos de dioxido de cloro (63-64 %), siendo nula en el lavado con agua
electrolizada durante 5 minutos. En la variedad Pink Cot, la mayor reduccién se
produjo con agua de red (50%) seguido del dioxido de cloro (10 ppm/20 min) (34 %),

siendo nula con dioxido de cloro a 10 ppm durante 5 min.

4.3.2. Eficacia del uso de fludioxonil y el posterior lavado con agua electrolizada
en la reduccion de M.fructicola

En la primera parte de este ensayo, se trataron los melocotones (variedad CG-58)
y las cerezas (variedades Satin y Sonata) con fludioxonil, se aplicaron los tratamientos
de lavado con agua electrolizada o con didxido de cloro y se inocularon con M.
fructicola, para posteriormente relacionar el grado de infeccion con la presencia de
mayor o menor cantidad de fludioxonil. En la Figura 27 se indica el residuo de
fludioxonil presente tras los tratamientos aplicados y, en la Figura 28, se representa el

grado de infeccion de las frutas tras 15 dias de conservacion.
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Las frutas control no recibieron ningun tratamiento, por lo que el residuo de

fludioxonil fue alto (2,3-0,8 mg/kg) vy, por tanto, el indice de infeccion bajo (31-20

%). En las frutas lavadas con agua de red también se detectd un residuo de fungicida

elevado (0,9-0,2 mg/kg), por lo que el bajo indice de infeccidn (45-33 %) concuerda

con la cantidad de residuo presente. Los melocotones lavados con agua electrolizada

durante 10 minutos tuvieron un residuo de fungicida mas alto (1 mg/kg) que las

cerezas tratadas igualmente (0,6 y 0,3 mg/kg en Satin y Sonata, respectivamente), por

lo que los indices de infeccion en cerezas (35,4 % en Satin y 37,5 % en Sonata) fueron

mas altos que en melocotones (22,5 %).

Sin embargo, los resultados del tratamiento

con agua electrolizada durante 20 minutos deberian de haber sido al revés, ya que las

cerezas Satin contenian mas fungicida (0,4 mg/kg) y, por tanto, deberian de haber

tenido un menor grado de infeccion (44 %). También, los melocotones lavados con

agua electrolizada durante 35 minutos (15 %) deberian de haber tenido un indice de

infeccion mayor que los tratados durante 10 minutos (22 %), ya que la concentracién

de residuo era menor. Las cerezas Sonata tratadas con dioxido de cloro a 10 ppm de

concentracion, ofrecieron resultados concordantes, ya que a mayor concentracion de

residuo (0,3 y 0,2 mg/kg para 10 y 20 minutos, respectivamente), menor grado de

infeccion (42 y 54 %, respectivamente), pero en el caso de las cerezas Sonata, ocurrié

lo contrario. Los melocotones tratados con didxido de cloro con una concentracion de

40 ppm también ofrecieron resultados esperables, ya que a mayor cantidad de residuo

presente (0,9 y 0,8 mg/kg para 10 y 30 minutos, respectivamente), menor indice de

infeccion (12 y 35 %, respectivamente).
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Figura 27: Residuo de fludioxonil tras los tratamientos con agua
electrolizada y diéxido de cloro en melocotdn (variedad CG-58)
y cereza (variedad Satin y Sonata). AE: Agua electrolizada.
DC: Did6xido de cloro.

——

Figura 28: Grado de infeccion (%) en melocotén (variedad CG-
58) y cereza (variedad Satin y Sonata) tras los tratamientos con
agua electrolizada y dioxido de cloro e incubacion durante 15 dias
a temperatura ambiente. AE: Agua electrolizada.

DC: Dioxido de cloro.

34

'




En las Figura 29 se muestran melocotones con diferentes grados de infeccion
por M. fructicola.

Figura 29: Melocotones con diferentes grados de infeccion por M. fructicola. De izquierda a derecha: 0 %, 25 %,
50 % y 100 %.

En la segunda parte de este ensayo, se inocularon melocotones de la variedad
CG-58 con M. fructicola y, después, se les aplicd un bafio con fludioxonil. Tras una
conservacion de 7 dias en refrigeracion, los melocotones se lavaron con agua
electrolizada durante 5 minutos. Tras ello, se realizd un analisis de residuos y se estudio
el tamafio del halo durante los 7 dias posteriores. El objetivo de este estudio era
determinar si la reduccién de los niveles de fungicida antes de que las frutas sean

comercializadas protege frente a una infeccion previa.

Como se puede observar en la Figura 30, no hubo crecimiento fungico en los
melocotones control, ya que no fueron lavados con agua electrolizada y, por tanto, la
concentracion de fludioxonil presente en el fruto era alta (10,4 mg/kg). Por el contrario,
el lavado con agua electrolizada redujo la concentracion de fludioxonil (7,5 mg/kg) y el
tamafo del halo en los melocotones tratados fue en aumento conforme avanzaban los

dias de almacenamiento.
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Figura 30: Didmetro de crecimiento fungico de M.fructicola en melocotones
de la variedad CG-58 tratados con Scholar. Control: no lavados con agua
electrolizada.
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5. CONCLUSIONES / CONCLUSIONS

1. Laactividad antifungica in vitro del agua electrolizada frente a esporas de M. laxa,
M. fructicola, G. candidum, P. expansum, A. alternata y B.cinerea fue mayor (>4
u.log.) que la eficacia producida por el dioxido de cloro.

2. La reduccién en la microbiota epifita de las frutas de hueso fue, en general, mas
elevada en el caso del agua electrolizada. Ambos tratamientos (agua electrolizada y
dioxido de cloro) tuvieron mayor eficacia en la reduccién de mohos y levaduras,
que en la de aerobios mesofilos totales.

3. EIl tratamiento con agua electrolizada redujo notablemente la incidencia y
severidad de las lesiones por M. fructicola previamente inoculada en melocoton.

4. El agua electrolizada produjo las mayores reducciones de fludioxonil y ciprodinil,
mientras que las de iprodiona y tebuconazol se obtuvieron con dioxido de cloro.

5. Los tratamientos con agua electrolizada previos a la comercializacion de los frutos
permiten reducir los niveles de fludioxonil por debajo del limite de deteccion pero
esta disminucion permite el desarrollo de la podredumbre marrén,
independientemente de si la infeccion se ha producido antes o después del

tratamiento fungicida.

CONCLUSIONS

1. In vitro antifungal activity of electrolyzed water against spores of M. laxa, M.
fructicola, G. candidum, P. expansum, A. alternata and B. cinerea was very high
(> 4 u.log.) and greater than that of chlorine dioxide.

2. The reduction in the epiphytic microbiota of stone fruits was, in general, higher in
the case of electrolyzed water. Both treatments (electrolyzed water and chlorine
dioxide) were more effective in reducing the mold and yeast populations than the
total aerobic mesophilic ones.

3. Electrolyzed water treatment effectively reduced M. fructicola growth in peaches
previously inoculated.

4. Electrolyzed water reduced fludioxonil and ciprodinil residues while for iprodione
and tebuconazol the chlorine dioxide treatment was more effective

5. Electrolyzed water treatment for premarketing fruit can reduce fludioxonil levels
below the detection limit but this decrease allows the development of brown rot,

whether infection occurred before or after the fungicide treatment.
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6. APORTACIONES EN MATERIA DE APRENDIZAJE

Los conocimientos, las aptitudes y la experiencia que he adquirido durante la

realizacion de este Trabajo Fin de Grado son muchas y muy satisfactorias.

El desarrollo de este proyecto es algo muy diferente a lo que se realiza durante el
resto del grado, ya que el trabajo es bastante autbnomo, aunque siempre guiado por las
directoras, lo que te obliga a desarrollar tus capacidades de trabajo y de resolucion de
problemas de una forma mas independiente. Al tratarse de un proyecto de investigacion,
me ha permitido conocer como se lleva a cabo un trabajo de esta indole, desde la
revision bibliografica (donde he desarrollado la capacidad lectora en inglés y he
aprendido a identificar las partes que me han podido interesar de los articulos), la parte
experimental en el laboratorio (en el que se necesita una buena planificacion de trabajo
y confianza a la hora de desarrollarlo) y la realizacion del analisis de resultados,

interrelacionando conceptos, hasta obtener unas conclusiones.

Por otro lado, también he podido conocer el grave problema que ocasionan las
podredumbres post-cosecha y los métodos que existen y que se estan estudiando para su
control, ademas de la importancia del uso de fungicidas en la produccién de frutas de

hueso y la necesidad de reducir su presencia para mejorar la salud humana.

7. EVALUACION Y SUGERENCIAS DE MEJORA

La realizacion del Trabajo Fin de Grado es una experiencia necesaria para
completar la formacién impartida durante el Grado en CTA, ya que se afianzan
determinadas competencias que no se tienen tan en cuenta en el resto de horas lectivas,

como desenvolverse en un ambiente de trabajo que exige organizacion y compromiso.

Como aspecto negativo, destacaria que el valor que se le otorga a este trabajo (6
creditos ECTS) resulta escaso, debido al elevado nimero de horas necesarias para su

desarrollo, en comparacion con otras asignaturas.

En general, he terminado contenta con la labor realizada en este proyecto de
investigacion y muy satisfecha con los conocimientos adquiridos sobre los temas
tratados y sobre la forma de trabajar. Por otro lado, el trato recibido por las personas que
han estado conmigo en su realizacion ha sido muy bueno, prestindome toda la ayuda

necesaria y resolviendo mis dudas en todo momento.
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ANEXO |

Tabla 1: Disefio experimental de los tratamientos realizados en el Epigrafe 3.2.2.1. ‘Eficacia del agua electrolizada y del
dioxido de cloro en la reduccién de microorganismos presentes en la superficie de frutas de hueso’

FRUTA VARIEDAD TRATAMIENTO TIEMPO CONTACTO CARACTERISTICAS*
. . ORP? 766 mV
CG-58 Agua electrolizada 5 min Cloro libre: 102 mg/L
pH: 8,04
. Cloro: 0 mg/L
Agua de red 10 min ORP® 456 mV
Turbidez: 0,32 NTU
Agua electrolizada 5 min ORP% 780 mV
Spring Flame Agua electrolizada 15 min Cloro libre: 149 mg/L
pH: 7,37
Melocoton Didxido de cloro (10 ppm) 15 min ORP? 740 mV
Cloro libre: 3 mg/L
pH: 7,09
Di6xido de cloro (20 ppm) 15 min ORP? 764 mV
Cloro libre: 6 mg/L
Agua de red 10 min
Agua electrolizada 5 min ORP* 776 mV
Rich Lady Agua electrolizada 15 min Cloro libre: 168 mg/L
Dioxido de cloro (10 ppm) 15 min
Dioxido de cloro (20 ppm) 15 min
Agua de red 10 min
Agua electrolizada 5 min ORP? 775 mV
796 Agua electrolizada 15 min Cloro libre: 197 mg/L
Dioxido de cloro (10 ppm) 15 min
Dioxido de cloro (20 ppm) 15 min
Paraguayo :
Agua de red 10 min
Agua electrolizada 5 min ORP? 775 mV
Flatstar Agua electrolizada 15 min Cloro libre: 197 mg/L
Dioxido de cloro (10 ppm) 5 min
Dioxido de cloro (10 ppm) 20 min
Agua de red 10 min
Agua electrolizada 5 min ORP? 780 mV
Nectarina 696 Agua electrolizada 15 min Cloro libre: 149 mg/L
Didxido de cloro (10 ppm) 15 min
Di6xido de cloro (20 ppm) 15 min
Agua de red 10 min
Agua electrolizada 5 min ORP? 769 mV
Albaricoque Tsunami Agua electrolizada 15 min Cloro libre: 71 mg/L
Didxido de cloro (20 ppm) 5 min
Dioxido de cloro (20 ppm) 15 min

* Las caracteristicas de pH, ORP, Cloro libre y turbidez de los tratamientos con 10 y 20 ppm de dioxido de cloro y los

tratamientos con agua de red son iguales para todos los ensayos.

20RP: Potencial de oxidacion-reduccion.
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Tabla 2: Disefio experimental de los tratamientos realizados para la reduccion de fungicidas, indicado en el Epigrafe 3.2.3.1.
‘Eficacia del lavado con agua electrolizada para la reduccion de fludioxonil, ciprodinil, iprodiona y tebuconazol’

MATERIA TIEMPO ¢ *
FRUTA VARIEDAD ACTIVA TRATAMIENTO CONTACTO CARACTERISTICAS
pH: 8,04
. Cloro: 0 mg/L
Agua de red 10 min ORP® 456 ?nv
Turbidez: 0,32 NTU
Satin Eludioxonil Agua electrolizada 10 m!n OR_Pa: 771 mV
Agua electrolizada 20 min Cloro libre: 148 mg/L
pH: 7,37
Cereza Didxido de cloro (10 ppm) 10 min ORP?*: 740 mV
Cloro libre: 3 mg/L
Dioxido de cloro (10 ppm) 20 min
Agua de red 10 min
Agua electrolizada 10 min ORP?% 771 mV
Sonata Fludioxonil Agua electrolizada 20 min Cloro libre: 148 mg/L
Dioxido de cloro (10 ppm) 10 min
Dioxido de cloro (10 ppm) 20 min
Agua de red 10 min
Agua electrolizada 10 min ORP% 754 mV
CG-58 Fludioxonil ”A.gua electrolizada 35 min Cloro libre: 110 mg/L
Didxido de cloro (40 ppm) 10 min pH: 7
. - ORP? 780 mV
Dioxido de cloro (40 ppm) 30 min Cloro libre: 11 mg/L
Agua de red 10 min
Agua electrolizada 5 min ORP?%: 780 mV
Agua electrolizada 15 min Cloro libre: 149 mg/L
Spring Flame Ciprodinil Didxido de cloro (10 ppm) 15 min
pH: 7,09
Dioxido de cloro (20 ppm) 15 min ORP* 764 mV
Melocotén Cloro libre: 6 mg/L
Agua de red 10 min
. . ORP? 769 mV
Ciprodinil Agua electrolizada 25 min Cloro libre: 143 mg/L
Dioxido de cloro (20 ppm) 15 min
Dioxido de cloro (10 ppm) 5 min
. Didxido de cloro (10 ppm) 20 min
RUED L2k Agua de red 10 min
a.
. Agua electrolizada 25 min Clo(r)oRIIiDb}eTGﬁén r\n/g n
[l Dioxido de cloro (20 ppm) 15 min
Didxido de cloro (10 ppm) 5 min
Didxido de cloro (10 ppm) 20 min




MATERIA TIEMPO : *
FRUTA VARIEDAD ACTIVA TRATAMIENTO CONTACTO CARACTERISTICAS
Agua de red 10 min
Agua electrolizada 5 min ORP? 780 mV
696 Iprodiona Agua electrolizada 15 min Cloro libre: 149 mg/L
Didxido de cloro (10 ppm) 15 min
Didxido de cloro (20 ppm) 15 min
Agua de red 10 min
. . ORP?* 769 mV
rodiona Agua electrolizada 25 min Cloro libre: 143 mg/L
Nectarina Dioxido de cloro (20 ppm) 15 min
Dioxido de cloro (10 ppm) 5 min
Dioxido de cloro (10 ppm) 20 min
NS Agua de red 10 min
. . ORP*: 769 mV
S Agua electrolizada 25 min Cloro libre: 143 mg/L
Didxido de cloro (20 ppm) 15 min
Didxido de cloro (10 ppm) 5 min
Didxido de cloro (10 ppm) 20 min
Agua de red 10 min
Agua electrolizada 5 min ORP?% 775 mV
796 Ciprodinil Agua electrolizada 15 min Cloro libre: 197 mg/L
Didxido de cloro (10 ppm) 15 min
Paragiayo Dioxido de cloro (20 ppm) 15 min
Agua de red 10 min
Agua electrolizada 5 min ORP* 775 mV
Flatstar Ciprodinil Agua electrolizada 15 min Cloro libre: 197 mg/L
Dioxido de cloro (10 ppm) 15 min
Dioxido de cloro (20 ppm) 15 min
Agua de red 10 min
Agua electrolizada 5 min ORP?*: 580 mV
Tsunami Tebuconazol Agua electrolizada 15 min Cloro libre: 71 mg/L
Dioxido de cloro (10 ppm) 15 min
Dioxido de cloro (20 ppm) 15 min
Albaricoque Agua de red 10 min
. . ORP? 769 mV
_ Agua electrolizada 25 min Cloro libre: 160 mg/L
Pink Cot Tebuconazol Dioxido de cloro (20 ppm) 15 min
Dioxido de cloro (10 ppm) 5 min
Dioxido de cloro (10 ppm) 20 min

* Las caracteristicas de pH, ORP, Cloro libre y turbidez de los tratamientos con 10 y 20 ppm de dioxido de cloro y los
tratamientos con agua de red son iguales para todos los ensayos.
®0RP: Potencial de oxidacién-reduccion.




Tabla 3: Disefio experimental de los tratamientos realizados para la reduccién de fludioxonil en melocotones
(variedad CG-58) y cerezas (variedades Satin y Sonata), indicado en el Epigrafe 3.2.3.2 ‘Eficacia del uso de
fludioxonil y el posterior lavado con agua electrolizada en la reduccion de M. fructicola .

FRUTA TRATAMIENTO TIEMPO CONTACTO | CARACTERISTICAS
pH: 8,04
. Cloro: 0 mg/L
Agua de red 10 min ORP™ 456 mV
Turbidez: 0,32 NTU
Cerezas (Satin y Sonata) Agua electrolizada 10 min ORP% 771 mV
Agua electrolizada 20 min Cloro libre: 148 mg/L
Dio6xido de cloro (10 ppm) 10 min pH: 7,37
o . ORP? 740 mV
Dio6xido de cloro (10 ppm) 20 min Cloro libre: 3 mg/L
pH: 8,04
. Cloro: 0 mg/L
Agua de red 10 min ORP™ 456 mV
Turbidez: 0,32 NTU
Melocotén (CG-58) Agua electrolizada 10 min ORP? 754 mV
Agua electrolizada 35 min Cloro libre: 110 mg/L
Dioxido de cloro (40 ppm) 10 min pH: 7
a.
Dioxido de cloro (40 ppm) 30 min ORP 780 mV

Cloro libre: 11 mg/L

80RP: Potencial de oxidacion-reduccion

'




ANEXO 11

Figura 20: Melocotones control (izquierda) y melocotones tratados con agua electrolizada (derecha)
en el dia 5 de incubacion a 20 °C.

Figura 21: Melocotones control (izquierda) y melocotones tratados con agua electrolizada (derecha) en el dia 6
de incubacién a 20 °C.

Figura 22: Melocotones control (izquierda) y melocotones tratados con agua electrolizada (derecha) en el dia 7
de incubacién a 20 °C.
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ANEXO I11

Tabla 5: Porcentaje de reduccion de fludioxonil, ciprodinil, iprodiona y tebuconazol ocasionado por los tratamientos

con agua electrolizada y didxido de cloro.

MATERIA TIEMPO 4
FRUTA | VARIEDAD ACTIVA TRATAMIENTO CONTACTO % REDUCCION
Agua de red 10 min 75,22
Agua electrolizada 10 min 75,65
Satin Fludioxonil Agua electrolizada 20 min 80,87
Didxido de cloro (10 ppm) 10 min 85,65
Cereza Didxido de cloro (10 ppm) 20 m@n 79,13
Agua de red 10 min 75,15
Agua electrolizada 10 min 59,49
Sonata Fludioxonil Agua electrolizada 20 min 79,75
Dioxido de cloro (10 ppm) 10 min 67,09
Dioxido de cloro (10 ppm) 20 min 75,95
Agua de red 10 min 41,88
Agua electrolizada 10 min 37,50
CG-58 Fludioxonil Agua electrolizada 35 min 48,13
Dioxido de cloro (40 ppm) 10 min 46,25
Didxido de cloro (40 ppm) 30 min 50,63
Agua de red 10 min 19,70
Agua electrolizada 5 min 27,27
Spring Flame | Ciprodinil Agua electrolizada 15 min 40,91
Dioxido de cloro (10 ppm) 15 min 19,70
, Didxido de cloro (20 ppm) 15 min 22,73
Melocoton Agua de red 10 min 8,67
Agua electrolizada 25 min 10,00
Ciprodinil | Didxido de cloro (20 ppm) 15 min 36,00
Didxido de cloro (10 ppm) 5 min 30,67
. Dioxido de cloro (10 ppm 20 min 6,67
el Lty Agua de re(d Pom) 10 min 100,00
Agua electrolizada 25 min 40,00
Iprodiona | Didxido de cloro (20 ppm) 15 min 100,00
Dioxido de cloro (10 ppm) 5 min 40,00
Didxido de cloro (10 ppm) 20 min 0,00




MATERIA TIEMPO 4
FRUTA VARIEDAD ACTIVA TRATAMIENTO CONTACTO % REDUCCION

Agua de red 10 min 26,67

Agua electrolizada 5 min 22,67

696 Iprodiona Agua electrolizada 15 min 10,67

Dio6xido de cloro (10 ppm) 15 min 34,67

Dioxido de cloro (20 ppm) 15 min 37,33
Agua de red 10 min 0,00

Agua electrolizada 25 min 35,00
Nectarina Iprodiona Dioxido de cloro (20 ppm) 15 min 0,00
Dioxido de cloro (10 ppm) 5 min 25,00
Dioxido de cloro (10 ppm) 20 min 5,00

MBI Agua de red 10 min -156,25

Agua electrolizada 25 min 100,00

Ciprodinil Dio6xido de cloro (20 ppm) 15 min 100,00

Dioxido de cloro (10 ppm) 5 min 100,00
Dioxido de cloro (10 ppm) 20 min 0,00
Agua de red 10 min 0,00
Agua electrolizada 5 min 0,00
796 Ciprodinil Agua electrolizada 15 min 0,00
Dioxido de cloro (10 ppm) 15 min 0,00
Paraguayo Dio6xido de cloro (20 ppm) 15 m!n 0,00
Agua de red 10 min 34,29
Agua electrolizada 5 min 8,57

Flatstar Ciprodinil Agua electrolizada 15 min -11,43

Dioxido de cloro (10 ppm) 15 min 37,14

Dioxido de cloro (20 ppm) 15 min 20,00

Agua de red 10 min 41,54
Agua electrolizada 5 min 0,00

Tsunami Tebuconazol Agua electrolizada 15 min 35,38

Dioxido de cloro (10 ppm) 15 min 63,08

. Dioxido de cloro (20 ppm) 15 min 64,62
Albaricogue Agua de red 10 min 50,00
Agua electrolizada 25 min 30,00
Pink Cot Tebuconazol | Didxido de cloro (20 ppm) 15 min 4,00
Dioxido de cloro (10 ppm) 5 min 0,00

Dioxido de cloro (10 ppm) 20 min 34,00




