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Efectividad del acido peracético (BioFruit HF15) frente a Penicillium
expansum en condiciones in vitro

INTRODUCCION

Luego de la cosecha la fruta de pepita es almacenada en camaras frigorificas durante un
periodo de tiempo que puede prolongarse desde unos pocos dias hasta un afio. Durante el
almacenamiento la fruta esta expuesta a sufrir alteraciones que deterioran su calidad y
disminuyen el beneficio econémico (Sommer, 1985).

Las enfermedades causadas por hongos patégenos son la principal causa de pérdidas
durante la poscosecha (Harvey, 1978; Kader, 1985; Kelman, 1989). Entre ellas, la
podredumbre azul, producida por Penicillium expansum representa la enfermedad mas
importante en manzanas y peras en nuestro pais y en todo el mundo (Eckert y Ogawa, 1988;
Dobra y Rossini, 1993; Xu y Berrie, 2005). Las esporas de P. expansum estan cominmente
presentes en las instalaciones del empaque, en el agua utilizada en el drench y en el
hidroinmersor, en la linea de empaque, en el aire y sobre las paredes de las cadmaras de
almacenamiento, e infectan la fruta durante el manipuleo y el proceso de embalado
(Rosenberger, 1990; Dobra y Rossini, 1993).

Para minimizar la ocurrencia de podredumbres se debe implementar un programa de manejo
integrado durante las etapas de produccién a campo, cosecha y poscosecha. Dentro del
mismo, la realizacion de practicas de higiene efectivas resulta fundamental para reducir la
presencia de inoculo en el agua y sobre las superficies en contacto con el producto. Diferentes
productos sanitizantes han demostrado una efectiva accién biocida sobre hongos patégenos
de frutas (Vero et al., 2010). Entre ellos, el acido peracético posee un amplio espectro de
accion, es efectivo en presencia de materia organica y no afecta al ambiente, ya que se
descompone en poco tiempo en agua, oxigeno y acido acético (Kyanko et al., 2010). Sin
embargo, si bien varios trabajos demostraron la eficacia sanitizante del mismo frente a
bacterias patdgenas, existen pocos estudios en relacion a su accion antifiingica (Mari et al.,
1999; Garmendia y Vero, 2006; Salomao et al., 2008).

El objetivo de este trabajo fue estudiar la accién biocida del acido peracético (BioFruit HF15)
frente a conidios de P. expansum en condiciones in vitro, en funcion de la concentracion y del
tiempo de contacto, para determinar su efectividad para controlar esta enfermedad de
poscosecha.
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MATERIALES Y METODOS
Sanitizante

El sanitizante evaluado fue BioFruit HF15 (mezcla de acido peroxiacético 15% y peréxido de
hidrogeno 22%; Enviro Tech Chemical Service Inc). La muestra para realizar este estudio se
tomo de un tambor de 200 L, identificado con el nimero de lote 33-103117-1.

A partir de la muestra se prepararon las diluciones en agua destilada estéril. El valor de pH de
las soluciones fue de 2,8 a 3,0 y la temperatura de las mismas de aproximadamente 20 a
22°C. Para verificar la concentracién de acido peracético se utilizd el Peracetic Acid Test Kit
elaborado por Masters Company Inc, USA, provisto por el fabricante del producto sanitizante
a evaluar.

Ensayo de actividad sanitizante

Se utilizaron tres cepas autdctonas de P. expansum pertenecientes al cepario de la EEA Alto
Valle del INTA, con las cuales se prepard una suspension de concentracion 108 conidios/mL.
Para ello, con un ansa se tomaron conidios desde tres placas Petri conteniendo cultivos
monosporicos esporulados del hongo en agar papa glucosa (APG) de 15 a 20 dias de
incubacién a 25 °C. Se colocaron dichos conidios en un tubo conteniendo agua destilada
estéril con una gota de Tween 20. La suspension se agité en agitador Vortex y se midi6 la
concentracion al microscopio utilizando una camara de Neubauer. Luego, se ajusté a la
concentracion deseada, la cual se verificé por recuento en placa.

Para evaluar la actividad sanitizante del acido peracético se colocaron 100 microlitros de la
suspensién 10° conidios/mL a 10 mL de la muestra a evaluar. Los conidios se dejaron en
contacto con la muestra durante un tiempo determinado, segun cada caso. Pasado ese
tiempo, se neutralizé la accién biocida utilizando metabisulfito de sodio (SMBS) a razén de
0,005 g de SMBS por cada 1 ppm de &cido peracético por litro de agua (EnviroTech, 2018).
Finalmente, se determind la concentracién de conidios sobrevivientes en cada tratamiento por
recuento en placa de APG. Todas las evaluaciones se realizaron por triplicado y el ensayo se
repitié dos veces. Los resultados se expresan como el promedio del logaritmo base 10 del
numero de conidios sobrevivientes por mililitro de solucion (log n°® sobrevivientes/mL).

Se evaluaron los siguientes tratamientos:

1) Concentraciones: 50 ppm; 100 ppm; 200 ppm; 300 ppm y 400 ppm.
2) Tiempos de contacto: 60; 120 y 300 segundos.
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Ensayo de validacién del efecto neutralizante de la solucién de SMBS

Se evalud la capacidad neutralizante del método utilizado, descrito anteriormente,
determinando la concentracion de conidios vivos remanentes luego de 2 minutos de contacto
con una solucion de 4cido peracético neutralizada con la solucién de SMBS. Para ello, 50 mL
de solucion sanitizante a una concentracion de 200 ppm o 400 ppm se mezclaron con 1,052
mL o0 2,104 mL de solucion de SMBS a 50 g/l, respectivamente. Se agit6 durante 10 segundos
y luego se inoculé con 100 microlitros de una suspension de conidios de P. expansum de
concentracion 108 conidios/mL. Después de 2 minutos se determiné el nimero de conidios
sobrevivientes por recuento en placa y se comparé con el recuento obtenido en el control
realizado utilizando 50 mL de agua.

r
A. Preparacion de la
suspension de P. expansum

C. Preparacion de las

: D. Siembra en placas para recuento de conidios sobrevivientes
soluciones
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RESULTADOS Y DISCUSION

Validacion del efecto neutralizante de la solucion de SMBS

El método de neutralizacién fue validado. La concentracion de conidios recuperada luego del
tratamiento con las soluciones de 4cido peracético a 200 ppm y 400 ppm neutralizadas con
SMBS fue 0,8x10° conidios/mL y 1,2x10° conidios/mL respectivamente, mientras que el
recuperado del tratamiento control con agua fue de 1,1x10° conidios/mL. Esto demuestra que
la adicion de SMBS en las condiciones del ensayo resultd un método efectivo para neutralizar
la actividad biocida del acido peracético a las concentraciones mencionadas.

Ensayos de actividad sanitizante

Luego de 120 s de contacto, el acido peracético a 200 ppm logré disminuir mas de 5 érdenes
la concentracion de conidios sobrevivientes de P. expansum (Figura 1). La Food and Drug
Administration (FDA, 2014) define como sanitizante efectivo aquel que logra reducir 5 érdenes
(99,999 %) la carga inicial de los microorganismos que se pretende controlar en 30 s de
contacto. Segun estos parametros, las menores concentraciones evaluadas en este estudio
de 50 ppm y 100 ppm, con un tiempo de contacto de 120 s, no resultaron efectivas para
controlar al patégeno. Similares resultados fueron obtenidos por Garmendia y Vero (2006),
quienes obtuvieron una reduccion de 1,5 érdenes en el logaritmo de la concentracion de
esporas sobrevivientes de P. expansum luego de 30 s de contacto con una solucién de 80
ppm de acido peracético. Mientras que Kyanko et al. (2010), en trabajos similares, no
observaron diferencias significativas entre el tratamiento control con agua y una solucién de
acido peracético a 500 ppm, luego de 30 minutos de contacto.

La actividad biocida del sanitizante se increment6 con el tiempo de contacto (Figura 2). El
tratamiento con &cido peracético a 100 ppm redujo la concentracion de conidios
sobrevivientes en 0,4; 1,1y 3,1 6rdenes, a medida que el tiempo de contacto aumenté desde
60, 120 hasta 300 s, respectivamente. En tanto que, el tratamiento con acido peracético a 200
ppm redujo la concentracién de conidios 4,4 érdenes luego de 60 s de contacto y con 120 s
logré una reduccién mayor a 5 érdenes. Con una concentracion del sanitizante de 300 ppm,
se obtuvo una reduccion mayor a 5 érdenes en 60 s.

Diferentes trabajos demuestran la efectividad del &cido peracético a una concentracion de 40-
80 ppm para controlar bacterias patégenas humanas como Escherichia coli O157 y Listeria
monocytogenes (Park y Beuchat, 1999; FDA, 2001; Garmendia y Vero, 2006). Sin embargo,
la actividad biocida de un sanitizante es dependiente del tipo de microorganismo que se
pretende controlar. De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio, la concentracion
para controlar conidios de P. expansum en los establecimientos de empaque deberia ser 2100
ppm, en funcién fundamentalmente del tiempo de contacto disponible, segun las condiciones
de uso en cada caso.
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Figura 1: Logaritmo de la concentracion de conidios sobrevivientes de P. expansum luego de 120 s
de contacto con diferentes concentraciones de acido peracético (PAA) a pH=3 y 20 °C.
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Figura 2: Logaritmo de la concentracion de conidios sobrevivientes de P. expansum luego de
diferentes tiempos de contacto con diferentes concentraciones de &cido peracético (PAA) a pH=3y
20 °C.

Las barras en la Figura 1 y Figura 2, muestran el valor promedio de tres repeticiones del
logaritmo de la concentracion de conidios sobrevivientes para cada tratamiento. El valor <n
significa que el numero de colonias obtenidas en la placa de recuento en las condiciones del
ensayo fue 0. Pero, segun el método utilizado, se puede asegurar que el logaritmo de la
concentracion de conidios sobrevivientes por mililitro es <n.
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Figura 3: Actividad sanitizante de diferentes concentraciones de acido peracético frente a conidios
de P. expansum luego de 120 s de contacto a pH=3 y 20 °C.

CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos, en las condiciones en que se realizaron las
evaluaciones, el &cido peracético BioFruit HF15 demostré una efectiva accion fungicida frente
a conidios de P. expansum en condiciones in vitro, cuando se utilizé a una concentracion de
200 ppm con un tiempo de contacto de 120 s, logrando una disminucion mayor a 5 6rdenes
en la concentracion inicial de conidios vivos.

El &cido peracético resulta una alternativa muy interesante para reducir el inoculo dentro de
un programa de manejo integrado para el control de P. expansum y otras enfermedades de
poscosecha. En futuros estudios se sugiere evaluar el efecto del sanitizante sobre otros
hongos patdgenos, asi como realizar pruebas en condiciones de uso real en los
establecimientos de empaque, para validar los resultados obtenidos en este trabajo.

15/11/2018
Ing. Agr. Adrian Colodner
INTA EEA Alto Valle
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