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Evaluacion de la aplicaciéon de fungicida en drencher (ducha de bins) para el
control de Penicillium digitatum en naranjas

Cocco M. D, Meier G. D, Stivanello J. P., Almiron N. @

(1) Estacion Experimental Agropecuaria Concordia, Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA), Concordia, Entre Rios, Argentina.

Direccién de e-mail: cocco.mariangeles@inta.gob.ar

Resumen

Para evitar pérdidas por podredumbres en postcosecha de citricos, se utilizan diferentes
aplicaciones de fungicidas, entre ellas el tratamiento denominado “drencher” que
consiste en una ducha de los bins con fruta. Este tratamiento es importante realizado
antes de 24 h de la cosecha y de forma homogénea para toda la carga de fruta. Sin
embargo, los empacadores no siempre conocen si los tratamientos que aplican son
efectivos 0 no, ni si la reutilizacion constante del fungicida provoca una pérdida de su
efectividad durante la jornada de trabajo. El objetivo de este trabajo fue evaluar la
eficacia de un sistema de “drencher” en una planta de empaque de mercado interno y
la pérdida de efectividad de la mezcla fungicida durante la jornada de trabajo. Se
utilizaron 3 repeticiones de 30 naranjas inoculadas con Penicillium digitatum colocadas
en la parte superior de la pila de 4 bins a tratar y en la parte inferior del mismo, en los
bins tratados con mezcla fungicida inicial, intermedia y final (0, 48 y 96 bins tratados
respectivamente). El tratamiento se realizd en un empaque del departamento
Federacion, Entre Rios, con una mezcla del fungicida procloraz (716 ppm) con fosfito
de potasio (430 ppm). Ademas se tomaron muestras de fungicida en dichos momentos
para evaluar su eficacia para el control de P. digitatum “in vitro” e “in vivo”. La evaluacion
“in vitro” se realiz6 comparando el crecimiento del hongo, en Agar Papa Glucosado con
y sin el agregado del caldo fungicida evaluado. La evaluacion “in vivo” se realizé
mediante el agregado de 15 pL de fungicida a las heridas de frutos previamente
inoculados. En ambos casos la evaluacion se realizé luego de 7 dias a 20°C. No se
observaron diferencias de control de podredumbres por la posicion de los frutos en la
pila de bins, ni diferencias entre la evaluacion inicial e intermedia, aunque hubo una
disminucion leve del control al final del proceso. Las muestras de caldo fungicida
tomadas en los distintos momentos mostraron un aumento en su contaminacion
macroscopica, sin embargo en la evaluacion “in vivo” no se observo pérdida de eficacia
del producto. En la evaluacién “in vitro”, en cambio se observé una disminucion en la
efectividad del fungicida para inhibir al hongo especialmente entre el inicial y las
muestras intermedia y final (100, 70 y 65% de inhibicion, respectivamente). Por lo que
este sistema especifico fue eficaz en su forma de aplicacion, siendo homogéneo para
toda la carga tratada, sin embargo el producto aplicado se va contaminando durante la
jornada de trabajo lo que provoca una pérdida de efectividad y una aplicacion
heterogénea entre los primeros y los ultimos bins tratados.

Palabras clave: postcosecha, citricos, moho verde.
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Introduccién

Una de las principales causas de pérdidas de fruta es debido a las podredumbres
generadas por los hongos (Smilanick et al., 1997; Palou et al., 2008). En frutos citricos,
las podredumbres provocadas por el moho verde (Penicillium digitatum) son las mas
importantes en la mayoria de las regiones citricolas y ha sido mencionada como una
problematica por el sector productivo de la region citricola del rio Uruguay (Meier et
al., 2010).

Las heridas que originan este tipo de podredumbres pueden ocurrir previo a la
cosecha, como durante todo el periodo postcosecha, sin embargo, la mayor incidencia
de las mismas se ha observado en la cosecha (Cocco, 2005).

Desde que se producen las heridas hasta su procesamiento en linea de empaque
puede pasar desde pocas horas hasta varios dias, dependiendo de las practicas del
empagque. Es por eso que la aplicacion de un tratamiento fungicida lo antes posible es
de gran importancia, ya que pasadas las 30 h desde la inoculacion los fungicidas ya
no son efectivos (Eckert and Brown, 1986).

El método que suele utilizarse para esta primera aplicacion de fungicidas es la ducha
de bins (drencher), que puede realizarse en el momento de cosecha (en el campo) o
bien al llegar a la planta de empaque.

Debido a su importancia como primer tratamiento antifingico, esta aplicacion debe ser
controlada de forma de mantener su efectividad en toda la carga de fruta (Meier y
Cocco, 2007). Sin embargo, los empacadores no siempre conocen si los tratamientos
gue aplican son efectivos 0 no, ni si la reutilizacion constante del fungicida provoca
una pérdida de su efectividad durante la jornada de trabajo.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la eficacia de un sistema de “drencher” en una
planta de empaque de mercado interno y la pérdida de efectividad de la mezcla
fungicida durante la jornada de trabajo.

Materiales y Métodos
Material biol6gico

Tanto para la evaluacion de la efectividad de la aplicacion (A) como para la evaluacion
de control “in vivo” por el caldo fungicida (B) se utilizaron 3 repeticiones de 30 frutos de
naranja cv. Salustiana provenientes de la EEA Concordia del INTA, cosechados en
condiciones de madurez comercial (IM: 6,7). Los frutos fueron inoculados 20 h previa a
la aplicacion de caldos fungicidas.

Para la inoculacion de los frutos y para la evaluacion “in vitro” de efectividad del caldo
se utilizé la cepa de Penicillium digitatum (A-8) de la coleccion de la EEA Concordia del
INTA.

La inoculacion se realizé mediante una herida por fruto en la zona ecuatorial, de 3 mm
de profundidad y 1 mm de diametro, con elemento punzante previamente sumergido en
suspension de 10° conidios/mL.
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Procedimiento

Se trabajé en un empaque de mercado interno de Villa de Rosario (Entre Rios), cuyo
drencher trataba 8 pilas de 4 bins de naranjas Navel, cada una con una ducha de
fungicida de 750 L de caldo preparado que contenia procloraz (716 ppm) y fosfito de
potasio (430 ppm).El caldo fungicida se aplic6 mediante un dispositivo que iba
recorriendo las pilas de bins, con un tiempo de total de tratamiento por pila de bins de
28 segundos. Se evalué la aplicacion (A) y también se tomaron muestras de caldo para
evaluar el control de P. digitatum “in vitro” e “in vivo” (B y C) en tres momentos: t1 al
inicio con el caldo recién formulado, t2 luego de procesar 48 bins (aproximadamente 15
toneladas) y t3 luego de procesar 96 bins (29 toneladas).

A) Evaluacion de eficacia de la aplicacion: se trato fruta inoculada directamente en el
drencher colocadas en bolsas de red, 3 repeticiones en la parte superior de la pila de
bins y 3 repeticiones en el bin de abajo de la pila. Se evaluaron 3 momentos de
aplicacion con frutos tratados arriba y debajo de la pila: Inicial (M1: arriba y M2: abajo);
Intermedio (MS3: arriba y M4: abajo) y final (M5: arriba y M6: abajo).

El tratamiento testigo consistido en fruta inoculada tratada por inmersion en agua a
temperatura ambiente durante 60 segundos.

B) Eficacia del caldo para el control P. digitatum “in vivo”: la evaluacion se realizo
mediante el agregado de 15 pL de fungicida a las heridas de frutos previamente
inoculados. Se determind la incidencia de podredumbres luego de 7 dias a 20°C.

C) Eficacia del caldo para la inhibicién de P. digitatum “in vitro”: se realizé comparando
el crecimiento del hongo en Agar Papa Glucosado con y sin el agregado del caldo
fungicida evaluado. El agregado de fungicida al medio de cultivo se realiza mediante
una dilucion 1:1000.

Andlisis estadistico

Se aplicé andlisis de la varianza (ANOVA) a los datos de incidencia de podredumbres
en fruta inoculada e inhibicidn del crecimiento de P. digitatum “in vitro” para los distintos
tratamientos, con un nivel de significancia de 0,05. En caso de encontrar diferencias
significativas se aplicO test de Tukey para separacion de medias con un nivel de
confianza del 95%.

Resultados y Discusion

A) Evaluacioén de eficacia de la aplicacion: a diferencia de lo observado por Colodner
et al. (2015) en duchas de bins para manzanas, en este trabajo no se observaron
diferencias en la efectividad del tratamiento para las frutas que estaban en la parte
superior o inferior de la pila de bins (Figura 1).

Respecto al tiempo de tratamiento, no se observaron diferencias entre la evaluacion
inicial e intermedia (alrededor del 100% de control de podredumbres), aunque si hubo
una disminucion del control (86% de control) al final del proceso (Figura 1), superior a
lo observado en drencher para manzanas (Colodner et al., 2015), debido
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principalmente a la cantidad de bins tratados por volumen de caldo que en este caso
es superior en un 66%.

B) Eficacia del caldo para el control P. digitatum “in vivo™: Las muestras de caldo
fungicida tomadas en los distintos momentos mostraron un aumento en la
contaminacion observada a simple vista (Figura 2). Sin embargo, al evaluar la
efectividad in vivo del caldo no se observaron diferencias entre el control de las
mismas por las muestras de caldo tomadas en distintos momentos del proceso (Figura
3).

C) Eficacia del caldo para la inhibicion de P. digitatum “in vitro”: se observd una
disminucién en la efectividad del fungicida para inhibir al hongo especialmente entre
la muestra inicial de caldo y las muestras intermedia y final. Asi, el caldo pasa de una
efectividad de inhibicién del 100% en la muestra inicial, a un 70 y 65%, para las
muestras intermedia y final, respectivamente (Figura 4).
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Incidencia de Podredumbres [%0]

Figura 1. Incidencia de podredumbres de la fruta inoculada testigo y tratada en
distintos momentos y posiciones del drencher. Letras diferentes indican diferencia
significativa (Tukey, 95% confianza).

Figura 2. Muestras de caldo fungicida en los distintos momentos.
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Figura 3. Incidencia de podredumbres en los frutos inoculados testigo y tratados con
las muestras de caldo. Letras distintas indican diferencia significativa (Tukey, 95%
confianza).
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Figura 4. Nivel de inhibicién del crecimiento de P. digitatum con las distintas
muestras. Letras distintas indican diferencia significativa (Tukey, 95% confianza).

Conclusiones

El sistema de drencher evaluado fue eficaz en su forma de aplicacién, con una
distribucion homogénea de caldo fungicida que permite un control similar de
podredumbres entre los frutos que estan en la parte superior e inferior de la pila de
bins.

El caldo fungicida se va contaminando durante la jornada de trabajo, acompafado de
una pérdida de la efectividad.

Por lo que no hay homogeneidad de tratamiento durante el tiempo de utilizacién del
caldo fungicida, tratando las ultimas pilas de bins con un caldo de efectividad menor.

10
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Este caldo residual, a pesar de tener menos efectividad que el inicial, ain conserva
un elevado nivel de efectividad.
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Evaluacion del filtrado y desinfeccion sobre la efectividad de caldos fungicidas
reutilizados aplicados en drencher

Cocco M. @O Stivanello J. P., Meier G. ), Almiron N. @

(1) Estacion Experimental Agropecuaria Concordia, Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA), Concordia, Entre Rios, Argentina.

Direccion de e-mail: cocco.mariangeles@inta.gob.ar

Resumen

La aplicacion de fungicidas postcosecha en “drencher” es un método muy difundido en
la region citricola del rio Uruguay por su importancia para el control de podredumbres.
Una correcta distribucion del fungicida por toda la carga es el primer aspecto a
considerar y estd relacionado al disefio del equipo aplicador. Ademas se debe
garantizar la efectividad del caldo aplicado a todo el tratamiento, aunque se ha
observado una disminucion de la misma a medida que el caldo se contamina durante
el proceso. A su vez, los grandes volimenes de fungicida desechados luego del
tratamiento por su menor efectividad, afectan el medio ambiente de la zona productora,
donde el nUmero de empaques citricolas es muy elevado. Es por eso que se planted la
incorporacion de un sistema de filtrado y desinfeccién del caldo fungicida para la
reutilizacion del mismo. El objetivo de este trabajo fue evaluar la efectividad de un caldo
fungicida reutilizado durante varios dias luego de ser filtrado y desinfectado
constantemente. Se evalu6 un drencher en planta de empaque que trataba naranjas
destinadas a Mercado Interno, con una mezcla fungicida de procloraz (900 ppm) y
guazatina (800 ppm). El sistema de filtrado constaba con 2 tanques de 1000 L, un filtro
de arena y una bomba de alto caudal (16 m3/h), donde una vez tratada una tanda de
96 bins se filtraba la mezcla fungicida durante 20 minutos, se aplicaba un refuerzo de
20% de los fungicidas utilizados y se desinfectaba con amonio cuaternario (50 ppm). Se
trabajo durante 4 dias con un total de 762 bins procesados. Se tomaron muestras de
caldo fungicida al inicio del tratamiento (M1), luego del primer lote de 96 bins (M2), luego
del primer proceso de filtrado y desinfeccion (M3), al inicio del segundo dia (M4) y al
finalizar la dltima tanda en el Ultimo dia (M5). Las muestras de caldo se utilizaron para
evaluar su efectividad “in vivo” en fruta inoculada con P. digitatum o “in vitro” mediante
la siembra de P. digitatum y Geotrichum citri-aurantii en APG con la mezcla evaluada.
Se observo una reduccion similar del control “in vivo” de P. digitatum luego del primer
lote (M2) y al final del proceso (M5), con pérdidas de 43% y 41% respectivamente. En
los resultados “in vitro” la tendencia fue similar con P. digitatum (84 y 74% de pérdida
de efectividad para M2 y M5, respectivamente), mientras que para Geotrichum sp. la
pérdida es muy leve (12 y 9% para M2 y M5, respectivamente) lo que hace suficiente el
refuerzo de 20 % de guazatina. Asi es que se obtiene un resultado similar tratando 762
bins al original procesando sélo 96, con menores costos para el productor y menor
volumen de efluentes.

Palabras clave: podredumbres, citricos, Penicillium, Geotrichum.
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Introduccién

La produccion de citricos es una actividad muy importante como economia regional
en la provincia de Entre Rios, con 45 % y 39% de la produccién nacional de
mandarinas y naranjas, respectivamente (FEDERCITRUS, 2017). Esta region se
caracteriza por la presencia de una gran cantidad de pequefios empaques, alrededor
de 400, que representan el 78% de empaques de mercado interno (Meier, 2012). La
zona de mayor densidad de empaques se encuentra en Chajari y Villa del Rosario,
donde se procesa alrededor del 60 al 70% del volumen de la produccion citricola de
la provincia (Almada et al., 2012).

Uno de los principales problemas en la postcosecha de citricos suele ser la incidencia
de podredumbres, ocasionando la mayoria de las pérdidas (Smilanick et al., 1997,
Palou et al., 2008; Meier et al., 2010). Entre los métodos de control de podredumbres,
la mayoria de estos empaques utilizan la tecnologia de ducha de bins con caldos
fungicidas o drencher (Meier e Iriarte, 2010). Este método es de gran importancia
porgue puede aplicarse a la fruta dentro de las 24 h de su cosecha donde la efectividad
de los fungicidas puede ser mas relevante (Eckert and Brown, 1986). Esta aplicacion
debe ser homogénea no solo en la distribucion en toda la carga de fruta, sino también
durante el tiempo de utilizacion del caldo fungicida. Previamente la recomendacion de
los fungicidas utilizados es usarlos durante una jornada de trabajo y eliminarlos al final
de la misma (Meier y Cocco, 2007).

Sin embargo, lo que ya se ha observado es que al tratar un grupo de alrededor 100
bins se pierde mucha efectividad (Cocco et al., 2017), y muchas veces en una jornada
suele procesarse mayor cantidad de fruta, por lo que la fruta tratada con el caldo final
presenta un control muy inferior. A su vez, los grandes volumenes de fungicida
desechados luego del tratamiento por su menor efectividad, afectan el medio ambiente
de la zona productora, donde el nimero de empaques citricolas es muy elevado.

En algunos empaques citricolas de Entre Rios se ha implementado el filtrado de
caldos fungicidas del drencher mediante filtro de lecho de arena. Si bien se ha
estudiado aumentar el tiempo de vida util de los caldos fungicidas mediante sistemas
de filtrado (Conesa Roca et al., 2012), no se conoce su efecto sobre la efectividad del
caldo fungicida en las condiciones de uso de esta region citricola.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la efectividad de un caldo fungicida reutilizado
durante varios dias luego de ser filtrado y desinfectado constantemente.

Materiales y Métodos
Descripcion del sistema

Se evalud el sistema de un drencher que trataba naranjas con 1000 L de mezcla
fungicida de procloraz (900 ppm) y guazatina (800 ppm), en un empaque de Villa de
Rosario (Entre Rios).

El tratamiento se aplicaba a tandas de 96 bins apilados de a cuatro, con un dispositivo
recorriendo las pilas de bins, con un tiempo de total de tratamiento por pila de bins de
28 segundos.
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El drencher contaba con 2 tanques de 1000 L, un filtro de lecho de arena 'y una bomba
de alto caudal (16 m3.h'1). El filtrado del caldo fungicida se aplicé un sistema
discontinuo, donde una vez tratada una tanda de 96 bins se filtraba la mezcla fungicida
durante 20 minutos, se aplicaba un refuerzo de 20% de los fungicidas utilizados y se
desinfectaba con amonio cuaternario (cloruro de benzalconio, 50 ppm). Se realiz6 un
promedio de 2 limpiezas de filtro por retrolavado diarias.

Se evaluo el trabajo del drencher durante 4 dias, procesando 271 bins el primer dia,
192 bins el segundo dia, 196 bins el tercer dia y 103 bins el cuarto dia, con un total de
762 bins procesados (aproximadamente 229 toneladas de fruta).

Se tomaron muestras de caldo fungicida en distintos momentos de procesamiento:
M1-INICIAL: caldo fungicida previo a tratar a la fruta; M2: luego del primer lote de 96
bins; M3: después del primer lote y el primer filtrado; M4: caldo inicial al segundo dia:
271 bins tratados y luego de filtrado; M5-FINAL: caldo del cuarto dia, luego de tratar
762 bins.

Material biol6gico

Para evaluar el control “in vivo” de las muestras de fungicida se utilizaron frutos de
naranja cv. Cadenera provenientes de la EEA Concordia del INTA, cosechados en
condiciones de madurez comercial (IM: 7,7). Se utilizaron 3 repeticiones de 30 frutos
inoculados 20 h previas a la aplicacion.

Se utilizé una cepa de Penicillium digitatum de la coleccion de la EEA Concordia del
INTA (A-8) para evaluar el control “in vivo” y la inhibicion “in vitro” de las muestras de
fungicida. Ademas se evalud la inhibicion “in vitro” de Geotrichum citri-aurantii
utilizando un aislamiento de la misma procedencia.

La inoculacion se realizé mediante una herida (3 mm de profundidad y 1 mm de
diametro) en la zona ecuatorial de cada fruto con elemento punzante embebido en
suspension de 108 conidios/mL.

Determinaciones

A) Eficacia del caldo para el control P. digitatum “in vivo”: la evaluacion se realizé
mediante el agregado de 15 pL de fungicida a las heridas de frutos previamente
inoculados. Se determind la incidencia de podredumbres luego de 7 dias a 20°C.

B) Eficacia del caldo para la inhibicion de P. digitatum y G. citri-aurantii “in vitro”: se
filtré el caldo con papel de filtro para eliminar los restos de tierra y luego se filtré en
membrana para esterilizacion de agua (Millipore, Milex GV, 0,22 um) y se lo combiné
con APG en placa a una relacién de dilucion 1:1000. Luego se sembré en esas placas
P. digitatum y G. citri-aurantii y se compar6 el crecimiento de la colonia con un testigo
en APG sin fungicida.
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Andlisis Estadistico

Se aplicé andlisis de la varianza (ANOVA) a los datos de control de podredumbres de
P. digitatum e inhibicién del crecimiento “in vitro” de P. digitatum y G. citri-aurantii,
para los distintos tratamientos, con un nivel de significancia de 0,05. En caso de
encontrar diferencias significativas se aplico test de Tukey para separacion de medias
con un nivel de confianza del 95%.

Resultados y Discusion

El caldo aumenté su contaminacion luego de tratar los 96 bins (M2) respecto del inicial
(M1) como se observa en la figura 1. Luego del filtrado (M3) esta contaminacion
disminuye, empezando el segundo dia (M4) con un caldo fungicida de aspecto similar
alinicial (M1). Al final de los 4 dias (M5) se observé nuevamente un caldo contaminado
pero de aspecto similar al caldo antes del primer filtrado (M2).

Figura 1. Muestras de caldo tomadas en los distintos momentos.

A) Eficacia del caldo para el control P. digitatum “in vivo”: el caldo inicial present6 el
mayor nivel de control (82%) respecto del testigo que presenté un promedio de 93%
de podridos (Figura 2).

En paralelo a lo observado respecto al aspecto del caldo, el control “in vivo” de P.
digitatum, se redujo un 43% respecto del inicial, luego de procesar el primer lote de
fruta (M2).

A pesar que, en esta primera tanda, la cantidad de bins tratados por volumen de caldo
se redujo en un 25% respecto a ensayos previos (Cocco et al., 2017), la pérdida de
efectividad en este ensayo fue superior, probablemente debido a la mayor
contaminacion que la fruta traia de campo y a una mayor temperatura ambiente
respecto de las evaluaciones anteriores (Cocco et al., 2017).
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Figura 2. Control de podredumbres (promedio y desviacién estandar) en la fruta
inoculada tratada con distintos caldos. Letras distintas indican diferencias
significativas (Tukey, 95% confianza).

El nivel de control volvié a subir luego del filtrado (M3), aunque sin alcanzar el nivel
inicial (Figura 2). El segundo dia se inici6 con un caldo (M4) sin diferencias
significativas de control al caldo inicial (M1). Luego de 4 dias se observé nuevamente
con un caldo (M5) que perdio su capacidad de control de podridos (41% de reduccion),
aunque a los mismos niveles que se perdieron luego de la primera tanda (M2) de bins
tratados (Figura 2).

B) Eficacia del caldo para la inhibiciobn de P. digitatum y G. citri-aurantii: en los
resultados “in vitro” con P. digitatum la tendencia fue similar a los resultados previos
(Figura 3). La muestra de caldo inicial (M1) provocé un 88% de inhibicion del hongo,
mientras que la efectividad se redujo a un 14% de inhibicién para la muestra M2, que
luego de filtrado y refuerzos ascendié a un 40% (M3). El segundo dia se inicié con un
caldo (M4) de efectividad algo inferior al inicial, ya que provocé un 74% de inhibicion
de P. digitatum (Figura 3). Mientras que la muestra final de caldo (M5) presenté un
21% de inhibicion, que no present6 diferencias significativas con el caldo M2 (Figura
3).
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Figura 3. Inhibicién del crecimiento de P. digitatum en placas de APG con las
distintas muestras de caldo evaluadas. Letras distintas indican diferencias
significativas (Tukey, 95% confianza).

En el caso de la inhibicién “in vitro” de G. citri-aurantii, la muestra de caldo inicial (M1)
provocd 94% de inhibicion (Figura 4), reduciéndose sélo a 82% luego de tratar la
primera tanda de bins (M2). Luego de filtrado y refuerzos nuevamente el nivel de
inhibicion asciende a 92% (M3), comenzando cada tanda nueva con un nivel similar
al inicial (Figura 4). Asi el segundo dia (M4) se comienza con un nivel de inhibicion del
93% y éste disminuye solo a 85% al final del ensayo (M5).
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Figura 4. Nivel de inhibicion del crecimiento de G. citri-aurantii en placas de APG
con las distintas muestras de caldo evaluadas. Letras distintas indican diferencias
significativas (Tukey, 95% confianza).
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Conclusiones

El sistema de filtrado en lecho de arena redujo la contaminacién del caldo utilizado,
permitiendo iniciar una nueva tanda de bins con un caldo de aspecto similar al inicial.

Respecto del control de podredumbres por Penicillium digitatum en los frutos
inoculados caldo inicial presenté el mayor nivel de control, que se redujo
significativamente luego de procesar 96 bins.

El filtrado y posterior refuerzo con 20% de fungicida vuelve a subir el nivel de control
aunque no alcanza el nivel inicial. Por lo que, el nivel de refuerzo de fungicida procloraz
necesario es superior al 20%.

El fungicida final luego de tratar 762 bins al finalizar el cuarto dia presenté nuevamente
un nivel de control inferior. Sin embargo, a pesar de esta capacidad de control residual
inferior al inicial, la misma no difiere de la del caldo posterior a tratar los primeros 96
bins.

Los resultados “in vitro” de inhibicion de P. digitatum presentaron una tendencia similar
a los resultados de control de podredumbres “in vivo”.

En el caso de G. citri-aurantii la inhibicion del desarrollo “in vitro” fue superior en el
caldo inicial y, aunque se redujo luego de tratar 96 bins, esta reduccion fue muy leve
y el refuerzo es suficiente para obtener al inicio de cada tanda de bins un nivel similar
al caldo inicial y se observé una reduccion de su efectividad del 9% luego de tratar
762 bins.

El sistema implementado de filtrado y refuerzos fue suficiente para mantener la
efectividad de los fungicidas durante todo el proceso, extendiendo el uso del caldo
fungicida hasta 4 dias.

Asi, con el mismo caldo y en condiciones similares a la inicial, se tratdé una carga de
fruta 8 veces superior, se disminuyeron los costos para el productor de 14 L de
fungicida y se evitd la eliminacion de 4200 L de efluentes al medio ambiente.

Se debe estudiar el efecto de desinfeccion del caldo para evitar su contaminacion,
especialmente que se acumulen conidios de hongos causantes de podredumbres.
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Resumen

La manzana es un cultivo de alta importancia en Argentina que se destina tanto al
consumo en fresco, como a la industrializacién. Existen distintas formas de cultivo: el
convencional (CC), y el organico (CO). El objetivo del presente trabajo es caracterizar
la micota de manzanas obtenidas por ambas formas de cultivo, y comparar la
contaminacion de estas frutas segun el destino de las mismas, focalizando en el
impacto y género flungico responsable del corazon mohoso (CM). Se analizaron 144
manzanas cultivadas en el Alto Valle de Rio Negro; 15 destinadas a consumo en
fresco y 100 destinadas a industrializacién (CC), y 29 destinadas a consumo en fresco
(CO). Para las frutas con sintomas de dafio fungico externo se tomo6 una porcion de
tejido vegetal y se incub6 en DCMA por 7 dias a 25°C. Cada fruta fue luego
desinfectada superficialmente y cortada para evaluar el grado y tipo de corazén
mohoso. Una porcion del centro de la fruta se coloc6 en DCMA y se incubd por 7 dias
a 25°C. Alternaria, Penicillium y Cladosporium fueron los géneros predominantes y se
aislaron de todos los tipos de manzana analizadas. En las de CC destinadas a
consumo en fresco, se detectaron ademas Trichoderma, Nigrospora, Epicoccum y
Geotrichum y el porcentaje de CM fue de 33%. En cuanto a las destinadas a proceso
(CC), se detectaron Botrytis ademas de los 3 géneros predominantes, y el porcentaje
de CM fue de 50%. En las de CO se detectaron ademas Phoma, Botrytis, Nigrospora
y Acremonium, y el porcentaje de CM fue del 41%. En todos los casos, el principal
género causante de CM fue Alternaria. En cuanto a las manzanas para consumo en
fresco, las de CO mostraron mayor contaminacién fingica que las CC. Sin embargo,
las destinadas a proceso (CC) presentaron mayor grado de CM que las de CO.
Teniendo en cuenta que dicha lesion no es detectada por inspeccion visual y que
Alternaria es un género productor de micotoxinas, esto representa un riesgo asociado
a los productos procesados a base de manzana.

Palabras clave: Malus doméstica, Alternaria, corazon mohoso, hongos, poscosecha.

Introduccion

La manzana (Malus domestica) es un cultivo de alta importancia en la zona del Alto
Valle de Rio Negro en Argentina. El 24% de la cosecha se destina a exportacion, el
33% se consume en fresco, y el 43% restante se industrializa (FUNBAPA, 2014). La
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industria de produccién de concentrados de manzana trabaja a lo largo de todo el afio
para satisfacer al mercado local y exportar en contra estacion. Esto implica el
procesado tanto de fruta recién cosechada, como almacenada en camaras
refrigeradas por un periodo de hasta 9 meses. A su vez, las industrias procesan fruta
de descarte, que es aquella que ha sido dafiada por condiciones climaticas adversas
o por baja demanda del producto fresco (ldigoras, 2014).

Este cultivo es susceptible a sufrir contaminaciones fingicas a campo y en etapa
poscosecha, generando enfermedades que causan severas pérdidas econdmicas.
Las mismas pueden manifestarse en el exterior o en el interior de los frutos. La
enfermedad en el interior se denomina coraz6n mohoso (CM) y se manifiesta como
una podredumbre en el centro del fruto, que puede comenzar tanto en la etapa de
floracion de los arboles, cuando esporas de hongos se ponen en contacto con las
flores generando la infeccion, como en la etapa de almacenamiento (Gao et al.,
2013).

Distintos géneros han sido reconocidos como agentes causales de esta enfermedad
a nivel mundial; entre ellos, Alternaria, Cladosporium, Botrytis, Epicoccum, Fusarium,
Mucor, Penicillium y Phoma. (Serdani et al., 1998; Van der Walt et al., 2010; Gao et
al., 2013). En Argentina, Alternaria ha sido identificado como el principal género
causante de coraz6n mohoso (Di Massi, 2007). Cuando las manzanas son infectadas
con hongos capaces de producir micotoxinas, como por ejemplo Alternaria, Penicillium
o Fusarium, existe un inminente riesgo para la salud asociada al consumo de los frutos
y sus derivados.

En particular, Alternaria es capaz de producir mas de 70 metabolitos secundarios con
diversas estructuras quimicas que se acumulan en las partes comestibles de las
plantas y no son destruidas con los procesamientos tradicionales (LOpez et al., 2016).
Los méas destacados, por sus conocidos efectos adversos sobre la salud, son los
derivados de la dibenzopirona como el alternariol (AOH) y alternariol monometiléter
(AME), vy los derivados del acido tetrdmico como el acido tenuazonico (TeA). Este
ultimo ha ocasionado toxicidad aguda en animales y estd asociado al Onyalai, un
desorden hematologico (Andersen et al., 2015). EI AOH y AME demostraron actividad
genotdxica y mutagénica en células bacterianas y de mamiferos in vitro, ademas de
estar relacionadas con alta incidencia de cancer de esé6fago en China (Pahlke et al.,
2016; Logrieco et al., 2009).

Existen distintas formas de manejo de los cultivos: el convencional (CC) que implica
la aplicacion de sustancias quimicas para prevenir las enfermedades fungicas, y el
organico (CO), en el que no se utiliza ningun tipo de pesticidas para su control. En las
Ultimas décadas se esta tendiendo a formas de manejo mas sustentables y ecoldgicas
e, inclusive, en algunos paises de la comunidad europea esté prohibido el uso de
fungicidas en etapa poscosecha (Wisniewski et al., 2016).

Es importante conocer los principales agentes etiolégicos causantes del corazén
mohoso en nuestro pais para implementar estrategias integradas de control,
reduciendo la aplicacion de pesticidas, para disminuir la contaminacion de los frutos y
la consecuente acumulacion de metabolitos toxicos, tanto en frutos de manzana como
en sus productos derivados. Por ello, el objetivo del presente trabajo fue caracterizar
la micobiota de manzanas obtenidas por cultivo convencional y orgénico, y comparar
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la contaminacion de estas frutas segun el destino de las mismas, haciendo foco en el
impacto y género fungico responsable del corazén mohoso.

Materiales y Métodos
Muestras

Se analizaron 144 manzanas cultivadas en el Alto Valle de Rio Negro; 29 destinadas
a consumo en fresco (CO), 15 destinadas a consumo en fresco (CC) y 100 destinadas
a industrializacion (CC) almacenadas durante 9 meses en camara.

Aislamientos

En el caso de las frutas con sintomas de dafio fungico externo se tomo una porcion
de tejido vegetal de la zona de la lesion y se incub6 en Agar Dicloran Cloranfenicol
Extracto de Malta (DCMA) por 7 dias a 25°C. Cada fruta fue luego desinfectada
superficialmente y cortada para evaluar el grado y tipo de corazon mohoso. Una
porcién del centro de la fruta se coloc6 en DCMA y se incubd por 7 dias a 25°C.

Identificacion

Se identificaron los géneros fungicos presentes siguiendo la clave morfologica de Pitt
y Hocking (2009). Las cepas de Alternaria obtenidas se pasaron a Agar Papa
Zanahoria (APZ) y se incubaron con ciclos de 8 horas de luz y 16 de oscuridad a 25°C
durante 7 dias. La identificacion de cada cultivo a nivel de grupo especie se hizo segun
Simmons (2007) basandose en el patrén de esporulacion, color y tamafio de las
colonias y caracteristicas de los conidios.

Produccién de micotoxinas in vitro

Para evaluar la capacidad de produccién de micotoxinas, se seleccionaron 42 cepas
de Alternaria provenientes de manzanas de los dos tipos de destino y origen: 17
provenientes de CO para comercializacion en fresco, 6 de CC para venta en fresco, y
19 de CC destinadas a industrializacion. Cada cepa se sembré individualmente en
Agar Dicloran Rosa de Bengala Extracto de Levadura Sacarosa (DRYES) en 3 puntos
de la placa. Se cultivaron en oscuridad durante 14 dias a 25°C.

Extraccion de micotoxinas

De cada placa de DRYES se cortaron 3 plugs de 6 mm de didmetro del centro de cada
una de las 3 colonias y se colocaron en un vial para su extraccion. Se agregé 1 ml de
acetato de etilo con 1% de acido férmico y se agitd en sonicador ultrasénico por 60
min. El extracto se transfiri6 a un vial limpio y se evapord a sequedad bajo corriente
de nitrégeno. Luego se resuspendio en 400 ul de metanol y se filtré por filtro de poro
0,2 um a un vial de HPLC para su posterior andlisis.
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Deteccidn de micotoxinas por HPLC-MS

El analisis de cada extracto se realizé por cromatografia liquida de ultra alta
performance con detector de arreglo de diodos y cuadrupolo con tiempo de vuelo y
espectroscopia de masa (UHPLC-DAD-QTOFMS) en un equipo Agilent Infinity 1290
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). El andlisis de MS se realiz6 en un
equipo Agilent 6550 QTOF con un ionizador electrospray Dual Jet Stream. Las
muestras fueron analizadas en modo ESI* y la identificacién de cada metabolito fue
obtenida mediante una busqueda dirigida y comparacion del espectro MS/HRMS con
librerias con el programa MassHunter Quantitative Analysis para QTOF (version
B.06.00).

Resultados y Discusion
Aislamientos

Los géneros predominantes en todos los tipos de manzanas analizadas fueron
Alternaria, Penicillium y Cladosporium. Los mismos se aislaron de los frutos
provenientes de ambos tipos de cultivo y destino. Alternaria fue el principal género
fungico responsable de CM, por ello se identificaron los aislamientos de este género
a nivel de grupo especie a fin de lograr una mayor caracterizacion de los mismos.

En las manzanas de CO para consumo en fresco se detectaron ademas Botrytis,
Phoma, Nigrospora y Acremonium (figura 1), y el porcentaje total de incidencia de CM
fue del 41%. Todos los géneros excepto Nigrospora fueron aislados del interior de los
frutos causando CM. En particular, A. tenuissima fue la principal especie causante de
esta enfermedad.

Estos resultados muestran una amplia diversidad fungica capaz de colonizar tanto el
exterior como el interior de estas frutas de origen organico, y estan en concordancia
con Abdelfattah et al. (2016), quienes hallaron estos mismos géneros como
contaminantes de manzanas organicas en Estados Unidos.

Micobiota manzanas consumo en fresco CO
60%

50%
40%

o |

20%

mCM Externo

10% I T—

00/ 0 - I

Penicillium  Alternaria Botrytis  Cladosporium Phoma Migrospora Acremonium

Figura 1. Porcentaje de manzanas para consumo en fresco, cultivo organico,
contaminadas por cada género fungico segun el tipo de lesiébn. CM: Corazén
mohoso; Externo: Contaminacion superficial.
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Como se muestra en la figura 2, en los frutos de CC destinados a consumo en fresco,
se detectaron ademas de los tres géneros mayoritarios, Nigrospora Trichoderma,
Geotrichum y Epicoccum y el porcentaje total de CM fue del 33%. Penicillium y
Alternaria se aislaron tanto del exterior como del interior de los frutos, mientras que
Epicoccum anicamente del interior, y solo estos tres géneros fueron los causantes de
CM, lo que pareceria indicar una menor diversidad fungica en el interior de los frutos
debido a la aplicacién de antifingicos a campo y la consecuente disminucion del
porcentaje de esta enfermedad. En cuanto a las especies de Alternaria causantes de
corazén mohoso, se hallaron A. tenuissima y A. arborescens.
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Figura 2. Porcentaje de manzanas para consumo en fresco, cultivo convencional,
contaminadas por cada género fangico segun el tipo de lesién. CM: Corazon
mohoso; Externo: Contaminacion superficial.

Como se muestra en la figura 3, en las manzanas destinadas a proceso (CC),
almacenadas 9 meses en camara, solo se detecto Botrytis ademas de los 3 géneros
predominantes, y el porcentaje de CM fue del 50%, causado por los géneros
principales, y en particular por A. tenuissima y A. gaisen.

Micobiota manzanas para industrializacion CC
60%
50%

40%
30% ]

ECM Externo

20%
10%
0%

Penicillium Alternaria Botrytis Cladosporium

Figura 3. Porcentaje de manzanas para consumo en fresco, cultivo organico,
contaminadas por cada género fungico segun el tipo de lesion. CM: Corazén
mohoso; Externo: Contaminacion superficial.
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Estos resultados parecerian indicar un aumento en el grado de coraz6n mohoso
conforme avanza el tiempo de almacenamiento, y una seleccion de los géneros
toxicogénicos Alternaria y Penicillium frente a los demas. Esto esta en concordancia
con lo propuesto por Reuveni et al. (2002) en donde indica que una vez ocurrida la
infeccidon y durante el almacenamiento, las esporas de los hongos en el interior de las
manzanas estan protegidas contra los fungicidas y las condiciones son adecuadas
para el desarrollo de los mismos. Mas aun, cuando las esporas de los hongos
colonizaron el interior de las manzanas, la aplicacion de antifingicos pareceria
aumentar la proporcion de corazén mohoso ya que eliminaria la flora presente en la
superficie de la manzana, permitiendo un mejor desarrollo de los hongos en el interior
(Snowdon, 1991).

Tabla 1. Porcentaje de manzanas con corazon mohoso por tipo de cultivo y
destino.

Porcentaje de frutos con corazén mohoso (%)

Consumo en fresco (CO) Consumo en fresco (CC) Industrializacién (CC)
(n=29) (n=15) (n=100)
41 33 50

En todos los casos, el principal género causante de CM fue Alternaria. En cuanto a la
clasificacién a nivel de grupo-especie causante de corazon mohoso, el predominante
fue A. tenuissima, aislandose también, aunque en mucha menor proporcion, A.
arborescens y A. gaisen. Estos resultados concuerdan con estudios realizados en
Sudafrica, en los cuales la principal especie causante de CM fue A. tenuissima
(Serdani et al., 2002), y estudios realizados en China (Gao et al., 2013) y en Grecia
(Ntasiou et al., 2015) identificaron como los principales agentes causantes de esta
enfermedad a A. tenuissima y A. arborescens.

Capacidad de produccién de micotoxinas

La capacidad toxicogénica de las especies de Alternaria aisladas de los distintos tipos
de manzana fue investigada in vitro. En la tabla 2 se muestra el porcentaje de cepas
de Alternaria spp. aisladas de ambos origenes de manzana y tipos de destino,
capaces de producir las principales micotoxinas.

25



4 | Congreso Argentino de Biologia y Tecnologia Poscosecha Ry
;«' IX Jornada Argentina de Biologia y Tecnologia Poscosecha ﬁ %\
: 3

e

" —
e —— ———— —
— — — —

Tabla 2. Porcentaje de cepas de Alternaria aisladas de los distintos tipos de
manzana capaces de producir micotoxinas. TeA: acido tenuazénico; AOH:
alternariol; AME: alternariol monometileter.

Porcentaje de Alternaria spp. productoras de micotoxinas (%)

Consumo en fresco CO Consumo en fresco CC Industrializacion CC

(n=17) (n=6) (n=19)
TeA 71 67 68
AOH 65 67 58
AME 53 67 58

Estos resultados podrian indicar un riesgo para la salud del consumidor, ya que el
38% de las manzanas provenientes de CO y el 26% de CC analizadas presentaron
contaminacion con Alternaria spp., y un alto porcentaje de estas cepas fueron capaces
de sintetizar metabolitos toxicos que difunden por las partes comestibles de la fruta,
con lo que la remocion de la lesion no seria suficiente para eliminar el riesgo.

En cuanto a las manzanas con fines industriales, la incidencia de CM provocado por
Alternaria fue mayor, y un alto porcentaje de las cepas causantes de la enfermedad
fueron capaces de producir al menos una de las micotoxinas estudiadas. Al
seleccionarse este género fungico en las camaras, y a su vez ser capaz de producir
metabolitos secundarios toxicos, el riesgo asociado a la presencia de los mismos en
productos a base de manzana resulta muy elevado.

Conclusiones

Alternaria, Penicillium y Cladosporium fueron los géneros predominantes y se aislaron
de todos los tipos de manzana analizadas.

Las manzanas destinadas a proceso (CC) almacenadas en camara presentaron
mayor grado de CM que las destinadas a consumo en fresco, lo que indica que la
enfermedad puede progresar durante los meses de almacenamiento. El género
Alternaria fue hallado como el principal causante de CM en todos los tipos de
manzanas. Teniendo en cuenta que esta lesion interna no es detectada por inspeccion
visual a menos que se corte la fruta y que Alternaria es el principal género causante
de la misma, asi como su elevada capacidad de sintetizar metabolitos toxicos, se
puede establecer un riesgo sanitario asociado a los productos procesados a base de
manzana. Serian necesarios estudios a futuro que permitan confirmar la presencia de
los mismos en productos derivados de manzana y evaluar las cantidades acumuladas
en ellos a fin de realizar una completa evaluacién del riesgo y establecer estrategias
de prevencion.

26



% | Congreso Argentino de Biologia y Tecnologia Poscosecha i
;« IX Jornada Argentina de Biologia y Tecnologia Poscosecha ﬁ m

Referencias

ABDELFATTAH A, WISNIEWSKI M, DROBY S, SCHENA L. (2016). Spatial and
compositional variation in the fungal communities of organic and conventionally grown
apple fruit at the consumer point-of-purchase, en: Horticulture research, 3: 16047.

ANDERSEN B, NIELSEN K F, PINTO V F, PATRIARCA A. (2015). Characterization
of Alternaria strains from Argentinean blueberry, tomato, walnut and wheat, en:
International journal of food microbiology, 196: 1-10.

DI MASSI S N. (2007). Epidemiologia, ecofisiologia y control de Alternaria spp.
causante del corazén mohoso en manzanas Red Delicious en Argentina. Tesis
Doctoral. Universitat de Lleida.

FUNBAPA, Fundacion Barrera Zoofitosanitaria Patagonica (2014). Mensuario
estadistico — Agosto de 2014. Egreso de peras y manzanas de la region protegida
Patagodnica. Disponible en: http://www.funbapa.org.ar/funbapa/wp-content/uploads/
2014/10/agosto-MANZANA-PERA-2014.pdf. Ultimo acceso: septiembre 2018.

GAO L, ZHANG Q, SUN X Y, JIANG L, ZHANG R, SUN G Y, BIGGS A R (2013).
Etiology of moldy core, core browning, and core rot of Fuji apple in China, en: Plant
disease, 97(4): 510-516.

IDIGORAS G. (2014). Produccion y procesamiento de productos frutihorticolas.
Documento de referencia, Agroindustria, Argentina Innovadora 2020. Ministerio de
Ciencia, Tecnologia e Innovacion Productiva.

LOGRIECO A, MORETTI A, SOLFRIZZO M. (2009). Alternaria toxins and plant
diseases: an overview of origin, occurrence and risk, en: World Mycotoxin
Journal, 2(2): 129-140.

LOPEZ P, VENEMA D, DE RIJK T, DE KOK A, SCHOLTEN J M, MOL H G, DE NIJS
M. (2016). Occurrence of Alternaria toxins in food products in The Netherlands, en:
Food Control, 60: 196-204.

NTASIOU P, MYRESIOTIS C, KONSTANTINOU S, PAPADOPOULOU-MOURKIDOU
E, KARAOGLANIDIS G S. (2015). Identification, characterization and mycotoxigenic
ability of Alternaria spp. causing core rot of apple fruit in Greece, en: International
journal of food microbiology, 197: 22-29.

PAHLKE G, TIESSEN C, DOMNANICH K, KAHLE N, GROH | A M, SCHRECK |,
MARKO D. (2016). Impact of Alternaria toxins on CYP1A1l expression in different
human tumor cells and relevance for genotoxicity, en: Toxicology letters, 240(1): 93-
104.

PITT J I, HOCKING A D. (2009). Fungi and Food Spoilage. Nueva York: Springer.

REUVENI M, SHEGLOV D, SHEGLOV N, BEN-ARIE R, PRUSKY D. (2002).
Sensitivity of Red Delicious apple fruit at various phenologic stages to infection by
Alternaria alternata and moldy-core control, en: European journal of plant
pathology, 108(5): 421-427.

SERDANI M, CROUS P W, HOLZ G, PETRINI O. (1998). Endophytic fungi associated
with core rot of apples in South Africa, with specific reference to Alternaria species, en:
SYDOWIA-HORN, 50: 257-271.

27


http://www.funbapa.org.ar/funbapa/wp-content/uploads/%202014/10/agosto-MANZANA-PERA-2014.pdf
http://www.funbapa.org.ar/funbapa/wp-content/uploads/%202014/10/agosto-MANZANA-PERA-2014.pdf

)

¢ IX Jornada Argentina de Biologia y Tecnologia Poscosecha ﬁm.

‘gﬂa

SERDANI M, KANG J C, ANDERSEN B, CROUS P W. (2002). Characterisation of
Alternaria species-groups associated with core rot of apples in South Africa, en:
Mycological research, 106(5): 561-569.

SIMMONS E G. (2007). Alternaria: An ldentification Manual. Utrecht: CBS Fungal
Biodiversity Centre.

SNOWDON A L. (1991). A colour atlas of post harvest diseases and disorders of fruit
and vegetables, en: General Introduction and Fruits, Vol. 1. Londres: Wolfe Publishing.

VAN DER WALT L, SPOTTS R A, VISAGIE C M, JACOBS K, SMIT F J, MCLEOD A.
(2010). Penicillium species associated with preharvest wet core rot in South Africa and
their pathogenicity on apple, en Plant Disease, 94(6): 666-675.

WISNIEWSKI M, DROBY S, NORELLI J, LIU J, SCHENA L. (2016). Alternative
management technologies for postharvest disease control: the journey from simplicity
to complexity, en: Postharvest Biology and Technology, 122, 3-10.

\I" I Congreso Argentino de Biologia y Tecnologia Poscosecha D 154

e Bl

28



4 |1Congreso Argentino de Biologia y Tecnologia Poscosecha b 5
¢ IX Jornada Argentina de Biologia y Tecnologia Poscosecha t‘; 3 8

Tecnologias para prolongar la vida atil

29



‘;“ | Congreso Argentino de Biologia y Tecnologia Poscosecha 22

)

@ IX Jornada Argentina de Biologia y Tecnologia Poscosecha ﬁ m

——— e

Determinacion del momento de cosecha de durazno cv. Opedepe, campafa
2015 en el Valle de Los Pericos, Jujuy, R. A.

Toncovich M.E. @, Ortin S.P.®), Curzel V. ™, Tejerina M. ®), Delgado J. @, Gonzélez
A.C. @, Britos P.®, Payo G.E. @, Murray R. ©®), Morales L. | ©®.

’INTA EEA Salta, Cerrillos, Salta.; ®Facultad de Ciencias Naturales, Universidad
Nacional de Salta; “Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad Nacional de Jujuy;
5Sede Regional Sur: Metan — Rosario de la Frontera, Universidad Nacional de Salta;
SINTA EEA San Pedro, R.A.

Trabajo financiado por el Proyecto INTA PNFRU-053911.

Direccion de e-mail: pamebritos@hotmail.com

Resumen

El momento oportuno de cosecha es fundamental en la comercializacion y en la
respuesta del mercado en durazno. El objetivo de este trabajo fue determinar el
momento oportuno de cosechay la evolucion de los indices de calidad desde cosecha
a comercializaciéon en mercados lejanos del durazno temprano var. Opedepe en el
Valle de Los Pericos, Jujuy. La firmeza de la pulpa en kg/cm? se consider6 como
indicador de la calidad de consumo. Se evaluaron cinco cosechas (desde el
13/10/2015 al 25/10/2015), que coincidieron con la cosecha en la zona, realizadas
cada tres dias, de tres plantas por fecha de un total de 15 plantas seleccionada al azar
previamente. De cada una se tomaron 90 frutos al azar para cada cosecha, y los frutos
se mantuvieron en estanteria a 20°C y humedad superior a 90%. Se evaluaron al
momento de cosecha presion, solidos solubles, tamafio y la evolucidn de estos indices
a las 48 y 96 horas de cosechados. Segun los resultados obtenidos, los frutos
deberian cosecharse con una firmeza de 6,58 kg/cm?, para que alcancen una presion
a consumo lo mas préxima a 2 kg/cm? al cabo de seis dias. Esta presiéon a cosecha
se observd a partir de la tercera cosecha (19 de octubre). Los sélidos solubles
correspondientes a esta tercera cosecha fueron de 7,39 °Brix y evolucionaron a 8,15
°Brix a los seis dias. Los diametros longitudinales y ecuatoriales promedios fueron de
65,24 mm y 56,57 mm, respectivamente, evidenciando una disminucién de estos
valores a los seis dias en estante a 60,08 mm y 50,73 mm respectivamente. En cuanto
a la presién promedio de la pulpa de los frutos fue de 2,51 Kg/cm? Con estos
resultados preliminares, se prevé continuar con las determinaciones para extraer
conclusiones definitivas.

Palabras Clave: madurez, momento de cosecha, parametros de cosecha

Introduccion

La produccién de durazno es una promisoria actividad en la zona de Perico en la
provincia de Jujuy, donde sus condiciones climaticas son favorables para la
produccion de fruta temprana y extratemprana. Esta ventaja permite a los productores
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de la region, anticipar la oferta de esta fruta, en relacion a las otras zonas fruticolas
del pais. Debido a ello, y en busqueda de ampliar las oportunidades de
comercializacion, aspiran a alcanzar mercados lejanos para la colocacién del durazno
producido en el lugar.

Siendo el durazno un fruto de tipo climatérico, se espera que los indices sufran
variaciones luego de la recoleccién; por lo que el momento oportuno de cosecha incide
en la calidad de comercializacion y en la respuesta del mercado, teniendo una
significativa relevancia el estudio de los indices de cosecha y su comportamiento
poscosecha.

Actualmente, las exigencias de calidad en los mercados son superiores cada afio
(Luchsinger y Walsh, 1997), por lo tanto, la produccion de fruta debe orientarse a
lograr los maximos estandares de calidad y cantidad a la cosecha.

El concepto de calidad para los alimentos frutihorticolas involucra varios aspectos; por
un lado, los relacionados al aporte nutricional del fruto y a la seguridad alimentaria, y
por otro, aquellos vinculados a la valoracion sensorial, como tamafio, forma, color,
sabores y aromas, caracteristicas cada vez mas demandadas por el consumidor.
(Murray, 1997)

La obtencién de estos productos fruticolas de Optima calidad esta relacionada con
diversos factores entre los que se incluye el estado de madurez a la cosecha (Murray,
1998). Estudios realizados por Luchsinger y Walsh (1997) demuestran que los frutos
gue son cosechados en estado inmaduro son de inferior calidad al alcanzar su
madurez de consumo, mientras que aquellos frutos sobre maduros se ablandan con
facilidad y adquieren texturas y sabores indeseables a pocos dias de ser cosechados.

A pesar de que el estado de madurez es solo uno de los aspectos relevantes con
relacion a la calidad de los productos perecederos, tiene gran importancia ya que limita
el comportamiento en postcosecha, tanto en la comercializacion como en sus
caracteristicas organolépticas finales, determinando en cierta medida el potencial de
almacenaje; condicién fundamental para la regién del NOA, para acceder a mercados
distanciados.

Segun Crisosto (2002), un durazno de 6ptima calidad debe tener abundante color rojo
en la piel, con una firmeza de pulpa entre 2- 3 Ib (0.91 — 1.36 kg/cm?) y un alto
contenido de sélidos solubles, junto a una baja acidez.

El objetivo de este trabajo fue determinar el momento oportuno de cosecha del
durazno temprano de la var. Opedepe, y la evolucién de los indices de calidad desde
cosecha a comercializacion en mercados lejanos. Para este trabajo, la firmeza de la
pulpa en kg/cm? fue el pardmetro que se consider6 como indicador de la calidad de
consumo, coincidiendo con Dobrzanski y Rybczkynski (1999), quienes dan mas
relevancia a la firmeza de la fruta por encima de otros indices de cosecha.

Materiales y Métodos

Se trabaj6 con la variedad temprana Opedepe, en un huerto comercial ubicado sobre
ruta nacional 43 km 5 en el Valle del Perico, al noroeste del departamento El Carmen,
provincia de Jujuy.
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Las plantas de durazno Prunus persica L. cv. Opedepe, de 8 afios de edad, fueron
conducidas en vaso con un marco de plantacion de 4 x 2 m, el sistema de riego es por
goteo, y se realiza raleo y poda corta.

Se evaluaron 5 cosechas (Tabla N°1), cuyas fechas coincidieron con la cosecha de la
zona. La recoleccion se realizd cada 3 dias de 3 plantas por fecha, totalizando 15
plantas seleccionadas previamente al azar.

Tabla 1: Fechas de cosecha de los duraznos
COSECHA FECHA

1 13/10/2015
2 16/10/2015
3 19/10/2015
4 22/10/2015
5 25/10/2015

Se tomaron 270 frutos por cosecha, recolectando 90 frutos al azar por planta, teniendo
30 frutos por planta para cada tratamiento. Los frutos se mantuvieron en estanteria a
20°C y una humedad superior al 90%.

Se definieron tres tratamientos para evaluar el comportamiento de los frutos:
T1: Momento de Cosecha

T2: A los 3 dias de cosecha

T3: A los 6 dias de cosecha

Los indices de cosecha medidos fueron:

« Resistencia de la pulpa a la presion: se tomd cada fruta con la mano izquierda
y con la mano derecha se introdujo la barra del penetrometro haciendo una
pequefia presion hasta la marca sefialada en la misma. El instrumental utilizado
fue el penetrémetro marca TR y la unida fue Kg/cm?.

e Sdlidos solubles totales (cont SS): se estrujo la pulpa hasta obtener una o dos
gotas de jugo dejando caer sobre el prisma del refractémetro portéatil de mano
marca ATAGO. La lectura del ° Brix se realizé directamente sobre el ocular
graduado del instrumental en %.

o Tamafio: se midieron diametros longitudinales y ecuatoriales, utilizando para
ello calibre electrénico.

Para determinar el momento oportuno de cosecha, con los valores obtenidos de
resistencia de la pulpa a la presion, se ordend la resistencia de los frutos de menor a
mayor de cada planta cosechada y de cada tratamiento. Luego, se realiz6 el recuento
de los frutos con resistencia menor o igual a 2 km/cm? en los tratamientos 2y 3 (3y 6
dias en estanterias). Se determiné la firmeza al momento de la cosecha (Tratamiento
1). Para ello se tuvo en cuenta la cantidad de frutos con firmeza menor o igual a 2
kg/cm?. Ejemplo: a los 6 dias en estanterias para la planta 5 se midieron 5 frutos
menores o iguales a 2 kg/cm?, en el tratamiento 1 de la planta se ubica la firmeza que
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se encuentra en el quinto lugar y ese valor corresponde a la firmeza que se deberia
cosechar los frutos. Una vez obtenidos estos valores por planta y por tratamientos se
promedio los valores obtenidos.

Resultados y Discusion
Resistencia de la pulpa a la presiéon

La resistencia de la pulpa a la presion de los frutos de la variedad Opedepe presenté
diferencias significativas entre los dias que la fruta permanecié en estanterias (Tabla
2).

Analizando la interaccion entre las cosechas y los dias en estanterias se observo en
el tratamiento 1 (0O dias en estanterias) que la resistencia de la pulpa a la presion
disminuy6 desde la cosecha 1 (8,26 kg/cm?) hasta la cosecha 5 (4,23 kg/cm?),

En cuanto al tratamiento 2 (3 dias en estanterias) la resistencia de la pulpa a la presion
fue disminuyendo paulatinamente, tomando rangos desde 4,84 kg/cm? en la cosecha
1 (09/1) hasta 1,75 kg/cm? en la cosecha 5 (23/10/2010).

Tabla 2: Evolucion de la firmeza medida en Kg/cm? en las cinco cosechas
FIRMEZA  TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTO 3
Kg/cm? DE Kg/cm? DE Kg/cm? DE

COSECHA 1 8,26 +2,66 4,84 +2,30 5,23 +2,58
COSECHA 2 7,44 +2,03 569 +2,66 4,12 +3,14
COSECHA 3 6,59 1,62 3,64 +2,36 2,52 +1,88
COSECHA 4 4,71 £1,93 150 +1,48 1,08 0,70
COSECHA 5 4,23 +2,76 1,75 #1,25 0,64 0,67

En el tratamiento 3 (6 dias en estanteria) se puede apreciar una disminucién de la
resistencia de la pulpa a la presiéon desde la cosecha 1 (5,23 Kg/cm?) hasta la cosecha
5 (0,64 kg/cm?).

Para el momento oportuno de cosecha, los frutos deberian cosecharse con una
firmeza media de 6,58 kg/cm? al momento de cosecha para que éstos alcancen una
presiéon a consumo lo mas préxima a 2 kg/cm? al cabo de 6 dias. Por lo tanto, esta
firmeza corresponde al 19/10/2015, fecha de la tercera cosecha, donde los frutos
presentaron una presion de 6,59 kg/cm? y alcanzaron una resistencia a la presion
promedio a los 6 dias en estante de 2,52 kg/cm? (Figura 1).

Estos resultados coinciden con los de Altube et al (1999) quienes afirman que la
resistencia de la pulpa a la presion varia segun la fecha de cosecha. Gutiérrez et al
(2007) sostienen que la firmeza no solo es un indice de cosecha, sino que también un
indicador de la vida postcosecha del durazno, dado que la firmeza disminuye
considerablemente mientras la fruta madura.
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Evolucion de la firmeza de los frutos de durazno en la 3°
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Figura 1. Evolucion de la firmeza de los frutos de durazno en la 3° cosecha

Solidos Solubles Totales

Un contenido elevado de azucar, medido a través de los grados brix de los soélidos
solubles totales, es asociado por el consumidor de frutales de carozo como un atributo
de calidad (Crisosto et al., 1996). De acuerdo a estudios realizados por Berger (1975),
el contenido de solidos solubles representa un indice de calidad mas que un indice de
cosecha para duraznos. Este contenido de solidos solubles debe acompafiar la
evolucion del ablandamiento de la pulpa, para obtener un fruto de calidad.

Los solidos solubles totales no mostraron diferencias significativas entre la fruta recién
cosechada y la fruta en estante tanto a los 3 como a los 6 dias en cada fecha de
cosecha (Tabla 3). Asimismo, no se encontraron diferencias significativas del
contenido de solidos solubles totales entre las cosechas (Tabla 3).

Tabla 3: Evolucion del contenido de solidos solubles en °Brix para las cinco

cosechas
FIRMEZA TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTO 3
°Brix DE °Brix DE °Brix DE

COSECHA 1 6,94 +1,62 6,86 +1,54 7,64 +1,78
COSECHA 2 7,47 +1,56 7,90 +1,89 8,45 +2,01
COSECHA 3 7,39 +1,64 7,92 +1,95 8,05 +1,98
COSECHA 4 7,83 +1,60 7,94 +2,09 8,74 12,14
COSECHA 5 7,68 +1,64 8,54 +2,01 8,66 +1,86
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Dado que el momento oportuno de cosecha fue establecido para la cosecha 3
(19/10/2015) en funcion de la resistencia de la pulpa a la presion; el valor promedio
de solidos solubles totales en esa cosecha, vari6 de 7,39 °Brix en el momento de
cosecha y alcanzé un valor de 8,05 °Brix a los seis dias en estante y de 7,92 °Brix a
los tres dias (Figura 2). Esto coincide con los resultados de Lill et al. (1989), quienes
afirman que el contenido en soélidos solubles totales cambia muy poco y en forma
erratica a medida que el fruto madura.

EVOLUCION DE LOS SOLIDOS SOLUBLES DE LOS
FRUTOS DE DURAZNO EN LA 3° COSECHA

8.2
8 7.92
7.8 ==
7.6
7.4
72
7

8.05

Contenido de Sélidos
Solubles en °Brix

A cosecha (T1) 3 dias (T2) 6 dias (T3)

Tratamientos

Figura 2. Evolucion de los Sélidos Solubles de los frutos de durazno en la 3°
cosecha

Diametros Longitudinal y Ecuatorial

El tamafio del fruto es otro parametro de calidad que tiene en cuenta el consumidor
en el momento de comprar un producto fresco.

En cuanto a la evolucién del diametro longitudinal de los frutos, en las distintas fechas
de cosecha, el mismo aument6 de 60,53 mm en la primera cosecha (Tabla 4) hasta
68,67 mm en la quinta cosecha (en un lapso de 12 dias). De igual manera se presento
la evolucion del diametro ecuatorial (Tabla 5), que presentd una diferencia de 7,55 mm
entre la primera cosecha (13/10/2015) y la dltima cosecha (25/10/2015).

Tabla 4: Evolucion del diametro longitudinal en las cinco cosechas
FIRMEZA  TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTO 3
mm DE mm DE mm DE
COSECHA 1 60,53 16,47 56,88 +7,92 51,70 15,58
COSECHA 2 59,50 +7,07 56,10 +7,07 54,38 16,13
COSECHA 3 65,24 15,25 62,26 +6,54 59,77 16,94
COSECHA 4 68,47 +4,63 61,31 16,67 60,99 15,84

COSECHA 5 68,67 16,97 69,35 15,47 66,47 5,94
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En la tercera cosecha, ambos didmetros presentaron diferencias significativas entre
tratamientos. Los diametros longitudinales y ecuatoriales promedios fueron de 65,24
mm y 56,57 mm respectivamente, evidenciando una disminucion de estos valores a
los 6 dias en estante a 59,77 mm para el diametro longitudinal, y 52,79 mm para el
ecuatorial (Figura N°3).

Tabla 5: Evolucion del diametro ecuatorial en las cinco cosechas
FIRMEZA  TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTO 3
mm DE mm DE mm DE
COSECHA 1 52,97 6,76 48,81 7,92 42,50 5,58
COSECHA 2 51,60 6,14 48,14 6,14 47,44 16,43
COSECHA 3 56,57 14,05 54,89 15,22 52,79 +7,02
COSECHA 4 60,24 13,81 53,92 15,89 52,50 +3,99
COSECHA5 60,52 15,61 60,32 15,22 58,15 +5,58

La disminucion en ambos didmetros medidos puede ser efecto de la deshidratacion
de la fruta, lo cual deber& ser objeto de estudios mas detallados, dado que segun
Seibert et al (2009) las pérdidas de masa superiores al 10% afectan la apariencia de
los frutos, siendo las mismas acumulativas en la cosecha y almacenaje, afectando la
presentacion del fruto en la comercializacion.

COMPORTAMIENTO DE LOS DIAMETROS LONGITUDINAL
Y ECUATORIAL DE LOS FRUTOS DE DUARZNO EN LA 3°
COSECHA

Diametros de los
frutos en mm

0 — : :
A cosecha (T1) 3 dias (T2)

Tratamientos

Figura 3. Comportamiento de diametros longitudinal y ecuatorial en frutos de
durazno en la 3° cosecha
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Conclusiones

De lo resultados obtenidos se puede concluir que el momento 6ptimo de cosecha,
para la fruta producida en el Valle de los Pericos en la provincia de Jujuy, ocurre
alrededor del 19 de octubre, tomando como paradmetro de cosecha la firmeza de la

pulpa.
Teniendo en cuenta el tiempo de transporte que lleva hasta el Mercado Central de

Buenos Aires, cosechar la fruta proxima a la fecha ya mencionada, permitiria el arribo
de la misma con valores de firmeza apropiados para la preferencia del consumidor.
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Resumen

El consumo de brécoli (Brassica oleracea var. Italica) aporta una gran cantidad de
compuestos con potencial nutracéutico a la dieta humana. El brocoli posee un elevado
contenido de glucosinolatos, compuestos del metabolismo secundario, ricos en
nitrogeno y azufre, y con actividad anticarcinogénica. Del brécoli se consume la
inflorescencia, la cual se cosecha en un estado de desarrollo incompleto. La cosecha
provoca un importante estrés y, como consecuencia, se produce una senescencia
acelerada. El objetivo del presente trabajo es evaluar la expresion relativa de genes
vinculados a la biosintesis y degradacion de glucosinolatos indélicos a distintas horas
del dia y durante la senescencia poscosecha de brécoli. Se cosecharon cabezas de
brécoli en distintos momentos del dia (8 h, 12 h y 18 h) y para el ensayo de
senescencia las muestras cosechadas se almacenaron durante 7 dias a 20 °C en
oscuridad. Se realizaron medidas de color y contenido de clorofilas total a las distintas
horas de cosecha y durante el almacenamiento. A las distintas horas del dia inicial, el
contenido de clorofilas y el color superficial se mantuvieron constantes. Se observo
una disminucién en el contenido de clorofilas y en el color superficial durante el
almacenamiento poscosecha. Se evalud la expresion relativa mediante qRT-PCR de
los genes de biosintesis de glucosinolatos indolicos (BoCYP83B1, BoSTba,
BoCYP81F4) y de degradacion (BoMyr). Se observd que la expresiéon de BoMyr se
incrementd a las 18 horas poscosecha. Mientras que la expresion de BoCYP83B1
aumentd a las 12 horas. Diferentemente, la expresion relativa de BoST5a no vario
durante el dia y BoCYP81F4 disminuyd su expresion relativa hacia las 18 horas.
Cuando se analiz6 la expresion relativa de estos genes en las muestras que fueron
cosechadas a las 8 h a lo largo del almacenamiento poscosecha, se encontré que
BoMyr y BoCYP81F4 disminuyeron su expresion significativamente en el dia 5y 7
respecto al dia 0. Mientras que la expresion relativa de BoST5a disminuy6 de forma
continua a lo largo de los dias. Finalmente, la expresion relativa de BoCYP83B1
disminuye entre el dia 5 y el dia 7. Se observé que las muestras cosechadas a las 18
h muestran un retardo en la senescencia, con menor disminucién en el color superficial
y el contenido de clorofilas total respecto a las muestras cosechadas en otras horas
del dia. La expresion relativa de los genes estudiados, involucrados en la biosintesis
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de glucosinolatos inddlicos se ven afectados tanto por variaciones en un mismo dia
como por el almacenamiento poscosecha.

Palabras clave: brdcoli, glucosinolatos indélicos, poscosecha

Introduccién

El brocoli (Brassica oleracea var. Italica) es una hortaliza del grupo de las cruciferas
ampliamente cultivado y consumido a nivel mundial. Ademas de ser un vegetal
climatérico y perecedero, el brocoli se cosecha en un estado de desarrollo incompleto
lo cual provoca un gran estrés y una senescencia acelerada del mismo (Downs et al.,
1997); por lo tanto, el uso de técnicas que extiendan la vida util del brocoli, su
comercializacion y permitan mantener o aumentar las cualidades nutricionales del
mismo son de gran necesidad.

El consumo de brécoli aporta una gran cantidad de metabolitos con propiedades
nutricionales tales como antioxidantes, compuestos fendlicos, vitamina C,
carotenoides, &cido folico y fibra soluble, entre otros. Sumado a esto, al igual que otros
vegetales del grupo de las coles, el brocoli contiene un alto contenido de
glucosinolatos (GLS): PB-tioglicésidos, metabolitos secundarios que derivan de
aminoécidos y se pueden clasificar en tres grupos de acuerdo al aminoécido
precursor: alifaticos (derivados de alanina, leucina, isoleucina, valina o metionina),
inddlicos (derivados de tript6fano) o aromaticos (derivados de fenilalanina o tirosina).
Su biosintesis se puede dividir en tres grandes etapas: descarboxilacion oxidativa,
elongacion de cadenas laterales y por ultimo, modificaciones secundarias. Los
glucosinolatos se encuentran localizados en las vacuolas, son quimicamente estables,
pero cuando se produce un dafo tisular provocado por un estrés biético o abiético,
estos se ponen en contacto con la enzima mirosinasa (la cual se encuentra
almacenada en un compartimiento celular diferente). La enzima mirosinasa cataliza la
hidrolisis del azucar del glucosinolato dando como resultado un aglicdn inestable que
se transforma rapidamente en isotiocianatos, tiocianatos y/o nitrilos (Halkier y
Gershenzon, 2006). Estos productos de hidrdlisis estan siendo ampliamente
estudiados no solo por su accién biopesticida sino también por sus beneficios en la
salud humana actuando como agentes de prevencion en cancer, especialmente de
colon, vejiga y pulmoén (Voorrips et al., 2000a; Voorrips et al.,2000b).

En los ultimos afios, se han utilizado diferentes tratamientos para extender la vida
poscosecha del brécoli, incluyendo el uso de atmésferas controladas y modificadas
(Jacobsson et al. 2004), tratamientos térmicos (Funamoato et al., 2002, Costa et al.,
2005b), UV-C (Costa et al., 2006a; Costa et al., 2006b) y 1-MCP (Ku y Wills, 1999)
entre otros, con el objetivo de retrasar la senescencia y mantener las calidades
organolépticas y nutricionales de dicha inflorescencia. Sin embargo, muchas de las
calidades organolépticas son afectadas por diversos factores precosecha tales como
el clima, el suelo, etc., siendo uno de los factores potencialmente mas importantes el
momento del dia en que se cosechan los vegetales. Como lo indica Hasperué et al.,
(2011), si se cosechan las cabezas de brécoli al final del dia se ve retrasada la
senescencia, posiblemente debido a una acumulacién de almidén durante el ciclo
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diurno. Se ha demostrado en plantulas de 15y 21 dias de Arabidopsis thaliana que el
ritmo circadiano y la cantidad de luz acumulada influye sobre la sintesis y el contenido
de glucosinolatos (Huseby et al., 2013). Asimismo, se ha visto que el contenido de
glucosinolatos y los niveles de expresion de algunos de los genes de su biosintesis,
muestran cambios en ciclos de 24 h luz/oscuridad y se observaron fluctuaciones en
los metabolitos, afectados por la temperatura en distintos cultivares de Brassica
oleracea (Rosa et al., 1994, Schuster et al., 2006).

El objetivo del presente trabajo es evaluar la expresion relativa de genes vinculados a
la biosintesis y degradaciéon de glucosinolatos inddlicos durante la cosecha en
distintos momentos del dia y durante el almacenamiento poscosecha.

Materiales y Métodos
Material vegetal

Se utilizaron cabezas de brocoli (Brassica oleracea var. Italica) obtenidas de un
productor local en la zona del Gran La Plata, Buenos Aires, Argentina en el mes de
Septiembre. Se realizaron 3 cosechas en un dia a diferentes horas (8 h, 12 h 'y 18 h).
Para cada uno de los tiempos se cosecharon 15 cabezas y se transportaron al
laboratorio para ser procesadas inmediatamente después de la cosecha. Las cabezas
fueron almacenadas en oscuridad a 20 °C durante 7 dias. Se tomaron muestras
periddicamente, las cuales se congelaron con nitrogeno liquido y se almacenaron a -20
°C.

Medida del color superficial

El color superficial en las cabezas de brdocoli fue evaluado midiendo los parametros L*,
a* y b* usando un colorimetro (CR300, Minolta, Osaka, Japon). Se calculé el angulo
Hue usando las siguientes formulas: "HUE = tan™ (b/a) cuando a>0y b>0 o °"HUE = tan
1 (b/a) + 180° cuando a<0 y b>0. Se midi6 color a 5 cabezas por condicién realizando 5
mediciones por cabeza respetando los horarios de cosecha.

Contenido de clorofilas

Las inflorescencias congeladas se molieron con nitrégeno liquido y del polvo resultante
se pesaron 0,5 g, el cual se mezcl6 con 5 mL de acetona 80% (v/v). La mezcla se
homogeneizo con vértex y se centrifugd a 10000 g durante 10 min a 4 °C. El
sobrenadante obtenido se midié por espectrometria a 647 y 665 nm (Inskeep et al.,
1985).

Todas las medidas se realizaron por quintuplicado y los resultados obtenidos se
expresaron como mg de clorofila total/ g de peso fresco.

Extraccion de ARN vy andlisis de la expresion génica por RT —qPCR

Se realiz6 una extraccion de ARN total de inflorescencias de brocoli por el método del
borato caliente (Wan y Wilkins, 1994). Aproximadamente 6 pug del ARN total obtenido
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fue purificado usando ADNasa (Promega) y 2 ug del ARN purificado se utilizé como
molde para la reaccion de retrotranscripcion utilizando MMLV retrotranscriptasa
(siguiendo las indicaciones del fabricante), para la obtencién del ADN complementario.

Se realizaron reacciones de RT-gPCR utilizando: SYBR Green | como método de
deteccion, un equipo StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied biosystems) y el
kit FastStart Universal SYBR Green Master (Roche). Se siguieron las condiciones
propuestas por el fabricante del kit, mezclando Master Mix, cDNA molde y
oligonucledtidos. El gen de actina (BoAct) de Brassica oleracea se utilizO como gen
normalizador. Se diseflaron cebadores para tres genes de la biosintesis de
glucosinolatos inddlicos: BoCYP83B1, BoST5a y BoCYP81F4 y para un gen de
degradacion de los mismos: BoMyr (Tabla 1). Para el disefio de los oligonucleétidos se
utilizo la base de datos http://brassicadb.org/brad/, la opcion primer-BLAST de la base
de datos NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) y el programa Beacon
designer v7.21.

Tabla 1. Secuencia de los oligonucleétidos y nimero de acceso de los genes
utilizados para el andlisis de expresion relativa mediante RT-gPCR. También se
indica el tamafio del amplicon en pares de bases esperado.

N° de

Genes Secuencia nucledtidica pb
acceso

BoCYP83B1Fw 5' ACTATCGTGAGATGAGGAAG 3'

214 | GU584125

BoCYP83B1Rv 5' TCGTTATACCGCTTACCAA 3'
BoST5a Fw S'TTGATCTCTGGTCCTTT 3'
151 | Bol039695
BoST5a Rv 5' TGAAGTAGCTCTGAATGTTT 3'

BoCYP81F4 Fw | 5 GAGTTTTGAGAAGAAAGTGAAAG 3'
BoCYP81F4 Rv 5' AAAGAGAGCAAGTGATTAACC 3'

120 | Bol032712

BoMyr Fw 5' ACTGACCAAGCCAGCAGAGATG 3!

122 | EUO04075
BoMyr Rv 5' AGCCGACTACCCACAATTTCCC 3
BoAct Fw 5' CCAGAGGTCTTGTTCCAGCCATC 3

137 | AF044573

BoAct Rv 5' GTTCCACCACTGAGCACAATGTTAG 3

Analisis Estadistico

Los datos obtenidos se analizaron mediante un analisis de varianza (ANOVA) y se
utilizé el test de Tukey para comparar las medias con un nivel de significancia p < 0,05.
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Resultados y Discusién
Color superficial y contenido de clorofilas

El cambio de color superficial en brécoli es uno de los parametros de calidad que afecta
la eleccién de los consumidores. En este trabajo, se cosecharon cabezas de brécoli en
diferentes momentos del dia y se evalud su vida poscosecha mediante la medida del
color superficial. En el dia inicial se observd, que las cabezas cosechadas a distintas
horas presentaron un valor similar del angulo Hue (Figura 1). A diferencia, eneldia5y
7 del almacenamiento poscosecha, las cabezas que fueron cosechadas a las 18 h
presentaron una menor disminucion del angulo Hue comparado con aquellas
cosechadas a las 8 h. Estos datos concuerdan con los obtenidos por Hasperué et al.,
(2011).
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Figura 1. Cambio del color superficial (Hue) en las muestras cosechadas a las 8, 12
y 18 h durante el almacenamiento poscosecha a 20 °C. Las diferentes letras indican
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) en un mismo dia.

Se analiz6 ademéas el contenido de clorofilas de las cabezas durante el
almacenamiento poscosecha (Tabla 2). Se observo un descenso de este contenido
en concordancia con el avance de la senescencia. Al cabo de 7 dias de
almacenamiento, se detecté un menor descenso en las muestras cosechadas a las
18 h.
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Tabla 2. Contenido de clorofila total (mg clorofila total/ g peso freso) de las muestras
cosechadas a las 8 h, 12 h y 18 h durante el almacenamiento poscosecha a 20 °C.
Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) en un
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mismo dia.
Tiempo (dias) 8 h 12 h 18 h
0 0.057 £0.0132 | 0.043 £0.0042 | 0.044 + 0.0062
5 0.032 + 0.005% | 0.018 +£0.001° | 0.023 +0.002°
7 0.007 +0.0022 | 0.008 +0.0022 | 0.012 +0.001°

Como se menciond previamente, los dos grupos mas importantes de glucosinolatos
son los alifaticos y los inddlicos, los cuales derivan de los aminoacidos metionina y
triptéfano, respectivamente (Burow et al. 2010; Halkier and Gershenzon 2006). Estas
rutas de biosintesis involucran una variedad de enzimas y genes para la formacion de
las diversas estructuras de los glucosinolatos.

En este trabajo, se evalud la expresion relativa de tres genes de biosintesis de
glucosinolatos indélicos: CYP83B1, ST5a, CYP81F4, y un gen de degradacion de los
mismos: Myr. El gen CYP83B1 codifica una enzima que cataliza el segundo paso de
la primera etapa en la biosintesis de glucosinolatos indolicos convirtiendo el indol-3-
acetaldoxima en el correspondiente nitrocompuesto (Barlier et al., 2000). Se detecto
gue la expresiéon de este gen aumentd en las muestras cosechadas a las 12 h respecto
de las muestras de las 8 h (Figura 2a). EI gen ST5a codifica para una enzima
sulfotransferasa con mas afinidad por sustratos desulfoglucosinolatos derivados de
triptofano y fenilalanina (Piotrowski et al., 2004). En la figura 2b se observa que la
expresion de ST5a no varia durante el dia. El gen CYP81F4 esté involucrado en la
formacion de un grupo metoxi en el anillo indélico para obtener 1-metoxindol-3-il-metil
glucosinolato, en las ultimas etapas de la biosintesis que determinan la estructura final
del glucosinolato. Se observd que la expresion relativa de este gen disminuye hacia
las 18 h (Figura 2c). Por ultimo el gen BoMyr codifica para la enzima mirosinasa
responsable de la hidrolisis de los glucosinolatos, dando los productos de interés y
este gen aumenta su expresion a las 18 h (Figura 2d).
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Figura 2. Expresion relativa de BoCYP83B1 (2a), BoSTb5a (2b), BoCYP81F4 (2c) y BoMyr
(2d) en los distintos momentos de cosecha. Las diferentes letras indican diferencias
estadisticamente significativas para un mismo gen (p <0.095).
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Figura 3. Expresion relativa de BoCYP83B1 (2a), BoST5a (2b), BoCYP81F4 (2c) y BoMyr
(2d) durante el almacenamiento poscosecha. Las diferentes letras indican diferencias
estadisticamente significativas para un mismo gen (p <0.05).

Al evaluarse la expresion de estos mismos genes a lo largo del almacenamiento
poscosecha de las muestras cosechadas a las 8 h, se encontr6 que el gen
BoCYP83B1 disminuye su expresion relativa en el dia 7 de poscosecha (Figura 3a).
Los genes BoCYP81F4 y BoMyr (Figura 3c y Figura 3d) disminuyeron su expresion
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significativamente en el dia 5 y 7 respecto al dia inicial. Finalmente, para el gen
BoST5a la expresion relativa disminuy6 a lo largo del almacenamiento aunque de
manera mas gradual que los genes BoCYP81F4 y BoMyr (Figura 3b).

Conclusiones

Se observé que las muestras cosechadas a las 18 h muestran un retraso de la
senescencia, con una menor disminucién en el color superficial y el contenido de
clorofilas total respecto a las muestras cosechadas en otras horas del dia. También
se observé que la expresion relativa de los genes estudiados, involucrados en la
biosintesis y degradacion de glucosinolatos inddlicos, se ve afectada tanto por los
distintos momentos de la cosecha en un dia como durante la senescencia
poscosecha.
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Resumen

El uso de plantas injertadas esta ampliamente difundido en fruticultura. Sin embargo,
en horticultura es mucho mas reciente, debido a que generalmente son cultivos anuales.
En este sentido, se estan empleando portainjertos en especies como berenjena, tomate
y pimiento, permitiendo esta técnica mejorar el rendimiento de la planta (mayor nimero
y tamafo de los frutos), aumentar la precocidad, reducir la susceptibilidad a
enfermedades principalmente de suelo y aumentar el vigor de la planta, pero todavia no
se ha estudiado si el uso de portainjertos puede afectar la calidad poscosecha de los
frutos de berenjenas violetas. En el presente trabajo se evalu6 el efecto de dos
portainjertos sobre el comportamiento poscosecha de berenjena violeta (Solanum
melongena L.) almacenadas a 10 °C. Para ello se cosecharon frutos de tamafio
comercial (0,17 m de longitud) de plantas de berenjena cv Monarca injertadas “a bisel”
sobre portainjertos Maxifort y Java y cultivadas sobre pie franco (control). Todos los
frutos fueron transportados inmediatamente al laboratorio, lavados, sanitizados,
secados, envasados y almacenados a 10 °C (temperatura recomendada) durante 0, 7,
14,21y 28 dias. Para cada periodo de almacenamiento se determiné: pérdida de peso,
firmeza (texturometro) y color de pulpa (colorimetro). Durante el almacenamiento a 10
°C tanto los frutos control como provenientes de plantas injertadas sobre portainjertos
Maxifort y Java no presentaron escaldaduras ni pérdida de brillo, ni oscurecimiento de
pulpa (indicado por los parametros de color L* y Hue), hasta el dia 28 (final del
almacenamiento). Sin embargo, los frutos provenientes de plantas injertadas mostraron
algunos signos de deshidratacion mas notorios que los frutos controles. En particular
sblo los frutos provenientes de plantas injertadas con Maxifort tuvieron una mayor
pérdida de peso y menor firmeza hacia el final del almacenamiento. Los resultados
mostraron que los frutos de berenjena violeta cv Monarca cosechados de plantas
injertadas sobre el pie Java y almacenados a la temperatura recomendada (10 °C) no
presentaron grandes diferencias respecto de los frutos control, mientras que aquellos
frutos de plantas injertadas sobre Maxifort vieron afectada levemente su calidad en el
almacenamiento.
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Palabras claves: portainjerto, Java, Maxifort, almacenamiento, deshidratacion.

Introduccién

En fruticultura es comun el empleo de portainjertos para modificar la resistencia a
plagas y enfermedades y la adaptabilidad a condiciones edéficas y climaticas. En
horticultura es mucho mas reciente, debido a que generalmente son cultivos anuales
por lo que la duracion de las plantas y con ello el tiempo necesario para amortizar su
costo son mucho mas limitados. En muchos casos, los patégenos de suelo infectan
las plantas reduciendo su productividad, lo cual requiere un mayor empleo de
agroguimicos y desinfectantes, tales como el bromuro de metilo de gran toxicidad. Sin
embargo, una técnica alternativa para reemplazar el uso de estos productos, ser mas
sustentable y amigable con el medio ambiente, son los portainjertos capaces de
aportar resistencia a patdégenos como los géneros Fusarium sp, Verticillum sp,
Meloydogine sp. En este sentido, se estan empleando portainjertos en especies de la
familia de las Solanaceas (berenjena, tomate, pimiento) y Cucurbitdceas (sandias y
melones), permitiendo esta técnica mejorar el rendimiento de la planta (mayor nimero
y tamafio de los frutos), y productividad de las plantas debido a una mejor condiciéon
de la planta y menor infeccién de patdgenos. La berenjena (Solanum melongena L.)
es una de las solanaceas que mas se cultiva en el cinturén horticola de La Plata luego
del tomate y pimiento. En los dltimos afios su produccién se ha visto beneficiada con
el uso de estos portainjertos. Hay estudios que ensayan compatibilidad entre pie
(portainjerto) y variedad (planta aérea) y hallaron que se pueden usar pies de tomate,
de otras variedades de berenjenas e incluso Solanaceas silvestres que pertenezca a
la misma familia. Asi, Gisbert et al., (2011) estudiaron la compatibilidad de diferentes
hibridos interespecificos de berenjena y observaron su compatibilidad, rendimiento y
calidad, concluyendo que el uso de estos hibridos aumento el vigor y la precocidad en
plantas de berenjena. Por otro lado, también se ha estudiado el efecto de estrés salino
e hidrico sobre las plantas injertadas (Wei et al., 2009, Lopez- Marin et al., 2017). Sin
embargo, son muy pocos los trabajos que se centran en el fruto y particularmente en
su calidad y comportamiento durante un almacenamiento poscosecha, lo que
determinara si su vida Util se vera beneficiada o no. Por ello el objetivo de este trabajo
fue evaluar el efecto del empleo de dos portainjertos sobre la calidad poscosecha de
berenjena violeta (Solanum melongena L.) en el almacenamiento refrigerado a 10 °C.

Materiales y Métodos
Material vegetal

Frutos de berenjenas cv. Monarca fueron producidos en invernaderos de la ciudad de
La Plata (Buenos Aires, Argentina) empleando dos tipos de cultivos: plantas injertadas
“a bisel” con portainjerto de la variedad Java (Taki) y Maxifort (Syngenta) (injertados), y
plantas no injertadas que se emplearon como control (control). Se seleccionaron y
cosecharon 100 frutos de tamafio comercial (0,17 m de longitud) de cada cultivar que
fueron transportados inmediatamente al laboratorio. Se descartaron aquellos que
presentaron defectos y los remanentes fueron lavados, sanitizados, secados, y
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envasados en bandejas plasticas recubiertas con film de PVC perforado. Las mismas
fueron almacenadas a 10 °C (temperatura recomendada) durante 0, 7, 14, 21 y 28 dias.
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Pérdida de peso

Se pesaron, en balanza digital (Marca: KERN 572), 8 bandejas con 2 frutos cada una al
inicio y al final de cada periodo del almacenamiento. Los resultados fueron calculados
como porcentaje de pérdida de peso.

Pérdida de peso (%) = (100 x (Pi - Pf)) /Pi
Donde Piy Pf son peso inicial y peso final de los frutos.

Color de pulpa

Se cortaron 3 rodajas de la zona ecuatorial del fruto y se midi6é el color en la pulpa,
empleando un colorimetro (Minolta, Modelo CR-400, Osaka, Japon) obteniendo los
parametros L*, a*, b* y el angulo de tono se calculé6 como: Hue= 180 - tg! b*/a*. Las
determinaciones se realizaron por triplicado en 16 frutos para cada tipo de planta y
tiempo de almacenamiento.

Firmeza

Se analizé empleando un texturometro (TextureAnalyzer -TA.XT2) equipado con una
sonda plana de 3 mm de didmetro. Se realizé un ensayo de penetracion a 8 mm de
profundidad y velocidad de 1 mm/s sobre la zona ecuatorial del fruto. Se calcul6 la
pendiente inicial de la curva y los resultados se expresaron como firmeza en N/s. Se
emplearon 16 frutos y las medidas se realizaron por triplicado para cada tipo de planta
y tiempo de almacenamiento.

Andlisis estadistico

Se definié un disefio factorial y los resultados fueron analizados mediante ANOVA. Las
medias fueron comparadas mediante el test LSD de Fisher con P<0,05 empleando el
software INFOSTAT.

Resultados y Discusion
Pérdida de peso

La pérdida de peso se increment6 con el periodo de almacenamiento en los frutos
control y provenientes de ambos portainjertos (Figura 1). Los frutos provenientes del
portainjerto Maxifort presentaron una pérdida de peso superior a su control (4-5% a
los 21-28 d respecto de 3,5% para el control), aunque su calidad no se vio afectada
dado que permanecieron perfectamente consumibles. Mientras que, en las berenjenas
procedentes del portainjerto Java se observé menor pérdida de peso que aquellas
provenientes de Maxifort y no mostraron diferencias con su control. Esto es
coincidente con lo observado por Concellén et al., (2012) que a pesar de no haber
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trabajado con frutos procedentes de plantas injertadas percibieron un incremento en
la pérdida de peso a lo largo del almacenamiento a 10 °C en frutos de berenjena
violeta cv Lucia.
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Figura 1: Pérdida de peso de frutos de berenjena provenientes de plantas control e
injertadas almacenadas a 10 °C durante 0, 7, 14, 21 y 28 dias. Para cada
portainjerto, Maxifort y Java, las letras diferentes indican diferencia significativa
segun el test LSD de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.

Color de pulpa

Como puede observarse en la Figura 2, no hubo grandes variaciones en el color de la
pulpa a lo largo del almacenamiento tanto en frutos de las combinaciones portainjerto-
variedad “Maxifort-Monarca” y “Java-Monarca”, como en los frutos provenientes de
plantas controles. Ello se debe a que el almacenamiento a 10 °C no produjo desarrollo
de pardeamiento de la pulpa de ningun fruto. Asi, los frutos provenientes de Maxifort
mantuvieron su pulpa mas clara en los dias 21 y 28 del almacenamiento
evidenciandose en los mayores valores de Hue y L* y menores valores de b*. Mientras
gue en las berenjenas provenientes de portainjerto Java, el color de la pulpa
permanecié practicamente constante hasta el dltimo dia del almacenamiento y casi
sin diferencias con su control.
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Figura 2: Color de pulpa de frutos de berenjena provenientes de plantas control e
injertadas almacenadas a 10 °C durante 0, 7, 14, 21 y 28 dias. Para cada
portainjerto, Maxifort y Java, las letras diferentes indican diferencia significativa
segun el test LSD de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.

Firmeza

Las berenjenas provenientes del portainjerto Maxifort fueron notoriamente menos
firme que su control durante todo el almacenamiento (Figura 3), lo que se corresponde
con la mayor pérdida de peso que evidenciaron los frutos de este portainjerto (Figura
1), presentando de esta manera una apariencia de frutos menos firmes. Los frutos
provenientes del portainjerto Java disminuyeron su firmeza al dia 7 y luego la
mantuvieron practicamente constante durante el resto del almacenamiento y con
valores similares a su control. Arvanitoyannis et al, (2005) observaron que berenjenas
injertadas se ablandaban cuando eran almacenadas en aire mas que su control y en
atmosfera modificada pasiva (MAP) no mostraba diferencias con su control. Asi
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también, Jha y Matsuoka, (2002) mostraron que en berenjenas frescas almacenadas
15 °C la firmeza fue disminuyendo a lo largo del almacenamiento y lo atribuyeron a
una contraccion del fruto y separacion de la epidermis. A su vez encontraron que la
berenjena era casi siempre menos firme a una mayor temperatura de
almacenamiento.
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Figura 3: Firmeza de frutos de berenjena provenientes de plantas control e
injertadas almacenadas a 10 °C durante 0, 7, 14, 21 y 28 dias. Para cada
portainjerto, Maxifort y Java, las letras diferentes indican diferencia significativa
segun el test LSD de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.

Conclusiones

Las combinaciones portainjerto-variedad “Maxifort-Monarca” y “Java-Monarca”
almacenadas a 10 °C presentaron frutos con ligeras diferencias. Las berenjenas
cosechadas de las plantas injertadas sobre Maxifort presentaron pulpas mas claras,
mayor pérdida de peso y menor firmeza hacia el final del almacenamiento. Sin
embargo las berenjenas provenientes de plantas injertadas sobre Java se
mantuvieron casi sin cambios en la calidad por 28 dias a 10 °C.
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Efecto del tratamiento combinado (1-metilciclopropeno/CacClz2) en parametros
de calidad poscosecha de frutilla (Fragaria x ananassa, Duch)
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Resumen

El estudio y desarrollo de tratamientos que permitan prolongar el tiempo de vida
poscosecha de frutos de textura delicada como frutilla (Fragaria x ananassa, Duch),
resulta de interés tanto para el consumo en nuestro pais, como para incrementar las
exportaciones de frutos de calidad a mercados distantes. El objetivo del presente
trabajo fue evaluar el efecto del tratamiento con 1l-metilciclopropeno (1-MCP, un
inhibidor de la percepcion del etileno) combinado con la aplicaciéon de CaClz sobre
diferentes parametros de calidad del fruto tales como contenido de antocianinas,
azlcares totales, compuestos fendlicos y pH. Se utilizaron aproximadamente 500
frutos del cultivar Aroma cosechados en estadio de madurez comercial y se los
sometio a los tratamientos: Control (C): 18 h aire a 20 °C + 30 min en agua a 25 °C.
Tratamiento 1 (T1): 18 h aire a 20 °C + 30 min en CaClz 1% p/v a 25 °C. Tratamiento
2 (T2): 18 h 1-MCP 1 ppm a 20 °C + 30 min en agua a 25 °C. Tratamiento 3 (T3 0
tratamiento combinado): 18 h 1-MCP 1 ppm a 20 °C + 30 min en CaClz 1% p/v a 25
°C. Se tomaron muestras inmediatamente después de cada tratamiento y luego de 10
dias de almacenamiento a 4 °C + 2 dias a 20 °C. No se detectaron diferencias
significativas en el contenido de compuestos fendlicos, ni en el pH de frutos tratados
respecto a los controles. Sin embargo, se observé que el contenido de antocianinas
(cuya cuantificacion se utiliza habitualmente como un parametro para evaluar el
progreso de la maduracion durante la poscosecha de frutilla) fue significativamente
menor en frutos sometidos a los tratamientos individuales y combinado respecto a los
controles (tanto a tiempo inicial como tiempo final) y que dicho efecto fue mas marcado
en frutos T3. Asimismo, los frutos sometidos al tratamiento combinado presentaron un
contenido menor de azucares totales que los controles, posiblemente debido a una
menor degradacién de los polisacaridos que constituyen la pared celular. Estos
resultados, sugieren que el tratamiento combinado podria ser una buena estrategia
para retrasar la maduracion poscosecha de frutilla, y se encuentran en concordancia
con resultados previos obtenidos por nuestro grupo de investigacion, en los que se
observé que los frutos T3 presentaron una mayor firmeza y paredes celulares con un
contenido mayor de pectinas y hemicelulosas que los frutos no tratados.

Palabras clave: frutilla, poscosecha, 1-MCP, CaClz, calidad
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Introduccién

Las frutillas son frutos carnosos agrupados dentro de los denominados frutos blandos,
junto con los arandanos, moras, frambuesas y grosellas (Green, 1971). Debido a sus
excelentes propiedades organolépticas (aroma, sabor, textura y color), su valor
nutricional y elevado contenido de compuestos antioxidantes, la frutilla es demandada
tanto a nivel nacional como mundial. Argentina se encuentra entre los paises de
produccién intermedia de frutilla en Sudameérica, cosechando alrededor de 13.200
toneladas anualmente. A nivel local, las zonas principales de produccion se
encuentran en Tucuman, Santa Fe y Buenos Aires (Kirschbaum y Hancock, 2000;
FAOSTAT, 2013).

Los estadios de maduracion de frutilla suelen clasificarse segun el tamafo y color
superficial del fruto (Kader, 2002). Los cambios en el color ocurren debido a la
degradacion de clorofilas y un aumento en la sintesis de antocianinas que son
pigmentos flavonoides que confieren el color rojo al fruto. Una vez desarrollados los
aguenios, se induce la asimilacién de nutrientes desde la planta, asi las frutillas,
actian como un sumidero de productos fotosintéticos generados en las hojas
(Souleyre y col., 2004). Sin embargo, luego de la cosecha, las frutillas no acumulan
cantidades apreciables de azucares y la degradacion del almidon aporta solo el 3%
de los azlcares totales, razén por la cual deben ser retiradas de la planta en estadios
avanzados de maduracion (75-90% rojo) (Cordenunsi y col., 2003; Souleyre y col.,
2004). Una vez cosechados, los frutos sufren un ablandamiento extensivo que
favorece el ataque por patégenos, dafo y deterioro durante el transporte resultando
en pérdidas grandes econdmicas (Amil-Ruiz y col., 2011). Por estos motivos es de
interés de desarrollo de tratamientos poscosecha que permitan prolongar el periodo
de estanteria de frutilla, conservando las excelentes propiedades organolépticas que
caracterizan a estos frutos.

Respecto a la regulacion hormonal de la maduracion de frutilla, si bien es considerada
un fruto no climatérico, trabajos recientes reportaron un rol del etileno en la
maduracion de estos frutos, regulando la expresion y actividad de enzimas y genes
vinculados con el desarrollo del color del fruto y con el metabolismo de la pared celular
(Villarreal y col., 2010; Villarreal y col., 2016).

En un trabajo previo llevado por nuestro grupo de investigacion, se trataron frutillas en
estadio de madurez comercial con un inhibidor de la percepcion del etileno (1-
metilciclopropeno, 1-MCP), con una solucion de CaClz 1 % p/v, y con una combinacién
de ambos tratamientos (1-MCP/CacCl.) y se las almacend durante 10 diasa 20 °Cy 2
dias a 4 °C. Se observo que los frutos tratados eran mas firmes que los controles,
presentaban paredes celulares con un mayor contenido de hemicelulosas y pectinas
unidas por interacciones iénicas y débiles, y eran mas resistentes al ataque por el
hongo patégeno principal de frutilla, Botrytis cinerea, tanto in vivo como en placa,
respecto a controles. También se encontr6 una menor actividad fenilalanina
amonioliasa (PAL, enzima principal de la via de la sintesis de fenilpropanoides y
flavonoides) en frutos tratados respecto a los controles. Si bien los resultados
encontrados fueron significativos tanto para los frutos sometidos a los tratamientos
individuales como al combinado, el efecto fue mas pronunciado en el caso de los frutos
tratados con 1-MCP/CaCl..
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El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto del tratamiento con 1-MCP
combinado con la aplicacion de CaClz sobre diferentes parametros de calidad del fruto
tales como contenido de antocianinas, azlcares totales, compuestos fendlicos y pH.

‘I | Congreso Argentino de Biologia y Tecnologia Poscosecha D 5

Materiales y Métodos
Materia Prima

Se utilizaron aproximadamente 500 frutos de frutilla (Fragaria x ananassa, Duch.) del
cultivar Aroma cosechados en estadio de madurez comercial (75-90% de coloracion
superficial roja) en la zona del Gran La Plata, Pcia. Bs. As. Los frutos se transportaron
inmediatamente al laboratorio de forma refrigerada.

Tratamientos

Los frutos se seleccionaron de acuerdo a la forma y tamafio, y para cada condicién
evaluada se utilizaron 120 frutos. Los tratamientos realizados fueron: Control (C): 18 h
aire, 20 °C + 30 min en agua, 25 °C; Tratamiento 1 (T1): 18 h aire, 20 °C + 30 min en
CaCl, 1% p/v, 25 °C; Tratamiento 2 (T2): 18 h 1-MPC 1 ppm, 20 °C + 30 min en agua,
25 °C; y Tratamiento 3 (T3): 18 h 1-MCP 1 ppm, 20 °C + 30 min en CaCl, 1% p/v, 25
°C. Se tomaron muestras tanto inmediatamente después de los tratamientos (tiempo
inicial, Ti) como luego de un almacenamiento de 10 dias a4 °C + 2 dias a 20 °C (tiempo
final, Tf). Para cada tiempo, se pulverizaron por triplicado 15 g de fruto con pilon y
mortero en presencia de N, o)y el pulverizado se utilizo para realizar las medidas que
se describen a continuacion.

Medida de pH

Se pesaron 2,5 g de tejido pulverizado para cada condicion y tiempo evaluados, se
agregaron 25 ml de agua destilada, se agito y se centrifugd durante 5 min a 16.000 x g
a 4 °C. Se tomo el sobrenadante y se midié pH de las muestras utilizando un pHmetro
(OAKTON pH-700).

Contenido de antocianinas

Se tomaron 0,3 g del polvo resultante y se agregaron 3 ml de metanol conteniendo 1%
viv de HCI. Se incub6 a 0 °C por 10 min y se centrifugo a 3000 x g por 15 min a 4 °C.
Se realizé una dilucién 1:4 del sobrenadante y se midié absorbancia a 515 nm. La
cantidad de antocianinas se expresé como pmoles de pelargonidina-3-glucosido por kg
de fruto.

Contenido de compuestos fenélicos

Se tomo6 1 g del pulverizado y se homogenizé con 6 ml de etanol absoluto. Se centrifugé
a 9000 x g por 15 min a 4 °C y se realizé una dilucion 1:2 del sobrenadante. Se tomaron
muestras de 0,1 ml y se mezclaron con como 1,16 ml de H20 y 0,15 ml del reactivo
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Folin-Ciocalteu 1 N. Luego de 3 min a temperatura ambiente, se agregé 1,5 ml de
solucion Na2COs 2% p/v en NaOH 0,1 N. Se midid6 absorbancia a 760 nm. Los
resultados se expresaron mg de acido galico por kg de fruto.

Contenido de azlcares totales

Se tomaron 0,4 g del pulverizado y se homogenizaron con 6 ml de etanol absoluto. El
homogenato se centrifugé a 9000 x g por 10 min a 4 °C. El sobrenadante se diluyo en
relacion 1:25 con H204. Se tomaron muestras de 0,1 ml y se mezclaron con 1 ml de
antrona 0,2% p/v en H2S04 72% v/iv. La mezcla se agito y se traté a 100 °C durante 12
min. Luego las muestras se llevaron a temperatura ambiente y se midié absorbancia a
625 nm. Los resultados se expresaron como g de glucosa por kg de fruto.

Andlisis Estadistico

Los datos fueron analizados mediante ANOVA, y las medias comparadas mediante el
test Tukey; con un nivel de significancia p < 0,05. Se utilizé el Graph-PadPrism versiéon
5. (GraPhPad, San Diego, CA, USA) para generar los graficos de expresion relativa en
funcion de las condiciones evaluadas.

Resultados y Discusién

Efecto de los tratamientos sobre el pH de los frutos

En un estudio sobre el efecto del etileno en la regulacién bioquimica y fisiol6gica de
frutillas (cv. Toyonoka) cosechadas en estadio blanco, se reportdé que frutos tratados
con 1-MCP y almacenados 2 dias a 22 °C no presentaron diferencias en las medidas
de pH respecto a controles (Villarreal y col., 2010). Tampoco se observaron diferencias
de este parametro en frutillas de Fragaria chiloensis 75-90 % rojas luego de ser
sumergidos en una solucién de CaCl, 2% p/v y almacenadas durante 8 dias a 2 °C y
48 h a 20 °C (Figueroa y col., 2012). En el presente trabajo, no se encontraron
diferencias significativas de pH de las muestras de frutillas luego de los tratamientos
(T1, T2 y T3) respecto a los controles, en ninguno de los dos tiempos analizados (Ti y

TH).

Tabla 1. pH de muestras de frutos C, T1, T2 y T3 a Tiempo inicial (Ti) y Tiempo final

(Tf)
Control T1 T2 T3
pH Ti 3,72+0,03 3,72+0,08 3,77+0,07 3,77+0,01
Tf 3,74+0,03 382+0,01 380+0,03 3,73+0,01

Contenido de antocianinas

El contenido de antocianinas en frutilla se utiliza habitualmente como un paradmetro
para evaluar el progreso de la maduracion de los frutos (Jimenez-Garcia y col., 2013).
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Se detectd un contenido de antocianinas significativamente menor en frutos sometidos
a los tratamientos individuales (CaClz y 1-MCP) y combinado (1-MCP/CacCl.) respecto
a los controles, tanto a Ti como Tf, y dicho efecto fue mas pronunciado en frutos T3
(Figura 1).

La acumulacién de antocianinas se encuentra estrechamente vinculada al aumento
de la actividad fenilalanina amonioliasa (PAL) (Song y col., 2015). En este sentido, los
resultados obtenidos en el presente trabajo se encuentran en concordancia con la
menor actividad PAL encontrada previamente en frutos sometidos a los tratamientos
T1, T2 y T3, a Tf. Se reportd una disminucion significativa del contenido de
antocianinas en frutos blancos tratados con 1-MCP, en los que también se hall6 una
menor actividad PAL (Villarreal y col.,, 2010). Asimismo, frutos del cv. Everest,
cosechados con un color 90% rojo, luego de ser tratados con diversas
concentraciones de 1-MCP (500-1000 nL/L) y mantenidos a 20 °C, exhibieron un
menor aumento del contenido de antocianinas que frutos controles (Jiang y col., 2001).

600

a,2

a,l
400 = ===

Antocianinas

200 =

(umoles Kg fruto‘l)
o
o
-

0 1 1 1 1
CTi T1Ti T2Ti T3Ti CTf T1Tf T2Tf T3 TS

18 h aire/1-MCP 1 ppm 20 °C 10da4°C+2da20°C
+ 30 min agua/CacCl, 1% p/v 25 °C

Figura 1. Contenido de antocianinas en muestras de frutos control (C), tratados con
CacCl, (T1), tratamiento con 1-MCP (T2) y tratamiento combinado 1-MCP/CaCl, (T3)
a tiempo inicial (Ti) y tiempo final (Tf). Las barras indican desviaciones estandar del
promedio. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos dentro
de un mismo tiempo de incubacion (Ti o Tf). Numeros diferentes indican diferencias
significativas entre tiempos de incubacion (Ti o Tf) para un mismo tratamiento (p <
0,05).

Contenido de compuestos fendlicos

Durante la maduracién de frutilla, el contenido de compuestos fendlicos decrece
continuamente, siendo la caida mas marcada desde el estadio verde pequefio al
blanco (Martinez y col., 2001). En el presente trabajo, no se hallaron diferencias
significativas en el contenido de compuestos fendlicos entre frutos tratados y controles
en ninguno de los dos tiempos analizados, Tiy Tf (Figura 2).
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Figura 2. Contenido de compuestos fendlicos en muestras de frutos control (C),
tratados con CaCl, (T1), tratamiento con 1-MCP (T2) y tratamiento combinado 1-
MCP/CacCl, (T3) a tiempo inicial (Ti) y tiempo final (Tf). Las barras indican desviaciones
estandar del promedio. Letras diferentes indican diferencias significativas entre
tratamientos dentro de un mismo tiempo de incubacion (Ti o Tf). Numeros diferentes
indican diferencias significativas entre tiempos de incubacion (Ti o Tf) para un mismo
tratamiento (p < 0,05).

Contenido de azucares totales

Tanto los frutos sometidos a los tratamientos individuales (T1 y T2), como al combinado
(T3) presentaron un menor contenido de azlcares totales respecto a los controles
inmediatamente después de los tratamientos (tiempo inicial, Ti) (Figura 3). Luego del
almacenamiento, solo los frutos T3 presentaron un contenido de azlcares
significativamente menor que el grupo control (Figura 3). Debido a que frutilla no
acumula cantidades apreciables de azucares luego de la cosecha (Souleyre y col.,
2004), estos resultados sugieren una menor degradacion de los polisacaridos que
forman parte de la pared celular. En este sentido, Villarreal y col. (2010) reportaron un
menor contenido de azuUcares totales en frutillas blancas, tratadas con 1-MCP y
almacenadas 2 dias a 22 °C respecto a controles.
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Figura 3. Contenido de azUcares totales en muestras de frutos control (C), tratados con
CacCl, (T1), tratamiento con 1-MCP (T2) y tratamiento combinado 1-MCP/CaCl, (T3) a
tiempo inicial (Ti) y tiempo final (Tf). Las barras indican desviaciones estandar del
promedio. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos dentro
de un mismo tiempo de incubacién (Ti o Tf). Numeros diferentes indican diferencias
significativas entre tiempos de incubacion (Ti o Tf) para un mismo tratamiento (p < 0,05).

Conclusiones

No se detectaron diferencias significativas en el contenido de compuestos fendlicos,
ni en el pH de frutos tratados T1, T2 y T3, respecto a los controles. Sin embargo, se
observé que el contenido de antocianinas fue significativamente menor en frutos
sometidos a los tratamientos individuales y combinado respecto a los controles y que
dicho efecto fue mas marcado en frutos T3. Asimismo, los frutos sometidos al
tratamiento combinado presentaron un contenido menor de azUcares totales que los
controles, posiblemente debido a una menor degradacién de los polisacaridos que
constituyen la pared celular.

Estos resultados, sugieren que el tratamiento T3 podria ser una buena estrategia para
retrasar la maduracion poscosecha de frutilla, y se encuentran en concordancia con
resultados previos obtenidos por nuestro grupo de investigacion, en los que se
observo que los frutos T3 presentaron una mayor firmeza y paredes celulares con un
contenido mayor de pectinas y hemicelulosas que los frutos no tratados.
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Resumen

Debido a su textura delicada y velocidad elevada de ablandamiento, la frutilla,
presenta una gran susceptibilidad al ataque por patdégenos lo que reduce el tiempo de
vida comercial de estos frutos. Por estos motivos, es de interés el desarrollo de
tratamientos capaces de retrasar el desensamblaje de la pared celular, y el
consecuente ablandamiento, durante la postcosecha de frutilla. En un trabajo previo
realizado por nuestro grupo de investigaciéon, se hallé6 que frutos tratados con 1-
metilciclopropeno (1-MCP) y con CaCl, y almacenados 10 dias a 4 °C y 2 dias a 20
°C, eran mas firmes, presentaban un mayor contenido tanto de pectinas unidas por
interacciones débiles e idnicas, asi como de hemicelulosas en sus paredes celulares
y eran mas resistentes al ataque por Botrytis cinerea que los frutos controles. El
objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto del tratamiento 1-MCP/CaCl, sobre
la expresion de genes vinculados con el metabolismo de los polimeros constituyentes
de la pared celular de frutilla. Para ello se utilizaron 400 frutos del cultivar Aroma
cosechados en estadio de madurez comercial, los cuales se dividieron en 4 grupos:
Control: 18 h aire, 20 °C + 30 min en agua, 25 °C; T1: 18 h aire, 20 °C + 30 min en
CaCl; 1% plv, 25 °C; T2: 18 h 1-MPC 1 ppm, 20 °C + 30 min en agua, 25 °C; y T3: 18
h 1-MCP 1 ppm, 20 °C + 30 min en CaCl, 1% p/v, 25 °C. Se tomaron muestras tanto
inmediatamente después de los tratamientos (tiempo inicial, Ti) como luego de un
almacenamiento de 10 dias a 4 °C + 2 dias a 20 °C (tiempo final, Tf). Mediante la
técnica de PCR en Tiempo Real se midio la expresion de genes relevantes en el
metabolismo de pectinas: poligalacturonasa (FaPGl) y pectin metilesterasa
(FaPME1l); y de hemicelulosas: xiloglucano endotransglicosilasa (FaXTH1) vy
xilosidasa (FaXyll). Inmediatamente después de los tratamientos (Ti), se observd una
expresion significativamente mayor de FaPMEL y una expresion significativamente
menor de FaPG1 en los frutos T1, T2 y T3, respecto a los controles. Por otro lado, la
expresion FaxXTH1 fue significativamente mayor en frutos sometidos a los tratamientos
individuales y combinado, respecto al control. Es de destacar que estos efectos fueron
mas marcados en frutos sometidos a los tratamientos con 1-MCP (T2) y combinado
(T3). Respecto al gen FaXyll no se encontraron diferencias significativas en la
expresion de mismo entre frutos tratados y controles. Estos resultados se encuentran
estrechamente vinculados con el mayor contenido de pectinas de interacciones
ionicas y débiles, asi como de hemicelulosas registrados previamente.
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Introduccién

Por sus magnificas propiedades organolépticas, los frutos de frutilla (Fragaria x
ananassa, Duch) son apreciados por los consumidores, tanto a nivel mundial como
local, ya sea para consumo directo como para la elaboracion de salsas, conservas,
congelados, yogures, bebidas y helados (Holzwarh et al.., 2012). El principal problema
gue presenta el manejo postcosecha de frutila es la elevada velocidad de
ablandamiento de los frutos, la cual conduce a un rapido deterioro que facilita el ataque
por patdgenos, dificulta el transporte y disminuye el tiempo de vida de estanteria,
causando elevadas pérdidas econdmicas.El ablandamiento o pérdida de firmeza de
los frutos esta estrechamente vinculado a modificaciones en la estructura y
composicién de la pared celular primaria. El modelo aceptado actualmente indica que
la pared celular primaria estéa conformada por una red de celulosa - hemicelulosas
embebida en una matriz de pectinas hidrofilica (Carpita y McCann, 2000). La pared
celular primaria contiene un 35% de pectinas, 30% de celulosa, 30% de hemicelulosa
y un 5% de proteinas estructurales y de modificacion de polisacéaridos, siendo el
contenido de pectinas sustancialmente mayor en frutos carnosos, y alcanz6 un 60%
en frutilla (Brummell, 2006; Villarreal et al.., 2016). Las pectinas ademas son los
componentes mayoritarios de la lamina media estructura cuya funcion principal es de
adhesion intercelular (Bou Daher y Braybrook, 2015).

Durante el desarrollo de los frutos carnosos, las pectinas (conformadas en su mayoria
por homogalacturonanos o HG) son progresivamente de-esterificadas debido a la
accion de pectin metilesterasas (PMES), lo cual por un lado proporciona el sustrato a
las poligalacturonasas (PGs), que hidrolizan los enlaces a-1,4-glucosidicos de los HG,
y por otro facilita la formaciéon de puentes de Ca*? entre los residuos de Aacidos
galacturonicos desterificados otorgando estabilidad a la matriz péctica (Jarvis et al..,
2003). Por estos motivos, y con el fin de retrasar el desensamblaje postcosecha de la
pared celular de frutilla, resulta de interés el estudio e implementacién de tratamientos
capaces de aumentar la expresion y actividad de PMEs endégenas de frutilla y que
disminuyan las correspondientes a otras enzimas que degradan los polimeros de la
pared celular primaria y lamina media, como las PGs. En este sentido, nuestro grupo
de investigacion evalu6 en un trabajo previo el efecto del tratamiento combinado 1-
MCP/CacCl,, asi como los tratamientos individuales (1-MCP y CaCl,) y control sobre
la firmeza, el contenido de los polimeros principales de la pared celular de frutilla y
sobre el crecimiento del hongo patdgeno Botrytis cinerea, tanto in vitro como in vivo.
Los principales resultados obtenidos revelaron que luego de un almacenamiento
durante 10 dias a 4 °C y 2 dias a 20 °C (tiempo final 6 Tf), los frutos tratados con
CaCl,, 1-MCP y combinado fueron significativamente mas firmes que los frutos
controles, presentaban un mayor contenido de hemicelulosas y de pectinas unidas por
interacciones ionicas y débiles. Asimismo, frutos sometidos a los tratamientos
individuales y combinado presentaron un crecimiento significativamente menor de B.
cinerea, tanto en placas que contenian paredes celulares de los frutos a Tf como Unica
fuente de carbono, como luego de ser inoculados con un micelio de B. cinerea y
almacenados durante 6 dias a 20 °C. Es importante destacar que los resultados
observados tanto en la firmeza como en el menor crecimiento del hongo fueron mas
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pronunciados en los frutos sometidos al tratamiento con 1-MCP y al tratamiento
combinado 1-MCP/CacCl,.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de los tratamientos individuales
CaCl, y 1-MCP y combinado, 1-MCP/CaCl,, sobre la expresion de genes vinculados
con el metabolismo de los polimeros constituyentes de la pared celular de frutilla.
Respecto al metabolismo de pectinas, se evalu6 la expresion de los genes FaPMEL y
FaPG1, que codifican para una pectin metilesterasa y una poligalacturonasa
respectivamente, y en cuanto al metabolismo de hemicelulosas, se estudid la
expresion de los genes FaXTH1 y FaXyll, que codifican correspondientemente, para
una xiloglucano transglicosilasa/hidrolasa y una B-xilosidasa.

Materiales y Métodos
Material Vegetal

Se utilizaron aproximadamente 400 frutos de frutilla (Fragaria x ananassa, Duch.) del
cultivar Aroma cosechados en estadio de madurez comercial (75-85% de coloracion
superficial roja) en la zona del Gran La Plata, Pcia. Bs. As. Los frutos se transportaron
inmediatamente al laboratorio de forma refrigerada.

Tratamientos

Los frutos se seleccionaron de acuerdo a forma, tamafio y ausencia de dafos, y para
cada condiciéon evaluada se utilizaron 120 frutos. Los tratamientos realizados fueron:
Control (C): 18 h aire, 20 °C + 30 min en agua, 25 °C; Tratamiento 1 (T1): 18 h aire, 20
°C + 30 min en CaCl, 1% plv, 25 °C; Tratamiento 2 (T2): 18 h 1-MPC 1 ppm, 20 °C +
30 min en agua, 25 °C; y Tratamiento 3 (T3): 18 h 1-MCP 1 ppm, 20 °C + 30 min en
CaCl, 1% p/v, 25 °C. Se tomaron muestras tanto inmediatamente después de los
tratamientos (tiempo inicial, Ti) como luego de un almacenamiento de 10 dias a 4 °C +
2 dias a 20 °C (tiempo final, Tf). Para cada tiempo, los frutos se cuartearon, congelaron
en N, o) y almacenaron a -20 °C hasta su utilizacién.

Extraccion de ARNT y sintesis de ADNc

A partir de 5 g de pulverizado de frutos tratados y controles se extrajo ARN total (ARNT,
5 extracciones independientes) para todas las condiciones analizadas, utilizando el
meétodo del 2-butoxietanol (Manning, 1991). Luego de comprobar la integridad de ARNT
extraido mediante electroforesis en geles de agarosa y de proceder a la cuantificacion
de las muestras, se tratdé con ADNasa con el objetivo de obtener ARN libre de ADN
gendémico. Posteriormente se purificO el ARNt y se procedid a la sintesis de ADN
complementario (ADNc).

Andlisis de la expresion génica por PCR en tiempo real

Para cada condicion evaluada, se analizé la expresion relativa mediante PCR en tiempo
Real de cuatro genes vinculados con el metabolismo de pared celular de frutilla. En la
Tabla | se detallan los nimeros de acceso a las secuencias de los genes, secuencias
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de los oligonucledtidos utilizados y el tamafio del amplicon en pares de bases (pb). Las
reacciones de amplificacion fueron llevadas a cabo utilizando FastStart Universal SYBR
Green Master Rox 2X (Roche) de acuerdo a las indicaciones del fabricante, en un
equipo Step One Plus Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Las condiciones
de PCR fueron: 95 °C por 10 min; 40 ciclos de 95 °C durante 15 s, 60 °C durante 60 s;
y una curva de disociacion de 60 °C a 95 °C con incrementos de 0,3 °C. Se construyeron
las correspondientes curvas de eficiencia para cada par de oligonucleétidos utilizado,
empleando ADNCc de frutos 100% rojos como molde. Cada reaccion se llevo a cabo por
duplicado y se incluyd agua como control negativo en cada corrida. Se midio
fluorescencia al final de cada paso de amplificacion. En cada experimento, los niveles
de expresion relativa correspondieron al promedio de cinco réplicas bioldgicas,
normalizadas contra el gen de referencia FaGaPDH1, el cual codifica una gliceraldehido
fosfato deshidrogenasa de frutilla (nidmero de acceso: AB363963.1). Para la
amplificacion de FaGaPDHL1 se utilizaron los siguientes cebadores especificos: Fw: 5'-
TCCATCACTGCCACCCAGAAGACTG-3 y Rv: 5’-
AGCAGGCAGAACCTTTCCGACAG-3, y el tamafo del fragmento amplificado fue de
96 pb. Los niveles de expresion se calcularon mediante el método de las dos curvas
estandares (Pfaffl, 2001)

Tabla 1.
Genes del ., Tamaino
. NuUmero . , L, .
metabolismo de Secuencias de oligonucledtidos amplicon
de acceso
pared celular (pb)

Pectinas

Fw: 5 CAAGTGCACCCAACTTCTGA 193
FaPMEL AY324809 3,Rv:5
CTGAGCTACCACAACGTCCA 3

Fw: 5" AATGTGAGATTCGACAGAGTG-
FaPG1 DQ458990 3'Rv: 5’ 72
GTGGAAATTTTTGCTGTTAAGTG 3

Hemicelulosas

Fw: 5
ACTCTGCTCTTGAGCATAGTGC 3
FaXTHL — GQ367550 | 5 GAGCTGAATCTCATTGCCACC 20
3’
it cU7asiio W 5 TGCTACCAGAGATCGACGTGS .

Rv: 5' CAACACCGGCATAGTTTCCTS

Andlisis Estadistico

Los datos fueron analizados mediante ANOVA, y las medias comparadas mediante el
test de Tukey con un nivel de significancia p < 0,05. Se utilizé el Graph-PadPrism version
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5. (GraPhPad, San Diego, CA, USA) para generar los graficos de expresion relativa en
funcion de las condiciones evaluadas.

Resultados y Discusién
Expresion de genes del metabolismo de pectinas

El gen FaPMEL1 codifica para la pectin metilesterasa 1 (EC 3.1.1.11) y su expresion
es especifica de fruto (Castillejo et al., 2004). Se ha demostrado que este gen es
relevante en el metabolismo de pectinas de frutilla (Osorio et al., 2008). En este
sentido, fue informado que la expresién ectopica FaPME1 en la frutilla silvestre
Fragaria vesca, da lugar a frutos con una pared celular con pectinas cuyos
oligogalacturonidos poseen un menor grado de metil-esterificacion (Osorio et al.,
2008). En un estudio sobre el efecto del etileno sobre la regulacién bioquimica y
fisiolégica de frutos de frutilla (cv. Toyonoka) cosechados en el estadio de maduracion
blanco, se reporté una mayor acumulacion de ARNm FaPMEL1 en frutos tratados con
1-MCP (Villarreal et al., 2016). Por otra parte, frutos de Fragaria chiloensis 75-85%
rojos presentaron mayor expresion FaPMEL luego de ser sumergidos en una solucion
de CaCl, 2% p/v y almacenadas durante 8 dias a 2 °C y 48 h a 20 °C (Figueroa et al.,
2012). En el presente trabajo, se observo una expresion significativamente mayor de
FaPMEL1 en frutos T1, T2 y T3 respecto a los frutos controles a Ti; Figura 1.A.); siendo
mas pronunciado dicho aumento en los frutos sometidos al tratamiento con 1-MCP (T2)
y combinado (T3). Luego de un almacenamiento de 10 dias a 4 °C + 2 dias a 20 °C (Tf);
la expresion FaPME1 disminuy0 y no se detectaron diferencias significativas entre los
tratamientos y el control (Figura 1.A.).

El gen FaPGL1 codifica una endo-poligalacturonasa (EC 3.2.1.15) intimamente vinculada
con la degradacién de pectinas y con las diferencias de texturas observadas entre
cultivares de frutilla (Villarreal et al., 2008; Quesada et al., 2009). Se inform6 una
regulacion negativa de la expresion relativa PG en frutos de papaya (Zerpa-Cantanho
et al.,, 2017) y menor actividad PG en frutos de mango (Razzaq Kashif et al., 2016)
sometidos a la aplicacion de 1-MCP. En frutilla, se ha reportado que la inhibicion de la
percepcion del etileno en frutos blancos, tratados con 1-MCP y almacenados durante
48 h a 22 °C, genera una disminucién significativa de la expresion FaPGl y de la
actividad PG, respecto a los frutos no tratados (Villarreal et al., 2009, Villarreal et al.,
2016). En el presente trabajo, se observé una expresion significativamente menor del
gen FaPG1 en frutos cosechados en estadio comercial y sometidos a los tratamientos
T1, T2 y T3 respecto al control inmediatamente después de cada tratamiento (Figura
1.B). Luego del almacenamiento, la expresion PG disminuyé significativamente
respecto a Ti, y no se detectaron diferencias significativas entre los tratamientos y el
control (Figura 1.B).
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Figura 1. Expresion relativa de A) FaPME1 y B) FaPG1 en muestras de frutos control
(C), tratados con CacCl, (T1), tratamiento con 1-MCP (T2) y tratamiento combinado 1-
MCP/CacCl, (T3) atiempo inicial (Ti) y tiempo final (Tf). Las barras indican desviaciones
estandar del promedio. Letras diferentes indican diferencias significativas entre
tratamientos dentro de un mismo tiempo de incubacion (Ti o Tf). Numeros diferentes
indican diferencias significativas entre tiempos de incubacion (Ti o Tf) para un mismo
tratamiento (p < 0,05).

Expresion de genes de metabolismo de hemicelulosas

Las xiloglucano endotransglicosilasas/hidrolasas (XTHs) son enzimas involucradas en
el remodelado de las hemicelulosas de la pared celular vegetal. Los genes XTH
codifican proteinas que pueden tener dos tipos de actividades cataliticas de acuerdo a
sus efectos sobre los xiloglucanos de la pared celular, xiloglucano endo-transglicosilasa
(XET; EC 2.4.1.207) y xiloglucano endo-hidrolasa (XEH; EC 3.2.151) (Eklof y Brumer,
2010). Se ha sugerido que el gen FaXTH1 codifica una enzima putativa con actividad
endo-transglicosilasa exclusivamente, con lo cual se la ha asociado con el ensamblado
y mantenimiento, en vez del desensamblaje de estos polimeros (Nardi et al., 2014).
Villarreal et al., (2016) reportaron un aumento en la expresion FaXTH1 en frutos en
estadio blanco tratados con 1-MCP y almacenados 48 h a 22 °C. Por otro lado, se
informd que no se observaron diferencias significativas en la expresion relativa XTH1
entre frutos de Fragaria chiloensis controles y frutos sumergidas en una solucién de
CaClz y luego almacenadas durante 8 dias a 2 °C y 48 h a 20 °C (Figueroa et al., 2012).
En el presente trabajo, inmediatamente después de los tratamientos, tanto los frutos
sometidos a los tratamientos individuales (T1 y T2) como al combinado (T3) mostraron
un aumento significativo en la expresion del gen FaXTH1 (Figura 3.A) respecto a frutos
controles, siendo este efecto mas marcado en frutos T2 y T3. A tiempo final, la expresion
de este gen aumenta significativamente en frutos controles, aunque continta siendo
menor que en frutos sometidos al tratamiento combinado (Figura 3.A).

El gen FaXyll codifica para una B-D-xilosidasa (EC 3.2.1.37) que esta vinculada a
diferencias en la firmeza entre cultivares de frutilla (Bustamante et al., 2006). Se
reportd que frutillas (cv. Camarosa) en estadio blanco, tratadas con 1-MCP vy luego
almacenadas durante 48 h a 20 °C, presentaron una mayor acumulacion de
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transcriptos FaXyll, aunque no se observaron diferencias en la actividad 3-Xyl entre
tratados y controles (Bustamante et al., 2009). En el presente trabajo, no se hallaron
diferencias significativas en la expresion FaXyll entre frutos tratados y controles, en
ninguno de los dos tiempos analizados (Figura 3.B).
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Figura 2. Expresion relativa de A) FaXTH1 y B) FaXyll en muestras de frutos control
(C), tratados con CacCl, (T1), tratamiento con 1-MCP (T2) y tratamiento combinado 1-
MCP/CaCl, (T3) a tiempo inicial (Ti) y tiempo final (Tf). Las barras indican desviaciones
estandar del promedio. Letras diferentes indican diferencias significativas entre
tratamientos dentro de un mismo tiempo de incubacion (Ti o Tf). Nameros diferentes
indican diferencias significativas entre tiempos de incubacion (Ti o Tf) para un mismo
tratamiento (p < 0,05).

Conclusiones

La mayor firmeza y el mayor contenido de hemicelulosas y pectinas unidas por
interacciones idnicas y débiles observados en frutos sometidos al tratamiento CaCl, y
particularmente, a los tratamientos 1-MCP y combinado, respecto a los controles, se
debe en parte a la regulacion positiva de genes tales como FaPME1 y FaXTH1, y la
disminucion de la expresion de genes de degradaciéon como FaPG1.
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arandanos (Vaccinium corymbosum) con distinto grado de firmeza
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Resumen

El cultivo de arandano fue introducido en nuestro pais en la década del 90 y su
exportacion en contraestacion a mercados de alto poder adquisitivo lo tornan atractivo.
Mas del 95% de lo cosechado se exporta fresco, por lo cual el conocimiento de los
factores que influyen en la firmeza de los frutos permitiria mejorar los tratamientos del
cultivo y optimizar sus condiciones de comercializacién. El metabolismo de la pared
celular y factores nutricionales (calcio, nitrdgeno) influyen en la firmeza. Este estudio
responde a la necesidad de investigar los indicadores diferenciales entre variedades de
distinta firmeza, dado que el conocimiento logrado en varios frutos modelo o con otras
variedades no es totalmente extrapolable a las condiciones y cultivos locales. Los
objetivos son: estudiar los cambios bioquimicos y fisioloégicos que ocurren en frutos de
tres variedades de ardndano durante su maduracion e identificar indicadores
bioguimicos que pueden utilizarse en el futuro para desarrollar y evaluar tratamientos
adecuados a cada variedad y condicion de cultivo. Se analizaron metabolitos primarios,
aminoacidos, fendlicos totales y actividad pectinmetilesterasa (PME) en los estadios
verde y maduro de las variedades O"Neal (O), Snowchaser (S) y Emerald (E), de menor
a mayor firmeza respectivamente. Andlisis estadisticos (ANOVA de dos caminos)
demostraron que varios metabolitos permitieron la discriminacion segun la etapa
madurativa: asi, el acido malico, asparagina, galactosa, glicina, fosfato, manitol y acido
citrico fueron més elevados en los frutos verdes de todas las variedades. El contenido
de aminoacidos totales fue superior en frutos verdes de E y menor en O. Los niveles de
fendlicos totales fueron méas elevados en frutos maduros de S. En frutos verdes, la
actividad PME fue significativamente menor en E verde y mayor en O, mientras que no
hubo diferencias entre especies para los frutos maduros. Considerando algunas
caracteristicas relacionadas con el metabolismo de la pared celular: como actividad
PME, contenido de xilosa/ribosa, prolina e hidoxiprolina, los andlisis estadisticos
descriptivos vincularon a S y E, separandola de O (menos firme). Estos estudios sientan
las bases para el analisis mas exhaustivo de ciertos procesos metabdlicos como la
dindmica de pared celular, el metabolismo de aminoacidos y de carbohidratos, a fin de
poder generar indicadores bioguimicos vinculados al aumento de la vida util del fruto.
Se espera ademas que dichos indicadores permitan evaluar la incidencia diversos
tratamientos, como por ejemplo la fertilizacion con calcio.

Palabras clave: arandanos, firmeza, metabolémica, pared celular.
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Introduccién

Desde hace unos afios el consumo de arandanos (Vaccinium sp.) en el mundo se ha
incrementado, impulsado en gran parte por sus reconocidos beneficios para la salud
humana. En efecto, su alto contenido en antocianinas y otras moléculas antioxidantes,
relacionan a estos frutos (bayas) con el tratamiento preventivo de infecciones
urinarias, degeneraciébn macular, trastornos en la visibn nocturna y riesgos
cardiovasculares, entre otras dolencias. En nuestro pais la zona de mayor produccion
abarca Buenos Aires, Entre Rios y Tucuman, que concentran el 90% de la superficie
total sembrada (INTA- Programa Frutales, Cadena Arandano). Se cultivan variedades
de tipo Southern Highbush (Vaccinium corymbosum, familia Ericaceae), de bajo
requerimiento en horas de frio. Segun los datos del dltimo censo de productores
(APAMA, 2015) las variedades mas cultivadas en Entre Rios son Emerald (34%),
Snowchaser (15%), O'Neal (14%), Misty (12%), Star (12%) y Jewel (7%). EI gran
atractivo de este cultivo para nuestro pais es la posibilidad de alcanzar mercados de
alto poder adquisitivo, gracias a que se produce en contra estacion con el hemisferio
norte. La mayor parte (95%) de la produccion local se exporta fresca, hecho que
destaca la importancia de generar conocimiento acerca de como estos frutos
mantienen su calidad por un tiempo prolongado. Dentro de los parametros de calidad,
la firmeza de los frutos es uno de los mas importantes, ya que influye en el transporte
de la fruta fresca y, de manera muy relevante, en la comercializacion. Esto es
fundamental para la percepcion de calidad por parte del consumidor: el fruto blando
se asocia con fruto viejo que ha sobrepasado su punto de maduracién. En este trabajo
se expone una primera aproximacion en el estudio de los factores bioquimicos y
fisiologicos que estarian implicados en la determinacion de la calidad del fruto y su
posible vinculacién con el grado de firmeza. Para ello se eligieron tres variedades
cultivadas en la zona de Concordia (Entre Rios) que difieren en este factor y se
estudiaron dos estadios de maduracion, verde y maduro. La relevancia de estos
analisis radica en gque existe una gran variabilidad de factores implicados y a que el
comportamiento de frutos modelo, como tomate o manzana, no es siempre
extrapolable a otros frutos como las bayas. Se realiz6 un estudio del contenido de
metabolitos primarios, como azucares, acidos organicos, polialcoholes, aminoacidos,
fendlicos totales, ademéas de medir actividad pectinmetilestearasa (PME), una de las
enzimas vinculadas con el metabolismo de la pared celular. Se espera que estas
investigaciones inicien un campo aun poco desarrollado que es la caracterizacion
bioguimica de variedades de ardndanos de interés comercial en nuestro pais y
generen parametros estandares para el disefio de tratamientos a campo y
postcosecha de este cultivo.
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Materiales y Métodos
Material vegetal

Se recogieron frutos en estadio verde (desde 25 a 60 dias post floracién) y maduro
(desde 75 a 88 dias post floracién) de las variedades Emerald (E), Snowchaser (S) y
O’Neal (O), cultivadas en granjas comerciales de la zona de Concordia. Se separo
exocarpio de mesocarpio y endocarpio, congelandose inmediatamente los frutos
a -80°C para su posterior estudio.

Metabolitos primarios

Se determinaron por cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masa (GC-
MS) de los extractos fraccionados y trimetilsililados, utilizando ribitol como estandar
interno y expresando los resultados como area relativa de cada compuesto/ area del
ribitol (Roessner et al, 2000).

Aminoécidos

Se determinaron luego de su derivatizacion con fenilisotiocianato, mediante HPLC en
una columna Luna C18. Se cuantificaron utilizando curvas de calibracion para cada
aminoacido y se expresaron los resultados en nmoles o [Jmoles/gpf.

Fendlicos totales

Se determinaron espectrofotométricamente utilizando el reactivo Folin Ciocalteau y
con acido gélico como estandar segun lo descripto en Singabet al (2011).

Actividad PME

Se determiné mediante ensayo colorimétrico en pectoplate: una vez obtenido el extracto
proteico total, se sembraron 2 g de proteinas en un pocillo en gel de agar/pectina.
Luego de incubar 3 hs a 30°C, se tifié con rojo de rutenio y se midié el area del halo
coloreada, expresando los resultados como area/gpf (Lionetti,2015).

Firmeza

El analisis de textura se realizd con un equipo TA.TX Plus (Stable Micro SystemsLtd
UK), se efectu6 un andlisis de compresion con sonda de penetracion de 75 mm de
didmetro comprimiendo los frutos en forma axial 5 mm una velocidad de 1 mm.s?ty
sonda de carga de 5 kg. Se registré la fuerza maxima. Este ensayo permite ver el
comportamiento de la piel.
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Andlisis Estadistico

Los datos fueron analizados empleando el Analisis de Variancias (ANOVA) de dos
caminos con el programa Sigma Stat. Para el test de comparaciones multiples se
utilizé el método Holm-Sidak con un valor de significancia de P<0,05. Se utilizaron
estadisticas descriptivas, se estandarizaron en base al log 2 y se procesaron por
analisis de componentes principales (PCA) en paquete Excel Xstat, u obteniendo
mapas de calor (heatmaps) con el programa MeV-TM4 (Saeedet al, 2003).

Resultados y Discusion

En busca de diferencias metabdlicas que permitan caracterizar variedades de
arandanos de interés comercial, se cuantificaron en endocarpio y mesocarpio de frutos
maduros y verdes los niveles de 40 metabolitos, entre ellos, aminoacidos, azlcares,
acidos orgénicos y polialcoholes. La primera diferenciacion importante al estudiar los
datos en conjunto mediante el analisis de componentes principales (ACP) fue entre
las dos etapas de maduracién (Figura 1). En efecto, dos Cp explicaron un 56,89% de
las diferencias entre los frutos verdes y maduros, los primeros tuvieron mayor
contenido de citrico, malico, galactosa, asparagina, glicina, fosfato y manitol. Un
mayor contenido de acidos organicos (malico, citrico) es caracteristico de los frutos
verdes, cuando aun no ha comenzado la acumulacion de azlcares propia de la
madurez. El manitol como otros polialcoholes, es un importante osmolito, que protege
a los frutos contra la deshidratacion, ayudando a mantener la presion de turgencia
(Conde et al, 2014). La segunday tercera Cp, permitieron separar las variedades entre
si. La Cp2 deja a la variedad fruto maduro (SM) mas separada del resto de las
muestras, con mayor contenido en valina, monopalmitoilglicerol y fructosa (Figura 1
A). La abundancia de este azlcar, en combinacion con menor contenido de acidos
organicos, pueden denotar un fruto mas dulce en su punto de cosecha que los de las
otras dos variedades.
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Figura 1. Analisis de componentes principales de metabolitos de tres variedades de
arandanos verdes y maduros. A- contribucién de las Cpl y Cp2. B- contribucion de
las Cply Cp3. OV y OM: O'Neal verde y maduro; EV y EM: Emerald verde y maduro;
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SV y SM: Snowchaser verde y maduro. Los nimeros al lado de cada metabolito
indican la contribucién de cada uno a la componente correspondiente en porcentaje.

El incremento en contenido de monopalmitoilglicerol, podria estar vinculada a
reordenamientos en las membranas celulares, aunque es necesario un estudio mas
detallado de otras especies lipidicas para reforzar esta hipétesis. Notablemente, la
Cp3 separa Sy O de E en ambos estadios madurativos, segun mayor abundancia en
las dos primeras de leucina, ribosa/xilosa y rafinosa, y menor contenido de lisina y
triptofano (Figura 1 B).

La rafinosa es un azlcar con roles de sefializacion y funcion antioxidante, que ha sido
vinculado con la tolerancia al frio (Nishizawa et al, 2008). Las variaciones en azlcares
neutros, como arabinosa y xilosa, pueden asociarse con el metabolismo de pared
celular, al igual que los mayores niveles de actividad PME (Tabla 1) en los frutos
verdes de Sy O. Estas variaciones pueden deberse tanto a una mayor degradacion
de la pared como a reordenamientos en la misma (Vicente et al, 2007). Se ha
informado que la presencia de un mayor contenido de azlcares neutros en las
pectinas, las harian menos disponibles a las enzimas degradativas como las
poligalacturonasas (Manganaris, 2007) y que, al mismo tiempo, la actividad PME en
determinadas etapas madurativas, es necesaria para la incorporacion de calcio y el
refuerzo de la pared (Balic et al,2014).

La actividad PME en el estadio maduro no present6 diferencias significativas entre
variedades (Tabla 1), mientras que entre los frutos verdes de las tres variedades la
diferencia es acentuada. En efecto, en E dicha actividad es 4 veces menor a la
observada en Sy 7 veces menor a la de O. Ademas, dentro de cada variedad, en el
estadio maduro, en E se incrementa 4 veces la actividad PME, mientras en O, la
misma disminuye a la mitad de su valor en fruto verde. Ademas de esta enzima, otras
actividades como de poligalacturonasas, pectatoliasas y U-galactosidasas,
contribuyen a la degradacion/reorganizacion de la pared celular. La medicion de estas
enzimas en otras etapas de maduracion, asi como la disponibilidad de calcio durante
las mismas, puede ayudar a establecer los factores que determinan la mayor firmeza
en los frutos de E, aunque las diferencias observadas en actividad PME avalarian un
rol de la misma.

Tabla 1. Actividad PME (area/Jg de prot). Las medidas se realizaron en pectoplate.
Se registro el area del halo correspondiente al rojo de rutenio (reacciona con pectinas
demetiladas) en cm? y se normalizaron los valores por Ug de proteina total. Entre
paréntesis, las letras enminuscula expresan diferencias o similitudes dentro de cada
variedad, las mayusculas entre variedades.

Estadio\Variedad Emerald Snowchaser O’Neal
Verde 046+0.11(a,B") 2.06+0.47(a,A") 3.34+0.84(a,C")
Maduro 1.94 +0.16 (b, A) 1.56 + 0.15 (a, A) 1.44 +0.63 (b, A)

Considerando los niveles totales de aminoacidos, no hubo diferencias significativas
dentro de las variedades para los frutos verdes o maduros. Sin embargo, los frutos
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verdes de E presentaron niveles significativamente mayores a los de O, evidenciando
un mayor recambio de proteinas en la primera (Figura 2).
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Figura 2. Contenido de aminoécidos totales en variedades de arandanos. OV y OM:
O’Neal verde y maduro; EV y EM: Emerald verde y maduro; SV y SM: Snowchaser
verde y maduro. Los asteriscos indican diferencias significativas.

Por otra parte, se compararon los niveles de los metabolitos que presentaron mayor
variacion en frutos maduros mediante un mapa de calor (heatmap), agregando al
analisis los datos de niveles de fendlicos totales, actividad PME y firmeza (Figura 3).
Tras ese estudio, fue posible vincular a E 'y S, separandola de O. Los metabolitos que
mas contribuyeron a esa diferencia fueron: prolina, hidroxiprolina, triptofano, sacarosa,
citrico, galactosa con mayores niveles en S y E; mientras que el contenido de
shikimico fue mayor en O.

Otros metabolitos como fosfato, aspéartico, 3-cafeoil-quinico, rafinosa,
monopalmitoilglicerol y arginina, fueron mayores en S que en las otras dos variedades.
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Figura 3. Mapa de calor (Heatmap) comparativo de los metabolitos con mayor
diversificacion en las tres variedades de arandanos en estudio.

Ademas de su conocido rol como osmoprotector o vinculada a varios tipos de estrés
abidtico en plantas, la prolina, asi como la hidroxiprolina, son constituyentes de una
superfamilia de proteinas glicosiladas de la pared celular (Kishor et al, 2015). Estas
proteinas poseen roles variables en el metabolismo de la pared, desarrollo,
sefializacion y defensa (Hijazi et al 2014). La galactosa es uno de los constituyentes
mayoritarios de estas glicoproteinas, siguiendo en orden de importancia la arabinosa
y xilosa (Hijazi et al 2012). Se especula que se formarian redes entre proteinas y
polisacaridos que reforzarian la pared y controlarian la porosidad de la misma segun
el grado de glicosilacion y entrecruzamiento. La galactosa es también un producto de
degradacion de la rafinosa. Los aminoacidos y azucares detectados corresponden a
los libres (no se realiz6 hidrdlisis previa), por lo cual indicarian una mayor degradacion
y/o reordenamiento de algunos componentes de la pared celular en estas variedades.
El acido shikimico es precursor de aminoacidos aromaticos y de varios
fenilpropanoides (via de los flavonoides y sintesis de lignina), un mayor contenido del
mismo en O podria estar relacionado con una menor derivacion del shikimico hacia
lass vias mencionadas en esta variedad.
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Conclusiones

El tiempo que transcurre desde que los frutos de arandano son cosechados y
transportados hasta su llegada al consumidor, en su mayor parte como fruto fresco,
puede ser de varios dias. Durante este periodo, la calidad de los frutos puede mermar
debido a diferentes factores como pérdida de agua, infecciones fungicas y
ablandamiento. El comportamiento de los frutos difiere segun la variedad, y en lo que
hace a la firmeza del mismo, varios factores inciden en su determinacién. En este
trabajo se presentan los resultados iniciales de un estudio del metaboloma en tres
variedades cultivadas en la zona de Concordia (Entre Rios), con distinto grado de
firmeza. Se ha podido observar que la variedad mas firme, E posee menor actividad
PME en el fruto verde respecto del maduro, mientras que en la variedad menos firme,
O, ocurre lo contrario. Ademas, en la primera hay menor contenido de xilosa libre en
ambos estadios, lo que evidenciaria una menor porosidad de la pared celular, y asi,
menor susceptibilidad a las enzimas degradativas. Esta y otras diferencias en
contenidos de aminodcidos, lipidos, compuestos fendlicos y azucares, requieren un
estudio exhaustivo, vinculado también al proteoma diferencial, para dilucidar las vias
metabdlicas que podrian estar relacionadas con la firmeza. Las perspectivas son
analizar también otros dos estadios de maduracion (cuajado y pinton), las proteinas
mediante técnicas de shotgun, las actividades de otras enzimas involucradas en el
metabolismo de pared y los niveles de calcio en frutos de arandanos. Se espera que
estos hallazgos permitan establecer ciertos estandares para poder comparar
variedades autéctonas y desarrollar métodos adecuados de fertilizacion y tratamiento
poscosecha de arandanos.
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Resumen

La firmeza es uno de los principales determinantes de la calidad poscosecha y esta
determinada por la resistencia mecénica impuesta por la pared celular. Las
expansinas (proteinas sin actividad hidrolitica conocida) estan implicadas en el
desmantelamiento, no hidrolitico, de las paredes celulares vegetales. Dichas proteinas
poseen una organizacion modular compuesta por un dominio catalitico putativo y un
modulo de union a carbohidratos (CBM). EI CBM actuaria anclando a la expansina a
la superficie de la celulosa, mientras que el dominio catalitico putativo interactuaria
con las hemicelulosas en la superficie de las microfibrillas provocando la ruptura de
los enlaces no covalentes, principalmente puentes de hidrégeno, existentes entre la
celulosa y las hemicelulosas de la matriz. En el presente trabajo, se sobreexpreso de
manera constitutiva el CBM de la expansina 1 de tomate (CBM-SIEXPA1), en la pared
celular de plantas de tomate, siendo ésta la primera vez que un CBM se sobreexpresa
en un fruto destinado a controlar la degradacion de la pared celular y el ablandamiento
del fruto. Los frutos de las plantas transgénicas presentaron un aumento en el
contenido de pared celular y un aumento del contenido de acidez titulable en estadios
intermedios de madurez fisiolégica. Asimismo, fueron menos susceptibles a la
infeccién por B. cinerea, y el crecimiento "in vitro" del hongo en medios suplementados
con residuos insolubles en alcohol de pared celular del pericarpio de los frutos
transgénicos fue menor que los controles (WT y acigotas). Se concluye que la
sobreexpresion de un CBM en la pared celular seria una estrategia factible de utilizar
para aumentar la vida poscosecha de frutos carnosos, como lo es el tomate, sin alterar
el crecimiento de la planta.

Palabras Claves: tomate, CBM, poscosecha, expansinas, firmeza
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Introduccién

En Argentina, el tomate (Solanum lycopersicum) es la quinta hortaliza a nivel de
produccion, siendo el cinturdn horticola de la ciudad de La Plata uno de los principales
productores de tomate fresco para consumo de la Pcia. de Buenos Aires. Un aspecto
clave para optimizar el aprovechamiento de la produccién es mejorar los aspectos
ligados a la conservacién poscosecha. El ablandamiento que se produce durante la
maduracion de los frutos carnosos es uno de los principales actores determinantes de
su calidad y vida poscosecha. La firmeza del fruto depende de varios factores,
incluyendo la rigidez mecanica determinada por la pared celular vegetal (Harker et al.,
1997). La misma es una red de microfibrillas de celulosa incrustadas en una matriz
compleja de pectinas y hemicelulosas. Durante la maduracion del fruto, la accion
combinada de proteinas y enzimas hidroliticas producen la reduccion, solubilizacién y
la despolimerizacién de los componentes polisacaridos del pericarpio de la pared
celular (Brummell, 2006). Se ha postulado que las expansinas causan la relajacion de
la estructura de la pared celular (debilitando las interacciones no covalentes entre la
celulosa y las hemicelulosas) y de ese modo facilitan el acceso de otras enzimas a
sus sustratos (Cosgrove, 2000).

A través de diversos estudios de los patrones de expresion y acumulacion, a nivel de
ARNM, se ha propuesto que las expansinas participan en modificaciones de la pared
celular vegetal en diferentes momentos del crecimiento y desarrollo de una planta y
durante el ablandamiento de un fruto (Cosgrove, 2000). En tomate se han reportado
38 genes de expansinas de los cuales seis de ellos se expresan en el fruto, siendo
SIEXPAL el que se destaca por sus caracteristicas particulares asociadas a la
maduracion del fruto (Lu et al., 2015). Rose et al., (1997) identificaron a esta a-
expansina especifica del fruto en tomate, la cual se acumula durante la maduracion a
partir del estadio pintdn (aparicion de color anaranjado). Se ha informado que la
supresion de la expresion de SIEXPAL en tomate provoco la generacion de frutos mas
firmes en relacion a los controles acigotas a lo largo de la maduracién, mientras que
la sobreexpresion de dicho gen dio origen a frutos significativamente mas blandos
(Brummell et al., 1999). Asimismo, la supresion conjunta de SIEXPAl vy
poligalacturonasa de S. lycopersicum en frutos de tomate permitié obtener frutos con
menor susceptibilidad a B. cinerea (Cantu et al., 2008).

La estructura de la mayoria de las proteinas implicadas en el metabolismo de la pared
celular posee una organizacién modular; incluyen un dominio catalitico putativo y uno
0 mas modulos de uniébn a carbohidratos (CBM), unidos por una cadena no
estructurada (Shoseyov et al., 2006). Un CBM se define como una secuencia de
aminoacidos contigua dentro de una enzima con actividad sobre carbohidratos, con
plegamiento predicho y capacidad de unirse a carbohidratos (Coutinho y Henrissat,
1999). En plantas, la presencia de CBMs putativos ha sido descrita en
endoglucanasas (Levy and Shoseyov, 2002), a-L-arabinofuranosidasas (Sin et al.,
2016) y expansinas (Nardi et al., 2015; Yennawar et al., 2006). La sobreexpresion de
CBMs en diversos sistemas vegetales, provocan cambios en los fenotipos de estas
plantas (Nardi et al., 2015; Safra-Dassa et al., 2006).

Por ello, se decidid sobreexpresar, de forma constitutiva, el CBM correspondiente a la
expansina 1 de tomate, SIEXPAL, en la pared celular vegetal, teniendo como hipotesis
gue esto reduciria el acceso de expansinas enddgenas y de otras enzimas a sus
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sustratos, causando una reduccion general en la degradacién de la pared celular, y
por lo tanto en el ablandamiento.

Materiales y Métodos
Transformacion, generacion y caracterizacion genotipica de las plantas

Para la generacion del vector de interés con el inserto correspondiente, se empleé la
tecnologia de recombinacion Gateway. Se empleé el vector binario, pK7WG2D.1, que
conduce la expresion constitutiva del gen de interés bajo el promotor del virus del
mosaico del coliflor (CaMV-P35S). Las especificaciones de la obtencion de las plantas
sobrexpresantes del CBM-SIEXPAL en la pared celular de tomate que se emplearon
para la realizacion del siguiente trabajo, se describen en Perini et al. (2017).

Para la caracterizacion genotipica de las plantas se emplearon frutos en el estadio de
madurez pintén (Pi). Como gen de referencia se uso el gen del factor de elongacion a
1 (SIEf1a, Solyc06g005060) descripto en Pombo et al. (2014). Para el gen de interés
(P35S-CBM-SIEXPAL) los cebadores especificos usados fueron: P35S-CBM-
SIEXPAL1 (directo): 5'-GCGGCCG CACTAGTGATA-3' (este cebador se disefié sobre
el 5’UTR de la secuencia de ADNc del promotor P35S) y P35S-CBM-SIEXPAlL
(reverso): 5TGCACCTGCTACATTCGTGA-3'. Estos cebadores se emplearon para
verificar la integridad del ADNc obtenido (S/Ef1a) y luego determinar la presencia del
transgen, de modo de poder clasificar las plantas como acigotas o sobreexpresantes
del gen de interés (CBM-SIEXPAL).

Material vegetal y condiciones de cultivo

Las plantas de tomate fueron cultivadas en un invernadero bajo condiciones de luz
natural y temperatura controlada (16-27 °C) en la ciudad de La Plata (Buenos Aires,
Argentina) en macetas de 10 L en tierra:perlita (3:1) como sustrato. Para la
clasificacion de los estadios de madurez de los frutos se siguieron los siguientes
criterios: Verde Maduro (VM), fruto desarrollado con piel completamente verde con
tonalidades claras u oscuras; Pintén (Pi), hasta 20% de la superficie del fruto con
colores amarillos y anaranjados a rojos; Rojizo (R), hasta 60% de la superficie del fruto
con colores amarillo, anaranjado a rojos; Maduro (M), hasta 90% de la superficie del
tomate con colores rosados o rojo.

Acidez titulable y pH

Frutos de tomate en cuatro diferentes estadios de madurez: (VM, Pi, R y M) con un
peso comprendido entre 25 y 35 g, de plantas WT, acigotas y sobreexpresantes, se
diseccionaron, trozaron y congelaron en nitrégeno liquido, y se almacenaron a -80 °C
hasta su uso. Cinco gramos de frutos pulverizados se resuspendieron en 50 mL de
agua destilada. El pH del homogeneizado se midié y el contenido de acidos se
determind por titulacion con NaOH 0,05 M hasta pH 8,2 (AOAC 981.12, 1998)
utilizando un pHmetro Oakton (pH serie 1100). Las mediciones se realizaron por
triplicado y la acidez titulable se expres6 como mili-moles de H* kg™ de fruto fresco.
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Aislamiento de polisacaridos de la pared celular

Los polisacaridos totales de la pared celular se obtuvieron como residuo insoluble en
alcohol (RIA) de acuerdo con Rosli et al., (2004) con algunas modificaciones.
Aproximadamente 2,5 g de frutos (exocarpio y mesocarpio) en diferentes estadios de
madurez (VM, Pi, R y M), previamente pulverizados con nitrdgeno liquido, se
homogeneizaron con 10 mL de etanol absoluto y la mezcla se hirvio (85 °C) a reflujo
durante 30 min. Los homogeneizados se filtraron y los residuos sélidos se lavaron tres
veces con 5 mL de etanol absoluto. Posteriormente, se secaron durante toda la noche
a 37 °C y se pesaron con una balanza analitica de precision. El RIA total se expresé
como mg RIA por cada 100 mg de tejido (mg RIA 100 mg-fruto). Los RIA se obtuvieron
a partir de tres tandas de frutos independientes.

Andlisis de infeccidn de B. cinerea y su tasa de crecimiento en placa

El estudio se realiz6 en frutos de plantas WT, acigotas (C22-P4) y transgénicas (C22-
P2; C22-P5; C73-P4; C93-P3; C103-P2; C103-P3). Se usé la cepa B05.10 de Botrytis
cinerea (Coleccion de cultivos fangicos IIB-INTECH IFCC 458/02) en todos los
experimentos.

Ensayos in vivo: Antes de la inoculacién, se cultivd el micelio en medio Czapek-Dox
sélido (50 g de glucosa, 2 g de NaNOs, 1 g de KH2PO4, 0,5 g de MgS04.7H20, 0,5 g
de KClI, 0,05 g de FeS04.7H20, 20 g de agar, pH = 5,5- 6.0) a 24 °C. Las placas se
mantuvieron de 7 a 10 d en la oscuridad a temperatura ambiente para la esporulacion.
Para los ensayos de susceptibilidad, los conidios se cosecharon con agua estéril que
contenia Tween-20 al 0,02% (v/v) y luego se filtraron y los conidios se contaron con
un hemocitémetro. La concentracién de inéculo se ajusté a 2 x 10* conidios por mL
con medio PDB, suplementado con 10 mM de sacarosa y 10 mM de KH2POa. Los
conidios se incubaron durante 2-3 horas a temperatura ambiente sin agitacion antes
de las inoculaciones (Flors et al., 2007). Para la inoculacion, se colocaron cuatro gotas
de 10 uL sobre la superficie superior no dafiada de cada fruto. Se usaron de 3-6 frutos
VM, R y M, de plantas WT, acigota y transgénicas. Los frutos se colocaron en una
camara de crecimiento a 22 °C en la oscuridad, y después de 1, 2, 4 y 7 d post
inoculacion se fotografiaron con una camara digital y se evaluaron las lesiones.

Ensayo in vitro: Los polisacéridos de pared celular fueron extraidos como residuos
insolubles en alcohol (RIA) tal como se explicO anteriormente. Para ello, se usé
unicamente el mesocarpio del fruto, el cual se cortd, congel6 en nitrdgeno liquido y se
almacend a -20 °C hasta su uso. Se usaron 5 gramos de fruto R congelado para
realizar la extraccion. Una vez culminada la extraccion, el residuo se seco y se peso
para evaluar la cantidad de RIA resultante. Para el ensayo, se transfirié un tapén de
agar de 4 mm? de un cultivo activo de 5 d de edad de B. cinerea a las placas
solidificadas con agar al 0,8% (p/v), 0,1mg mL* de RIA de fruto. Las placas se
cultivaron a 24 °C y se midi6 el area superficial de crecimiento de hongos en la placa
después de 24, 48 y 72 h. Se utilizaron 3 extracciones de RIA independientes para
cada genotipo de plantay se realizaron 3 réplicas técnicas. Las areas superficiales del
crecimiento del micelio de B. cinerea en las placas se midieron usando el software
Image-Pro®Plus (Media Cybernetics Inc., San Diego, CA).
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Resultados y Discusién

Con el fin de evaluar en detalle todos los efectos de la sobreexpresion del CBM-
SIEXPAL las plantas transformadas se cultivaron durante dos generaciones, y la
presencia de la expresion, a nivel de ARNm, de CBM-SIEXPAL se identifico en frutos
en estadio Pinton (Figura 1). De las 24 plantas analizadas de la segunda generacion,
17 resultaron ser positivas para la expresion del mismo (C22-P1, P2, -P3, -P5; C52-
P4, -P5; C73-P3, -P4, -P5; C93- P1, -P2, -P3, -P4, -P5; C103-P2, -P3y -P4), y éstas
fueron identificadas como plantas transgénicas.

P35s-CBM
-SIEXPA1

SIEfla

P35s-CBM
-SIEXPA1

s SIEfla

WT  C() C(+)

P35S-CBM
-SIEXPA1

-
=

Figura 1. Expresion del gen de interés por RT-PCR en lineas transgénicas
seleccionadas.

C22, C52, C73, C93 y C103 indican diferentes eventos de transformacion y P1 a P5
indican diferentes plantas por evento. Tipo salvaje (WT); control negativo de RT-PCR
(C (-)); control positivo de RT-PCR (C (+)). La RT-PCR gener6 un amplicén de 182 pb
para el gen de interés y de 110 pb para el gen control de referencia.

Efecto de la sobreexpresion del CBM-EXPAL sobre la acidez titulable

Los cambios de la calidad organoléptica de un fruto a medida que progresa la
maduracion pueden ser evaluados a través de la medida de una serie de pardmetros
fisicoquimicos. En tomate, algunos de esos parametros son el pH, la acidez titulable,
el contenido de sdlidos solubles, entre otros (Klee y Giovannoni, 2011).
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Figura 2. Cambios en la acidez titulable de frutos de plantas WT, acigota y
sobreexpresantes del CBM-SIEXPAL durante la maduracion.

Los datos corresponden a la media £ ES de 3 determinaciones independientes. Los
resultados fueron analizados por ANOVA y las medias se compararon mediante la
prueba de Tukey (p <0,05). Las letras indican diferencias estadisticas significativas
entre frutos en un mismo estadio de madurez.

Los frutos sobreexpresantes del CBM-SIEXPAL presentaron un aumento de acidez
titulable hacia los ultimos estadios de madurez (Pi-M) en comparacion con los frutos
control (WT y acigota) mientras que no se observaron cambios en pH ni en el
contenido de azucares totales (datos no mostrados). Los perfiles de variacion de los
mismos fueron coincidentes con los que ya han sido descriptos en tomate (la acidez
titulable disminuye a medida que progresa la maduracion, Heyes y Lugasi, 2006), El
retraso en la caida de acidez podria deberse a un retraso madurativo de los frutos en
planta para un mismo estadio de madurez fisioldgico (figura 2).

Efecto de la sobreexpresion del CBM-SIEXPAL en el contenido de pared celular

La arquitectura de la pared celular y los polimeros que la componen, se modifican
progresivamente durante la maduracion, variando la naturaleza o extension de los
mismos (solubilizacion y depolimerizacion) (Jarvis, 1984). En el caso de frutos
carnosos, como el tomate, el contenido de RIA disminuye a medida que los frutos
maduran. Este comportamiento fue observado para los frutos de todas las plantas
ensayadas (Figura 3). Para el caso de los frutos controles, se observé que el contenido
de RIA disminuyé del estadio VM a Pi para luego mantenerse contante en los
siguientes estadios de madurez. En el caso de las plantas transgénicas, a excepcion
de los frutos de la planta C93-P3 la cual presenté un descenso muy leve, se observé
que el descenso en el contenido de RIA fue mas escalonado e incluso en algunos
casos el descenso se observo a partir del estadio Pi (C22-P2, C103-P2, C103-P3).
Del analisis del contenido de RIA por estadio de madurez (analisis estadistico no
mostrado), se observa que, hacia los estadios de madurez mas avanzados (R, M) el
contenido de pared celular de los frutos transgénicos es mayor que en los controles
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(WT y acigota). Resultados similares se obtuvieron del andlisis del contenido de pared
celular de hojas y tallos de plantas de A. thaliana sobreexpresantes del CBM-
FaEXPA2, siendo el contenido de RIA de las plantas sobreexpresantes mayor
respecto a plantas WT (Nardi et al., 2015). Esto indica que la sobreexpresion de CBMs
provocaria un retardo en la degradacion de los componentes de la pared celular.
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Figura 3. RIA en frutos de plantas WT, acigota y sobreexpresantes del CBM-
SIEXPAL.

Los datos corresponden al contenido medio de RIA = ES de tres determinaciones
independientes. Los resultados fueron analizados por ANOVA y las medias se
compararon mediante la prueba de Tukey (p <0,05). Las letras indican diferencias
estadisticas significativas dentro de una misma planta.

Efecto de la sobreexpresion de CBM-SIEXPAL sobre la susceptibilidad a la infeccion
por B. cinerea

B. cinerea es uno de los hongos patégenos de tipo necréfago méas estudiado,
responsable de la enfermedad del moho gris y un contribuyente significativo a la
descomposicion poscosecha de los frutos carnosos. La infeccidn de frutos frescos con
conidios del hongo indic6 que los frutos sobreexpresantes son menos susceptibles al
crecimiento del patégeno (Tabla 1).
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Tabla 1. Sintomas de infeccion sobre frutos sanos inoculados.

Tiempo (DPI)
Frutos
1 2 4 7
WT +/- + ++ 4+
Acigota +/- + ++ 4+
C73-P4 - - +- o+
C93-P3 +- +- o+ +
C103-P3 - +H- o+ +

Diferentes grados de dafo: (-), sin sintomas de infeccion; (+/-), insipiente lesion sobre
zona de infeccion; (+), lesion himeda sobre zona de inoculacion; (++), lesidbn himeda
sobre zona de inoculacion y sintomas de putrefaccion.

Por su parte, el cultivo "in vitro" de B. cinerea sobre medios conteniendo la misma
cantidad de RIA de plantas controles y transgénicas, como unica fuente de carbono,
indic6 que el hongo crecia menos con RIAs de plantas transgénicas como sustrato
(Figura 4). De este modo, el menor crecimiento del hongo sobre RIAs provenientes de
frutos transgénicos puede atribuirse a la presencia de una pared celular mas integra.
Un resultado similar fue descripto en hojas de A. thaliana sobreexpresantes del CBM-
FaEXPAZ2, las cuales eran menos susceptibles al crecimiento de dicho hongo con
relacion a hojas WT. Un resultado contradictorio fue descripto en el caso de frutos de
tomate que tenian suprimido el gen de SIEXPAL. Brummell, et al., (2002) determinaron
la presencia de lesiones mas grandes de la enfermedad en frutos que poseian a
SIEXPAL suprimida cuando fueron expuestos a B. cinerea y a A. alternata. De otro
modo, frutos de tomate con supresion simultdnea de SIEXPAL y SIPG, el gen de la
poligalacturonasa asociada a la maduracién, fueron menos susceptibles a la infeccién
por B. cinerea que los controles (Cantu et al., 2008).
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Figura 4. Crecimiento de B. cinerea en placas
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Los datos corresponden al &rea de crecimiento del micelio de B. cinérea +/- ES de tres
determinaciones independientes. Los resultados se analizaron mediante ANOVAYy las
medias se compararon mediante la prueba de Tukey (p <0,05). Las letras indican
diferencias estadisticas significativas.

Conclusiones

La sobreexpresion de un CBM de expansina en la pared celular seria una estrategia
factible de utilizar para retrasar el ablandamiento y aumentar la vida poscosecha del
tomate, y posiblemente de otros frutos carnosos.
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Resumen

Uno de los factores determinantes de la calidad y vida poscosecha de frutos carnosos
es su firmeza, impuesta en gran medida por la resistencia mecanica que ofrece la pared
celular vegetal. EI fendmeno del ablandamiento de frutos es un proceso altamente
regulado en el que participan diversos actores en forma concertada y redundante. Las
expansinas (EXPs) son proteinas no hidroliticas relevantes en procesos donde es
necesaria la relajacion de la pared, tal como lo es el fendmeno de ablandamiento. Estas
proteinas se caracterizan por presentar un médulo catalitico similar al de las glicosil-
hidrolasas (carente de actividad hidrolitica) y un modulo de union a carbohidratos (CBM)
con fuerte afinidad por celulosa. En el presente trabajo se analizé el efecto de la
sobreexpresion del CBM de la expansina dos de Fragaria x ananassa (FaExpa2) sobre
el ablandamiento del fruto, usando Fragaria vesca cv. Hawaii 4 como sistema modelo,
bajo la hipétesis de que la expresion de una proteina con la capacidad de unirse a
carbohidratos, pero carente de actividad hidrolitica sobre los mismos genera una
competencia por el sustrato con el resto de las enzimas involucradas en el catabolismo
de la pared celular, provocando una reduccién global de la degradacion de la pared
celular. Se analizaron distintos parametros de calidad, la actividad expansina y
poligalacturonasa en frutos transgénicos sobreexpresantes de CBM-FaEXPa2.

Palabras clave: frutilla, CBM, firmeza

Introduccion

Uno de los principales factores determinantes de la calidad y vida poscosecha de un
fruto es su firmeza, influyendo tanto en el deterioro asociado a la manipulacion como
en la susceptibilidad a patégenos. La firmeza de un fruto esta condicionada por varios
factores, siendo uno de los principales la rigidez mecénica impuesta por la pared
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celular (Harker, et al. 2010), constituida por una red de microfibrillas de celulosa
inmersas en una compleja matriz de pectinas y hemicelulosas (Brummell y Harpster,
2001). Durante la maduracion, la accion combinada de diferentes proteinas y enzimas
gue actlan sobre los componentes de la pared celular provoca su solubilizacién,
depolimerizacibn y una disminucidon en su contenido (Brummell, 2006). Las
expansinas (EXPs) son proteinas no hidroliticas relevantes para el metabolismo de la
pared celular vegetal, principalmente en procesos donde es necesaria la relajacion de
la pared, tal como lo es el fendmeno de ablandamiento (Cosgrove et al., 2002). Estas
proteinas se caracterizan por presentar un médulo catalitico similar al de las glicosil-
hidrolasas (carente de actividad hidrolitica) y un modulo de a carbohidratos
caracterizad por presentar fuerte afinidad por celulosa.

Se han reportado estrategias en las que se ha intentado controlar el fenédmeno de
ablandamiento mediante la supresion de la expresién de un Unico gen, a través de
distintas técnicas; sin embargo, si bien se consiguié reducir los niveles de expresion a
nivel de ARNm a valores muy bajos, el efecto sobre el ablandamiento del fruto fue
escaso (Brummell et al., 1999; Jiménez-Bermudez et al., 2002; Quesada et al., 2009)
o en muchos casos nulo (Brummell y Harpster, 2001; Xiong etal.,, 2005),
probablemente debido el fendmeno d e ablandamiento involucra la participacion de
numerosas enzimas que actian simultinea o secuencialmente sobre los
componentes de la pared celular.

Existen antecedentes en los que la sobreexpresion de un CBM en la pared celular
vegetal se tradujo en un metabolismo alterado de la pared celular (Nardi et al., 2015;
M. A. Perini et al., 2017). La expresion de una proteina con la capacidad de unirse a
carbohidratos, pero carente de actividad hidrolitica sobre los mismos, generaria una
competencia por el sustrato con el resto de las enzimas involucradas en el catabolismo
de la pared celular, provocando una reduccion global de la degradacién de la pared
celular.

El objetivo del trabajo fue utilizar al moédulo de union a carbohidratos de la expansina
dos de Fragaria x ananassa (FaEXPa2) para controlar el fenémeno de ablandamiento
usando Fragaria vesca cv. Hawaii 4 como sistema modelo. Se analizaron distintos
pardmetros de calidad, la actividad expansina y poligalacturonasa en frutos
transgénicos sobreexpresantes de CBM-FaEXP?2.

Materiales y Métodos
Generacion de plantas transgeénicas

Se siguio el disefio descripto por Nardi et al. (2015) en el armado de la construccion
destinada a la sobreexpresion de la proteina recombinante CBM-FaEXP2 en la pared
celular vegetal de Fragaria vesca H4. La secuencia codificante para el péptido transito
se fusiono a la propia del modulo de union a carbohidratos (CBM) en dos reacciones de
PCR consecutivas (PCR1 y PCR2) usando cebadores especificos y un plasmido con el
ADNc completo del gen FaExpa2 como molde (Figura 1). Se utiliz6 el sistema de
recombinacion GateWay® para generar los respectivos clones de entrada y de
expresion con el producto de la PCR2 y reacciones BP y LR estandar, con los plasmidos
pDONR221 y pK7WG2D respectivamente. El vector binario pK7WG2D tiene un gen de

93



% | Congreso Argentino de Biologia y Tecnologia Poscosecha )
j:' IX Jornada Argentina de Biologia y Tecnologia Poscosecha ﬁ&\
— e e 7

resistencia al antibiético kanamicina y el gen de la proteina fluorescente verde (GFP)
como marcadores de seleccion y, el promotor 35S del virus del mosaico del coliflor
(P35S-CaMV) para dirigir la expresion del gen de interés.

El constructo pK7WG2D[CBM-FaEXP2], fue utllizado para transformar células
competentes de Agrobacterium tumefaciens cepa GV3101, con las cuales se infectaron
explantos de hoja de F. vesca H4 (PI551572) mediante co-cultivo y finalmente se
regeneraron plantas transformadas por medio del cultivo “in vitro” de los tejidos
transformados, siguiendo el protocolo descripto en Zhang et al. (2014).

Cebadores utilizados en la reaccién PCR1:

o Cebador 1F: 5’-ggggacaagtttigtacaaaaaagcaggcttaatggcttttacttcatgcttg-3’;
o Cebador 1R: 5’-tgcccgttgattgtgaatctg atggcataggtgcectctga-3'.

Cebadores utilizados en la reaccion PCR2:

o Cebador 2F: producto de PCR1;
. Cebador 2R: 5’-ggggaccactttgtacaagaaagctgggtactagaattgaccgcctgaaaacgt-3'.

I PCR1 : | PCR2 |
A |7 i
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| 1
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1 1
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Figura 1. Armado de la construccion

Clasificacion de los frutos

El cultivar F. vesca H4 presenta frutos que no desarrollan el color rojo caracteristico de
la mayoria de las variedades de frutilla durante la maduracién, permaneciendo blancos
durante el proceso de maduracion. Se distinguieron 5 estadios de madurez fisiolégica
(Figura 2), en funcién de distintas caracteristicas morfologicas de los frutos.

Chequeos moleculares

El chequeo de la transgénesis se realizé por medio RT-PCR a punto final. Se extrajo
ARNmM de frutos de F. vesca H4 en E3, tanto tipo salvaje (WT) como de los 7 eventos
de transformacién, utilizando el protocolo del CTAB modificado (Amaya et al., 2016). El
ADNcopia se genero utilizando la transcriptasa reversa MMLV de Promega®, siguiendo
las especificaciones del fabricante. Se utilizé un par de cebadores especificos para el
gen de endoxilanasa como control enddgeno y, cebadores especificos para el transgen
para confirmar la transgénesis.
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Firmeza del fruto

La firmeza se evalud utilizando un Texturbmetro TX.TAplus, Stable Micro System
Texture Technologies®, Scarsdale, NY, equipado con una sonda Perspex cilindrica de
25 mm de diametro (cédigo: P/25P) y una celda de carga de 30 kg (PL/CEL/30). Se
realizé un ensayo de compresion, midiéndose la fuerza maxima en gr necesaria para
generar una deformacion del fruto de 0,5 mm. Se usaron las siguientes condiciones:
modo del ensayo: compresion; velocidad pre-ensayo: 0,25 mm s; velocidad durante el
ensayo: 0,25 mm st; velocidad post-test: 10 mm s*. Se midi6 la firmeza de 10 frutos de
cada evento de transformacion por estadio de madurez fisiologica.

Contenido de azlcares solubles en alcohol

Se hicieron extractos etandlicos de frutos tipo salvaje y de tres eventos transgénicos
(CBM3, CBM4 y CBM5), en tres estadios de madurez (E3, E4 y E5). Frutos congelados
se molieron en nitrégeno liquido, luego 1 g del polvo resultante se resuspendié en 6 mL
de etanol absoluto. La mezcla se homogeneizd, se centrifugdé a 10.000 x g durante 10
min a 4 °C y se diluyé 1 mL del sobrenadante a 5 mL finales con agua destilada. El
contenido de azlcares totales se determind por el método de antrona, usando glucosa
como patron de referencia. Las medidas se realizaron por triplicado y los resultados se
expresaron como g de glucosa por kg de fruto.

Aislamiento de polisacaridos de la pared celular

Se analizé el contenido de pared celular en frutos de F. vesca H4 tipo salvaje y de tres
eventos transgénicos (CBM3, CBM4 y CBM5), en cuatro estadios de madurez (E2, E3,
E4 y E5). Los polisacaridos totales de pared celular se obtuvieron como residuo
insoluble en alcohol (RIA) de acuerdo con dAMOUR et al. (1993). Los resultados se
expresaron como mg de RIA cada 100 mg de tejido.

Medida de actividad expansina total

Se midi6 la actividad expansina total en frutos de F. vesca H4 tipo salvaje y de tres
eventos de transformacion (CBM3, CBM4 y CBM5) en tres estadios de madurez (E3,
E4 y Eb). Los extractos proteicos y la determinacion de la actividad expansina se
realizaron de acuerdo con lo descrito en Perini et al. (2017).

Medida de actividad poligalacturonasa (PG)

Se midi6 la actividad PG en frutos de F. vesca H4 tipo salvaje y de 3 eventos de
transformacion (CBM3, CBM4 y CBM5) en tres estadios de madurez (E3, E4 y E5). La
metodologia utilizada se adaptd a la descripta por Nogata et al. (1993). Se preparé una
mezcla de reaccién conteniendo 350 uL de acido poligalacturédnico (0,3% p/v) disuelto
en buffer acetato de sodio/acido acético 0,05 M (pH 6,0), 350 pL de buffer acetato de
sodio/acido acético 0,05 M (pH 6,0) y 700 uL de extracto proteico. La cinética se llevo a
cabo a 37 °C, tomandose alicuotas a las 0, 6, 12 y 24 h. El contenido de &cido
galacturonico liberado se determind siguiendo el protocolo descripto en Diaz et al.
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(2007). Se realizé una curva de calibracion utilizando cantidades variables de &cido
galacturénico 1 mM (Fluka). La actividad PG se expres6 como nmol de &cido
galacturénico liberado por min y por kg de fruto.

Analisis Estadistico

Todos los resultados se analizaron mediante ANOVA por estadio de madurez
fisiologica. En todos los casos las medias de los eventos transformados se compararon
contra la media de frutos tipo salvaje mediante un test de Dunnett (p<0,05).

Resultados y Discusién
Generacion de Plantas Transgénicas y chequeos moleculares

Se consigui6 regenerar siete eventos de transformacion independientes a partir del
cultivo in-vitro de tejidos, nombrados arbitrariamente CBM1 a CBM7. De acuerdo con
los chequeos moleculares, todos los eventos resultaron ser transgeénicos (Figura 2). Los
mismos se propagaron por clonacién mediante repique de estolones. Se eligieron los
eventos CBM3, CBM4 y CBM5 para realizar las caracterizaciones de los frutos.

Figura 2. Chequeos Moleculares por RT-PCR. A) Gen FvXyn (control endégeno).
B) Transgen. WT: frutos tipo salvaje; CBM1-CBM?7: frutos de eventos transformados;
C(-): control de PCR.

Estadios de Madurez Fisiol6gica

No se observaron diferencias morfologicas entre frutos transgénicos y tipo salvaje. Los
frutos se clasificaron en 5 estadios de madurez, numerados en forma arbitraria del 1 al
5 (E1 a E5) siguiendo el desarrollo del fruto (Figura 3). E1 se caracterizd por un fruto
pequefio aun verde con los aquenios en contacto entre si. En E2 comienza a perderse
el color verde y se distingue una pequefia separacion entre los aquenios. En E3 se
denota un incremento en el tamafio del fruto, no se aprecia color verde, los aguenios se
encuentran separados, pero aun no toman el color pardo caracteristico de los estadios
sucesivos. En E4 el fruto adquiere el tamario final, al igual que el color de los aquenios.
E5 se caracteriza por el color pardo de los frutos, indicio del comienzo de su
descomposicion.
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Figura 3. Estadios de madurez fisiologica.

Firmeza

El cultivar se caracterizd por presentar frutos blandos. Comparados con frutos de
Fragaria x ananassa la firmeza medida en F. vesca H4 se encuentra casi un orden de
magnitud por debajo de los valores esperados para la variedad comercial. Se observo
una disminucién progresiva en la firmeza con el avance de la maduracion, siendo la
disminucion entre E2 y E3 la de mayor relevancia (Figura 4). En lo que respecta a los
eventos transformados, no se observaron diferencias significativas en la firmeza de
los frutos transgénicos comparados con los frutos tipo salvaje ni E2 ni en E5, pero si
se encontraron diferencias significativas en E3 y E4 (Figura 4). Para el E3, los tres
eventos analizados presentan una firmeza mayor a la de los frutos tipo salvaje,
mientras que en E4 la diferencia se mantiene para los eventos CBM3 y CBM4, pero
deja de observarse en el evento CBM5. Resultados similares se obtuvieron en tomates
transgénicos (S. lycopersicum cv. Ailsa Craig) sobreexpresantes del CBM de la
expansina 1 de tomate (SIEXPal; Perini et al., 2017).
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Figura 4. Firmeza en g de frutos en distintos estadios de madurez fisioldgica en
planta. WT: frutos tipo salvaje; CBM3 a CBM5 frutos de eventos transformados; E2,
E3, E4 y E5: estadios de madurez. Asteriscos (*) indican diferencias significativas
con el tipo salvaje.

Contenido de pared como residuo insoluble en alcohol

No se observaron diferencias en los perfiles de RIA de los distintos eventos
analizados. Hay una caida pronunciada en el contenido de RIA entre E2 y E3, para
luego mantenerse hasta el final de la maduracion, a excepcion del evento CBMS5,
donde también se verifica un descenso en el contenido de RIA entre E3 y E4 (Figura
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5A). Para la mayoria de los eventos, no se observan diferencias en el contenido de
RIA correspondiente a los tres ultimos estadios de madurez (E3, E4 y E5). En lo que
respecta a la comparacion del contenido de RIA de los eventos transgénicos con el
tipo salvaje por estadio, sélo se observaron diferencias significativas en frutos del
evento CBM5 en E3, siendo el contenido de RIA mayor que el de los frutos tipo salvaje
(Figura 5A). Si bien no se observaron diferencias significativas en el contenido de RIA
en E2, E4 y E5 entre ninguno de los eventos transformados y tipo salvaje, cabe
destacar que en los estadios dos, tres y cuatro (E2, E3 y E4) existe una tendencia a
un mayor contenido RIA para la mayoria de los eventos transformados (Figura 5A).

Azlcares totales

Al comparar el contenido de azucares de los distintos eventos transgénicos con los
frutos tipo salvaje en cada estadio, se observaron diferencias significativas en todos
los casos, al menos en uno de los eventos transgénicos (Figura 5B). En E3 todos los
eventos transgénicos presentaron un menor contenido de azucares totales que los
frutos tipo salvaje (Figura 5B). En E4, se observo la misma tendencia, a excepcion del
evento CBM3, que a pesar de tener una media menor a la de los frutos tipo salvaje,
no presentd diferencia estadistica con el control sin transformar. En E5, sélo se
observaron diferencias significativas en el evento CBM5, con un contenido de
azucares mayor al de los frutos tipo salvaje.
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Figura 5. A) Residuos insolubles en alcohol (mg RIA /100 mg tejido). B) AzUcares
totales
(g Glucosa/kg Fruto). WT: Frutos tipo salvaje; CBM3, CBM4 y CBM5 eventos
transformados; E3, E4 y E5: estadios de madurez. Asteriscos (*) indican diferencias
significativas con el WT.

Actividades expansina y poligalacturonasa (PG) totales

En lo que respecta a la actividad expansina especifica total, en todos los casos
analizados se observé un aumento de la actividad con la maduracion del fruto. Al
comparar por estadio la actividad expansina determinada en los frutos transgénicos
con la propia de los frutos tipo salvaje, en E3 soOlo se observaron diferencias
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significativas en la actividad determinada en el evento CBM5, siendo esta menor a la
observada en frutos tipo salvaje (Figura 6A). En E4 y E5, en cambio, todos los frutos
provenientes de eventos transgénicos presentaron una menor actividad expansina
especifica que en los frutos tipo salvaje, siendo la diferencia en todos los casos
estadisticamente significativa (Figura 6A).

En cuanto a la actividad PG total, se observé un aumento de la actividad entre los
ultimos estadios de madurez (E4-E5) en frutos tipo salvaje (Figura 6B). Ninguno de
los perfiles observados en los eventos transgénicos coincidio con el observado en los
frutos tipo salvaje. En el evento CBM3 se observo una continua disminucion en la
actividad PG con la maduracién, mientras que en los eventos CBM4 y CBM5 no se
observaron diferencias en la actividad PG en ninguno de los estadios de madurez en
estudio. Al comparar la actividad de los eventos transgénicos con la observada en
frutos tipo salvaje por estadio de madurez, en todos los estadios la actividad en los
eventos transgénicos resulto ser inferior a la medida en los frutos tipo salvaje, siendo
la diferencia estadisticamente significativa en la mayoria de los casos (Figura 6B).

Para ambas enzimas se observdO una menor actividad frutos de los eventos
transgénicos que en los frutos tipo salvaje. Los resultados concuerdan con lo descripto
en Nardi et al., 2015, donde la sobreexpresion de un CBM de expansina en la pared
celular de Arabidopsis thaliana se tradujo en una menor actividad de algunas de las
enzimas del catabolismo de la pared celular vegetal.
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Figura 6. A) Actividad expansina especifica (umsmLesmin-temg?). B) Actividad PG

(nmoles*AGemin-tekg™?). WT: frutos tipo salvaje; CBM3, CBM4 y CBM5 frutos de

eventos transformados; E3, E4 y E5: estadios de madurez. Asteriscos (*) indican
diferencia estadistica al tipo salvaje.

Conclusiones

No se observaron cambios macroscopicos en el fenotipo de los frutos transgénicos al
compararlos con los frutos tipo salvaje, pero si se observé una mayor firmeza, una
leve tendencia hacia un mayor contenido en pared celular, menor contenido de
azlucares solubles en alcohol y menor actividad tanto expansina como
poligalacturonasa, dando indicios de un metabolismo alterado de la pared celular
vegetal. En su conjunto los resultados indican que la sobreexpresion en la pared
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celular de un CBM carente de actividad hidrdlitica sobre carbohidratos, tiene potencial
como estrategia para controlar el ablandamiento en frutilla.
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Estudio de las propiedades superficiales del arandano. Analisis de la
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Resumen

La conservacion de alimentos mediante el empleo de recubrimientos comestibles
depende de la homogeneidad, continuidad y adherencia del recubrimiento sobre el
producto que protege y estos pardmetros estan intimamente ligados a las propiedades
superficiales de ambos materiales. Las soluciones de hidrocoloides empleadas para el
recubrimiento de alimentos, deben ser capaces de “mojar’ y dispersarse
uniformemente. La cobertura formada, debe poseer la adhesividad y cohesion
necesarias para formar una pelicula continua de espesor suficiente que garantice la
proteccién mecanica y caracteristicas de permeabilidad requeridas por el fruto. La
mojabilidad de la cascara del fruto y sus propiedades superficiales, pueden ser
estudiados a través de estudios de angulo de contacto. El objetivo del presente trabajo,
fue estudiar las propiedades superficiales del ardndano y de las soluciones formadoras
de peliculas de almidén, con y sin la adicién de acido esteéarico y Tween 80. La Teoria
de Zisman se utilizo para calcular la tension superficial critica de la cdscara de los frutos,
y a partir de la Teoria Termodinamica, se calcularon las componentes polares,
dispersas y la tension superficial del sélido. Ademas, se formularon soluciones de
almidén con el agregado de diferentes cantidades de tensioactivo y acido esteérico y se
calculé el trabajo de adhesion, cohesion y la mojabilidad entre las soluciones
formadoras de peliculas y la superficie del fruto. Los resultados indican que la superficie
de los ardndanos poseen caracteristicas hidrofobicas debido a la presencia de las ceras
gue recubren al fruto (bloom), con un valor de la componente dispersa de 21,09 mN/m.
Se observé una disminucion del trabajo de cohesion de las soluciones a medida que
aumentaba la concentracion de surfactante y acido estearico, desde 130,17 mN/m a
79,52 mN/m. Ademas, se registré una disminucion del trabajo de adhesion de 72,22
mN/m a 46,39 mN/m. La disminucion de la tension superficial produjo un aumento de la
mojabilidad por parte de las soluciones desde -58,12 mN/m a -30,31 mN/m, lo que
condujo a peliculas con una distribucion homogénea del recubrimiento sobre la
superficie de la fruta pero con menor espesor. El estudio de las propiedades
superficiales de los arandanos y de las soluciones empleadas para realizar los
recubrimientos, permitid conocer los parametros a tener en cuenta para obtener un
recubrimiento homogéneo y completo del fruto bajo estudio.

Palabras clave: arandanos, propiedades superficiales, trabajo de adhesion y
cohesiéon, mojabilidad.
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Introduccién

Las frutas y verduras, al ser cosechadas, mantienen sus funciones biolégicas hasta el
momento en que se consumen o son tratadas para su conservacion. El control de la
respiracion de los tejidos vivos mejora la capacidad de almacenamiento y prolonga la
vida util de los productos frescos, haciendo que los tejidos vegetales disminuyan su
senescencia y degradacion (Brecht y col., 2004).

El arAndano es una fruta rica en vitamina C, fibra, potasio, hierro y calcio, cuyo
consumo potencia el sistema inmunoldgico, protege el rendimiento del cerebro, reduce
el riesgo de contraer Parkinson y desarrollar diabetes tipo 2, entre otros beneficios
(Paniagua y col., 2014). Por tratarse de una fruta climatérica con una alta velocidad
de deterioro, las condiciones de conservacion son estrictas y de costoso
mantenimiento, es asi que se recomienda su almacenamiento a 0°C y 90-95% de
humedad relativa (Paniagua y col., 2014).

La utilizacion de tecnologias postcosecha, tales como los recubrimientos comestibles,
tienen por objeto prolongar la vida util de productos frescos o0 minimamente
procesados, y protegerlos de los efectos medioambientales nocivos (Kester y
Fennema, 1986). Los recubrimientos comestibles han demostrado la capacidad de
mejorar la calidad de los alimentos y reducir la velocidad de deterioro de productos
frescos, mediante la regulacion de la transferencia de humedad, oxigeno, diéxido de
carbono, aromas, etc. Ademas, también se pueden utilizar en frutas y verduras
procesadas para mejorar la integridad estructural frente a temperaturas de
congelamiento, previniendo la absorcion de la humedad y la oxidacién (Baker y col.,
1994; Baldwin y Baker, 2002; Olivas y Barbosa-Canovas 2005).

Las frutas o verduras se recubren generalmente por inmersion o aspersion con una
amplia gama de materiales comestibles, de manera de formar membrana
semipermeable, alrededor de la fruta, que controla el intercambio gaseoso con el
medio, reduciendo la tasa respiratoria y generando una microatmdésfera modificada
gue limita el crecimiento microbiano (Thompson 2003).

La proteccién de los ardndanos, y alimentos en general, mediante recubrimiento
comestibles depende del control de las propiedades superficiales de las soluciones
del recubrimiento, lo que afecta la adhesion y el grosor de la pelicula (Park, 2002). De
hecho, el espesor de los recubrimientos comestibles afecta directamente las
propiedades biolégicas y la vida util de los arandanos (Israelachvili, 1992). La energia
superficial del epicarpio de arandano puede obtenerse utilizando diferentes métodos.
Todos ellos se basan en mediciones de angulo de contacto entre superficie
liguido/vapor y el epicarpio de arandano de diferentes liquidos de prueba de tension
superficial conocida (Etzler, 2006). Los principales métodos utilizados son el de
Zisman (Fox y Zisman, 1950) y la teoria propuesta por Fowkes (1963).

Se han realizado diferentes estudios sobre la aplicacion de recubrimiento de
arandanos empleando films a base de almidoén, hidroxipropilmetilcelulosa, quitosano,
alginato y caseinato, entre otros. La incorporacion de este tipo de materiales, ha
afectado positivamente a la conservacion de la fruta, mejorando los tiempos de
conservacion (Duan y col., 2011; Osorio y col., 2011; Yan y col., 2014). A su vez, la
incorporacion de sustancias tensioactivas, tales como el Tween, permiten regular la
tension superficial de las soluciones empleadas para formular los recubrimientos y de
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esta manera, mejorar los parametros de adhesion y la mojabilidad de los frutos. El
objetivo del presente trabajo, fue estudiar las propiedades superficiales del arandano y
de las soluciones formadoras de peliculas a base de almidén de maiz, con y sin la
adicion de acido estearico y Tween 80.

Materiales y Métodos
Soluciones formadoras de peliculas.
Se trabajo con las siguientes soluciones:

Soluciones control: Se formularon soluciones de almidon de maiz (Maizena,
UNILEVER, Argentina) al 5% plastificado con glicerol (Biopack) al 20%.

Solucioén A: Se formularon soluciones de almidon de maiz al 5% plastificado con glicerol
al 20% y Tween 80 (Biopack) al 10% (p/pamidén).

Solucién B: Se formularon soluciones de almidén de maiz al 5% plastificado con glicerol
al 20% y Tween 80 al 20% (p/pamidsn).

Solucién C: Se formularon soluciones de almidén de maiz al 5% plastificado con glicerol
al 20%, Tween 80 al 10% (p/pamidén) y acido estearico al 10% (p/paimiden).

Solucion D: Se formularon soluciones de almidon de maiz al 5% plastificado con glicerol
al 20%, Tween 80 al 20% (p/pamidsn) Yy acido estearico al 10% (p/paimiden).

Finalizada la dispersion de los componentes, se llevé a cabo la gelatinizacién del
almidon a 85°C durante 10 minutos. Luego, las mezclas se sometieron a
homogeneizacion a 30.000 rpm durante 1minuto.

Determinacion de la tensién superficial de las soluciones formadoras de pelicula.

La misma, se realizé a 20°C, mediante el empleo del método del anillo de Dunoy. Cada
solucion se analizo diez veces.

Materia prima.

Se emplearon arandanos de la variedad “Carsol”’. Los mismos fueron donados por la
empresa Extraberry S.A., ubicada en la Ciudad de Métan, Salta. Los arandanos fueron
cosechados y sometidos a los criterios de seleccién de la empresa y transportados al
laboratorio, donde se realizaron los analisis al dia siguiente.

Determinacion de propiedades superficiales del epicardio de arandanos.

La determinacion de la tension superficial se realizd mediante la medicion de los angulos
de contacto formados por varios liquidos de prueba sobre la superficie bajo estudio. La
energia superficial del sélido esta entonces relacionada a las tensiones superficiales de
los liquidos y los angulos de contacto formados. Segun Zisman (1964), en los sistemas
gue tienen una tension superficial inferior a 100 mN/m (energia superficial baja), el
angulo de contacto formado por una gota de liquido sobre una superficie sélida sera
una funcion de lineal de la tension superficial del liquido, yLv, (donde V es aire saturado
con el vapor del liquido, L). Este método utiliza una estimacién de la tension superficial
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critica de la superficie del sélido estudiado, por extrapolacién a partir de la curva de
Zisman. La tension superficial critica (yc), es una medida de la energia superficial del
sélido, que indica que liquidos (yLv < yc) son capaces de extenderse sobre la superficie
de un soélido, como un fina capa continua, y que liquidos no son capaces de hacerlo (yLv
> yc). Es importante indicar que yc no es igual a la energia superficial (ysv), porque yst,
no necesariamente es igual a 0, cuando el angulo 6 es cero.

La tension superficial critica, esta definida como:
Ye =limy,,; 6-0 €Y

Si consideramos una superficie sélida, en ausencia de esfuerzos elasticos, el andlisis
termodinamico de la interface indica que el equilibrio formado por el angulo 8 de una
gota de un liquido puro depositado sobre la misma, debe satisfacer la ecuacion de
Young. Cuando un liquido de tension superficial conocida, esta en equilibrio estéatico
con la superficie de un sdlido, la relacion entre las tensiones superficiales es:

Ys = Vs, Ty, cosf (2)

Donde ys es la tension superficial del sustrato sélido, yL es la tension superficial del
liquido y ysL es la tension interfacial entre el liquido y el sélido. La afinidad entre las
fases aumenta a medida que las fuerzas de atraccion entre diferentes fases (fuerzas de
adhesién) se hacen mayores que las fuerzas de atraccion entre las moléculas de la
misma fase (fuerzas de cohesién). El trabajo de adhesion (Wa) se define como la
energia por unidad de area necesaria para separar dos fases y es igual y de signo
contrario a la energia por unidad de éarea liberada cuando se forma la interfase. El
trabajo de cohesion (Wc) para una sustancia pura es la energia por unidad de area
necesaria para producir dos superficies nuevas que contienen las mismas moléculas.
El aumento de la superficie es un proceso termodinamicamente desfavorable, por lo
tanto esta acompafado de un aumento de energia de Gibbs equivalente al trabajo que
se debe entregar al sistema para generar ese incremento de area.

El angulo de contacto de un liquido sobre una superficie esta relacionado con el trabajo
de adhesién y puede ser calculado con la siguiente ecuacion:

Wa =y,.(1+ cos9) 3

Las componentes polares (y.P) y dispersas (,.¢) de la tension superficial de un liquido
puro son conocidas, y el angulo de contacto (0) entre la superficie del solido y el liquido
puede determinarse. Las interacciones existentes pueden describirse en términos del
trabajo de adhesion (Wa):

Wa=W2+WP o Wa= 2-<\/st-YLd + \/Vsp-hp> )

Donde Wa' y W4 son las fuerzas dispersas de London y las fuerzas polares
(interacciones &acido-base, por ejemplo), respectivamente y ysP y ys® son las
contribuciones polares y dispersas de la superficie del sélido en estudio. Remplazando
en la ecuacion de 12 y reordenando, se obtiene:
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Como se observa, la ecuacion obtenida representa la ecuacion de una recta.
Determinado el angulo de contacto con diferentes liquidos de prueba, se puede calcular

p
. . . . . 1+ 0 .
la variable independiente ];—fi y la variable dependiente ———. YLy a partir de estas,
L d
YL

despejar las componentes polar y dispersa del solido (Clint y Wicks, 2001; Baldan,
2012).

Mojabilidad (Wettability)

Las fuerzas de adhesion promueven que el liquido se propague en una superficie sélida
y las fuerzas de cohesion promueven su contraccion. El comportamiento de
humectacion de las soluciones dependera principalmente del equilibrio entre estas
fuerzas. La humectacion se determina mediante el calculo de los valores del coeficiente
de dispersion (Ws), el trabajo de adhesion (Wa) y el trabajo de cohesién (Wc). El angulo
de contacto de una gota de liquido sobre una superficie sélida se define por el equilibrio
mecanico bajo la accion de tres tensiones interfaciales: sélido-vapor (ysv), solido-liquido
(ysL), y liquido-vapor (yLv). El coeficiente de dispersion “spreading” (Ws) se define con
la ecuacion 15 y solo puede ser negativo o cero.

Ws=Wa—-Wc=vysy —Vv — ¥s1 (6)
Y Wa y Wc, pueden calcularse a partir de:
Wa =y +vsy — Vs, =7.-(1+cos6) (7)
WC = Z'VLV (8)

El estudio de las propiedades superficiales del ardndano, se realiz6 mediante la
medicion del &ngulo de contacto entre diferentes liquidos de prueba y la superficie de
los arandanos (Tabla 1).

Tabla 2. Propiedades superficiales de ardndanos frente a diferentes liquidos

Tension superficial Componente dispersa Componente polar

(mN/m) (mN/m) (mN/M)
Etilenglicol 48.3 29.3 19
Glicerol 63.4 37.1 26.3
Formamida 58.2 32.2 26
Dimetilsulfoxido 44 36 8
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La determinacion del angulo de contacto se realizO con un goniémetro Standard
Goniometer with DROP image standard, model 200-00, Ramé-Hart Instrument Co. La
determinacioén de la tensién superficial critica, las componentes polares y dispersas y la
tensién superficial del epicardio de los arandanos, se obtuvieron a partir de las
ecuaciones 1,y 5.

Los trabajos de adhesion y cohesion y la mojabilidad o coeficiente de dispersion del
sistema, se obtuvieron a partir de las ecuaciones 6, 7 y 8.

Resultados y Discusion
Tension superficial de las soluciones formadoras de peliculas.

En la Tabla 2, se observan las tensiones superficiales de las soluciones formadoras
de peliculas obtenidas, empleando el método del anillo de Dunoy. Los resultados
indican, que la incorporacion de Tween 80, produce una disminucion de la tension
superficial de las soluciones formadoras de peliculas. En cambio, la incorporaciéon de
acido esteérico, no produce una disminucion de la tension superficial. Similares
resultados, fueron obtenidos por Skurtys et al, 2011, en soluciones de formuladas a
partir de quitosano y Tween 20.

Tabla 3. Tension superficial de las soluciones formadoras de peliculas

Tension superficial
(mN/m)
Control 65.42 £0.77
Solucion A 43.36 +0.78
Solucion B 41.89 +0.15
Solucién C 39.92 +0.55
Solucion D 39.67 £0.39

Muestras

Tension superficial critica.

La tension superficial critica, se calcul6 a partir de las medidas de angulo de contacto
formado entre la superficie del ardndano y los liquidos de prueba mencionados en la
Tabla 1. En la Figura 1, se observan los resultados obtenidos y a partir de la ecuacion
1, se calculd la tension superficial critica.
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Figura 1. Grafico de Zisman

La Tension superficial critica del arandano es de 22,25 mN/m (<100 mN/m, sistemas
de baja energia), similar a la que poseen otros frutos de caracteristicas similares,
como naranjas y pomelos (Hagenmaier y Baker; 1993; Aranberri-Askargorta et al.,
2003) y en el mismo orden a los obtenidos para arandanos por Skurtys et al. (2011).

Componentes polares, dispersas y tension superficial de la superficie de los
arandanos.

A partir de los angulos de contacto formados por los liquidos de prueba y aplicacion
de la Ecuacion 5, se obtuvieron los parametros superficiales de los epicardios de los
arandanos. Los resultados muestran una Componente dispersa = 21.09 mN/m;
Componente polar = 2.22 mN/m; Tension superficial = 23.31mN/m. La tension
superficial, es similar a la obtenida por el método de Zisman. Esto indica que ambas
metodologias empleadas resultan apropiadas y que la superficie de los arandanos
posee caracteristicas hidrofébicas, debido a la presencia de ceras que recubren al
fruto. Por lo tanto se espera que la superficie de la fruta interactie mejor con
soluciones que posean caracteristicas apolares.

Mojabilidad de las soluciones formadoras de peliculas de la superficie de los
arandanos.

A partir de las medidas de angulo de contacto formado entre los frutos y las soluciones
estudiadas, las tensiones superficiales calculadas y las ecuaciones 6, 7 y 8, se calculd
el trabajo de adhesion, el trabajo cohesién y la mojabilidad o coeficiente de dispersion.
Los resultados obtenidos, se observan en la Figura 2.
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Trabajo de adhesion, cohesion y mojabilidad
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Figura 2. Trabajo de adhesion, trabajo de cohesion y mojabilidad

Se observa una disminucién del trabajo de cohesién de las soluciones a medida que
aumenta la concentracion de surfactante y de acido esteérico. Este comportamiento,
se debe a que tanto el surfactante como el acido estearico, se intercalan dentro de la
matriz de almidén, disminuyendo la interaccion entre las cadenas poliméricas.

Se registra una disminucion del trabajo de adhesién con la incorporacion de los
aditivos, los cuales producen una caida del angulo de contacto y de su capacidad de
adherirse a la superficie sélida.

El aumento de la concentracion de Tween 80 produce un aumento (disminucion valor
absoluto) de la mojabilidad. Esto se debe a la perdida de cohesividad y a una mayor
compatibilidad entre las componentes dispersas y polares de la solucion formadora
de pelicula y la superficie de la fruta.

Conclusiones

Se estudiaron las caracteristicas superficiales de los arAndanos, mediante medidas
de &ngulo de contacto. Las caracteristicas apolares del epicardio del fruto indican una
mejor interaccion con soluciones que posean caracteristicas hidrofébicas. El agregado
de tensioactivo y acido esteédrico produce una disminucion de la tensién superficial y
un aumento de la mojabilidad por parte de las soluciones, lo que conduce a una
distribucion mas homogénea del recubrimiento sobre la superficie de la fruta pero con
menor espesor final de la pelicula formada.
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Resumen

Dentro de los factores de calidad de frutas y hortalizas destinados al consumo en
fresco, la textura es uno de los principales atributos de aceptabilidad a tener en cuenta.
En berenjena esta propiedad determina en gran medida su calidad y capacidad de
almacenamiento. El objetivo del presente trabajo fue evaluar la incidencia del estado
de crecimiento y la estacion de cosecha sobre la microestructura y textura del tejido
de berenjena. Se trabajé con berenjenas violetas cosechadas en tres tamafos
(longitud) diferentes: baby (E1, 9 cm), comercial (E2, 17 cm) y avanzado (E3, 21 cm).
Los frutos se obtuvieron en tres estaciones consecutivas de cosecha dentro del ciclo
anual de produccion: primavera (P), verano (V) y otofio (O). Se analizaron la tasa de
crecimiento, materia seca, microestructura del tejido epidérmico y endocarpico
(microscopia 6ptica), grosor de la cuticula, y firmeza (texturometro). Los frutos
cosechados en O tuvieron un prolongado periodo de crecimiento y un incremento del
contenido de materia seca con el desarrollo, respecto de los cosechados en Py V. El
tejido resulté compacto en E1, respecto de los estados E2 y E3 que mostraron células
mas alargadas, con ramificaciones, espacios intercelulares y un tejido esponjoso
caracteristico de la pulpa de berenjena. Si bien la estacién de cosecha no afect6 la
microestructura de los frutos E1, se observé una evidente desorganizacion, pérdida
de turgencia e integridad del endocarpo en frutos de los estados E2 y E3 cosechados
en O debido probablemente a la sensibilidad al dafio por frio en los frutos crecidos a
bajas temperaturas en esta estacion. El espesor de la cuticula se triplico y duplicé en
los frutos entre los estados E1 y E2 para las estaciones P y V, respectivamente, y se
mantuvo sin cambios en O; mientras que no se hallaron posteriores modificaciones
entre los E2 y E3 para cada estacion de cosecha. Como era de esperar, la firmeza
disminuy6 un 33% entre frutos E1 y E3 en la estacion P, lo que puede relacionarse
con una mayor presencia de espacios intercelulares que crearian un tejido menos
compacto, mas aireado y con ello mas blando. Por el contrario, la firmeza
practicamente no vario en frutos cosechados en V y se incrementd un 60% en aquéllos
cosechados en O. Este ultimo resultado no se relacion6 con la variacién en el espesor
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de cuticula pero se condice con las caracteristicas de la microestructura registrada,
donde se observo un tejido aireado pero seco y presencia de células poco turgentes,
deformadas y desorganizadas. En virtud de estos resultados, la estacién de cosecha
y el estado de crecimiento fueron determinantes en la microestructura del tejido y la
firmeza de los frutos de berenjena. Las alteraciones de firmeza no estuvieron
relacionadas con el espesor de cuticula, sino mas bien con la desorganizacion celular
del tejido.

Palabras clave: berenjena, calidad, textura, microscopia.

Introduccion

La berenjena es una planta tropical o sub-tropical con un ciclo de produccion anual.
Requiere climas calidos para su crecimiento, siendo el rango de temperatura optima
para el cuajado de 16-25 °C (Sun et al., 1990). Se planta en general en invierno y la
cosecha comienza luego de 3 meses y se extiende en las estaciones siguientes
(primavera-P, verano-V y otoiio-O). Durante su ciclo productivo la planta posee un
crecimiento vegetativo, etapas sucesivas de floracién y posterior produccion de frutos
gue se suceden escalonadamente, por lo que tanto la asimilacién como distribucion
de nutrientes se ve modificada. Los frutos se cosechan generalmente cuando han
alcanzado un 80 % de su tamafio final, en estado inmaduro (Sun et al., 1990); aunque
actualmente existe una nueva tendencia del consumo de frutos baby o crecimiento
reducido, aportandole un valor agregado. Si bien la planta de berenjena produce hasta
el final de su ciclo anual, el agotamiento por una produccion intensiva podria generar
una disminucion en la calidad de los frutos obtenidos en las cosechas tardias y este
aspecto no ha sido estudiado en detalle en berenjena. Por otro lado, el desarrollo del
fruto involucra cambios en la anatomia celular. En los frutos carnosos, como lo es la
berenjena, el tejido se distribuye en varias secciones anatomicas, como la epidermis
(cuticula y primeras lineas de las células) y el pericarpio formado por exocarpo o
epicarpo (externo), mesocarpo (parte media) y endocarpo (parte del tejido que va
hacia el centro del fruto). Las caracteristicas anatomicas y factores estructurales del
tejido como la presion de turgencia, la presencia de cuticula, la rigidez de la pared
celular, el arreglo y empaquetamiento celular, entre otros, contribuyen a las
propiedades texturales del fruto que a su vez influyen sobre la aceptabilidad, la calidad
y la capacidad de conservacion (Waldron et al., 1997). En mango y tomate, se observé
un engrosamiento de la cuticula debido a una acumulacion de cutina y ceras durante
el crecimiento del fruto (Baker et al., 1982; Petit-Jiménez et al., 2007). De aqui que
caracterizar la anatomia de frutos en diferente estado de desarrollo obtenidos en
sucesivas estaciones de cosecha resultaria Gtil para entender su relacion con los
cambios en la textura y calidad de los mismos. Asi, el objetivo de nuestro trabajo fue
estudiar la incidencia del estado de crecimiento y la estacion de cosecha (primavera,
verano y otofio) sobre la microestructura y textura del tejido de berenjena violeta.
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Materiales y métodos

Material vegetal: berenjenas violetas (Solanum melongena L.) cv. Monarca producidas
en invernaderos de La Plata (Buenos Aires, Argentina) se cosecharon en tres tamafos
(longitud) diferentes: baby o Estado 1 (E1, 0.09 m), comercial o Estado 2 (E2, 0.17 m)
y avanzada o Estado 3 (E3, 0.21 m). Los frutos se cosecharon durante tres estaciones
a lo largo de su ciclo productivo: primavera (noviembre-diciembre 2015), verano
(febrero-marzo 2016) y otofio (abril-mayo 2016). El rango de temperatura ambiente
fue de 14-26 °C, 14-25 °C y 5-15 °C en primavera, verano y otofio, respectivamente.
Se midieron los dias necesarios luego del cuajado del fruto, days after fruit set (DAFS),
para alcanzar los E1, E2 y E3. Treinta frutos de cada estado y estacion de cosecha se
cosecharon y transportaron al laboratorio, para ser analizados.

Materia seca: se cortaron cubos de 2 g se secaron a 105 °C en estufa hasta peso
constante. Se midieron 15 frutos por cada estado y estacion de cosecha. Los
resultados se expresaron como porcentaje de peso fresco.

Firmeza del fruto: se evalud en un texturometro (TA.XT2, Scarsdale, NY, USA) con
una sonda de 3 mm (test de ruptura) que comprimio la posicién ecuatorial del fruto por
8 mm a 1 mm/s. Se analizaron diez frutos de cada estado y estacion de cosecha, y
tres mediciones por fruto. Los resultados se expresaron en N/s.

Firmeza de la pulpa: se evalug en el texturometro con una sonda cilindrica de 75 mm
de diametro (Perfil de Analisis de Textura-TPA). Se cortd un cilindro de 2,2 x 0,8 mm
del centro de una rodaja de la zona ecuatorial del fruto que se comprimié un 30% a
0,5 mm/s. Se analizaron diez frutos de cada estado y estacién de cosecha, y tres
mediciones por fruto. Los resultados se expresaron en N/s.

Andlisis micro-estructural por microscopia optica:
Fijacion: rodajas de la zona ecuatorial de frutos distintos fueron cortadas y fijadas con
FAA70 (formol: &cido acético glacial: etanol 70%) hasta su analisis.

Espesor de cuticula y anatomia del tejido epidérmico: se cortaron secciones
longitudinales a mano de la zona mas externa, que incluye a la piel, de las rodajas
fijadas. Para la deteccion de la cuticula se introdujeron los cortes por 15 min en Sudan
IV y luego en etanol 70% por 1 min. Las secciones se montaron en un gel de glicerina.
El color rojo indica la presencia de componentes lipofilicos, en este caso la cuticula.
Se uso6 un microscopio de luz (Gemalux), las imagenes se capturaron con una camara
(Moticam 1000) a una amplitud de 400x y se analizaron mediante el software Image
Plus 2.0. El espesor fue expresado en pm.

Anatomia del tejido endocérpico de la pulpa: secciones periféricas (a partir de unos 8
mm en direccion de la piel hacia el centro) y centrales de la pulpa (“corazén” del fruto)
de las rodajas fijadas fueron cortadas manualmente. Dichas secciones se decoloraron,
lavaron y montaron en gel de glicerina con 80% de safranina. Se usé el mismo
microscopio de luz, camara y analizador de imagenes anterior, y una magnificacion
de 100x.
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Andlisis estadistico: se definié un disefio factorial y los resultados fueron analizados
mediante ANOVA. Las medias fueron comparadas mediante el test LSD de Fisher con
P<0,05 empleando el software INFOSTAT.

Resultados y discusion
Microestructura del tejido epidérmico y endocarpico

La microscopia es una técnica frecuentemente utilizada para describir los tejidos
vegetales. Sin embargo, no se ha estudiado como se ve afectada la microestructura
de la berenjena a lo largo del crecimiento del fruto y asi tener una herramienta que
permita interpretar diferentes respuestas del fruto segun el tamafio. A su vez, no se
conoce como la estacion de cosecha, con sus caracteristicas medioambientales
representativas (la temperatura y la amplitud térmica estacional), puede influir sobre
la microestructura del tejido del fruto en crecimiento. En el presente trabajo, la
microestructura de la pulpa de berenjena se evalué mediante microscopia optica sobre
rodajas de la zona ecuatorial de la fruta, diferenciando en tejido epidérmico: epidermis,
epicarpio y las primeras capas celulares del endocarpio (Fig 1 A-l); y endocérpico:
resto del tejido hasta el centro de la rodaja, al cual dividimos a su vez en dos
secciones: periférica, corresponde al tejido placentario (Fig 2 A-1) y central, es el tejido
mas interno del fruto, en el centro del mismo (Fig 2 J-Q).

Dentro del tejido epidérmico (Fig 1 A-l), la epidermis se constituye de una capa de
células redondeadas, empaquetadas y cubiertas por una cuticula de naturaleza
lipidica; el epicarpio se extiende a través de unas pocas capas celulares adyacentes
y muestra un aspecto compacto; y en las primeras capas del endocarpio se pueden
observar células alargadas de mayor tamafio y con moderados espacios
intercelulares). Sin embargo, las frutas en diferentes etapas del desarrollo pueden
mostrar diferencias microestructurales. En nuestro trabajo, para todas las estaciones
estudiadas, se observo que los frutos del E1 presentaron el menor espesor de cuticula
y una mayor compactacion en las primeras capas de células del endocarpio (Fig 1: A,
D y G). Mientras que, con el avance del desarrollo se observo un incremento del
tamano celular y de los espacios intercelulares. Asi, en el tejido de los frutos E2 y E3
se observd una diferenciacion celular entre el epicarpio y las primeras capas del
endocarpio, en donde las células se tornaron mas alargadas y el tejido menos
compacto (Fig 1: B-C, E-F y H-I).
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Tejido epidérmico
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Figura 1. Imdgenes de microscopia éptica de tejido epidérmico de berenjena en tres
estados de desarrollo: baby o E1 (A, D, G), comercial o E2 (B, E, H) y avanzado o E3

(C, F, ); cosechados en tres estaciones diferentes: primavera (A, B, C), verano (D, E,
F) y otofio (G, H, I). Magnificacion 400x. Tefiidas con Sudan IV.

Primavera

Verano

Otoio

En la estacion de cosecha O no se observé un incremento en el espesor de la cuticula
con el crecimiento del fruto en los estados mas avanzados E2 y E3 (Fig 1: G-H-I), caso
contrario a lo observado tanto para P (Fig 1: A-B-C) como para V (Fig 1: D-E-F), siendo
mas acentuado el incremento en P. A su vez, en la estacion O los frutos presentaron
un menor nimero y mayor tamarfo de células en el epicarpio ya desde el estado inicial,
El, y alo largo de todo el crecimiento respecto a P y V donde fueron similares; como
asi también se observé cierta pérdida de integridad celular. Este proceso se manifesto
por una deformacioén y pérdida de globosidad de las células de las primeras capas del
endocarpio. Asi podemos decir que en la estacion O, se observé un marcado efecto
sobre la microestructura del tejido epidérmico, mientras que en P y V el
comportamiento de los frutos fue muy similar.

Por otro lado, en el tejido endocarpico (Fig 2 A-Q) las células comienzan a
diferenciarse de lo observado en el tejido epidérmico, ya que adquieren un mayor
tamafo y cantidad de espacios intercelulares de tamafos diversos debido a que las
células se encuentran unidas por ramificaciones de longitud variable. Caracteristicas
microestructurales similares fueron descriptas por Puig et al. (2012) para berenjena
de un tamafio comercial. A su vez, independientemente de la estacion de cosechay
del estado de desarrollo, los frutos presentaron un tejido endocarpico periférico (Fig 2
A-l) mas compacto que el central (Fig 2 J-Q), con células mas redondeadas,
ramificaciones mas cortas y espacios intercelulares mas pequefios. Mientras que, con
el crecimiento del fruto, al igual que lo observado para el tejido epidérmico, se observo
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un aumento en el tamafio celular, en la longitud de las ramificaciones y en el tamafio
de los espacios intercelulares, llegando a formar lagunas o camaras aerenquimaticas
en los estados méas avanzados, E2 y E3, en la seccion central del tejido endocérpico
(Fig 2: K-L-N y N-P-Q).

Tejido endocarpico

Seccion periférica Seccion central

El E2 E3 El E2 E3
A B C J L
100_9"‘ 100 pm loiu-m
G
100 pm

Figura 2. Imagenes de microscopia éptica de tejido endocérpico de berenjena
seccionado en periférico (A-l) y central (J-Q) en tres estados de desarrollo: baby o
E1 (A, D,GyJ, M, N), comercialo E2 (B, E,HYK, N, P) yavanzadoo E3 (C, F, |y

L, N, Q); cosechados en tres estaciones diferentes: primavera (A, B, Cy J, K, L),
verano (D, E, Fy M, N, N) y otofio (G, H, I y O, P, Q). Magnificacion 100x. Tefiidas
con Safranina.

Primavera

Verano

ono

Ot

En lo que respecta al efecto de la estacién de cosecha, los frutos cosechados en O
(Fig 2: G, H, 1y O, P, Q) mostraron cierta pérdida de integridad celular, al igual que lo
observado dentro del tejido epidérmico, dando un aspecto de un tejido aireado pero
seco. Este comportamiento resulta similar al trastorno relacionado con un
almacenamiento a baja temperatura observado en los frutos de carozo llamado
leatheriness, en el que se observa un fruto con textura seca y alto grado de
engrosamiento de la pared celular (Luza et al., 1992; Ju et al., 2001). Por otro lado,
los frutos cosechados en P (Fig 2: A-B-C y J-K-L) tuvieron un comportamiento similar
a V (Fig 2: D-E-F y M-N-N), donde mantuvieron la integridad celular, y se evidenci6 un
tejido menos compacto, mas aireado, con largas ramificaciones que se traducen en
grande espacios, dando idea a un tejido mas tierno.
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Tasa de crecimiento y materia seca

Los DAFS necesarios para alcanzar los distintos estados de crecimiento se vieron
afectados por la estacion de cosecha, observandose una disminucion de la velocidad
de crecimiento de los frutos hacia el final del ciclo productivo, otofio (O). En O se
necesité alrededor de 3, 4 y 5 veces el tiempo requerido en las restantes estaciones
para lograr los E1, E2 y E3, respectivamente (Tabla 1). La menor velocidad de
crecimiento en O puede asociarse a que la temperatura ambiente (5-15 °C) se
encontraba en el limite minimo en el que la planta de berenjena se desarrolla con
normalidad (15-25 °C) (Chen y Li, 1996). Asi los frutos cosechados en P y V, donde la
temperatura ambiente fue similar (entre 14 y 26 °C), tardaron 10 DAFS en alcanzar el
E1l, mientras que los cosechados en O demoraron 26 DAFS (Tabla 1). ElI E2 se
alcanzé luego de 16, 20 y 52 DAFS en P, V y O, respectivamente (Tabla 1). En tanto
los frutos tardaron 19, 27 y 62 DAFS en llegar al E3 para las cosechas de P,V y O,
respectivamente (Tabla 1). En concordancia, Leonardi y Giuffrida (2010) observaron
gue berenjenas obtenidas durante los meses de primavera-verano tuvieron una rapida
tasa de crecimiento y alcanzaron rapidamente el tamafio maximo respecto de aquellos
frutos recolectados en otofio-invierno.

El contenido de materia seca varié conforme aumentaba el tamafio del fruto. Asi,
disminuyd en P, se mantuvo constante en V, y aumentd en O (Tabla 1). Cabe recordar
que en O, los frutos presentaron una menor velocidad de crecimiento y por tanto
debieron estar unidos a la planta un periodo de tiempo mas largo para alcanzar los
tamafios mas grandes, E2 y E3, lo que les ha permitido asimilar un mayor nivel de
nutrientes y con ello alcanzar los mayores valores de materia seca.

Espesor de la cuticula

La cuticula se extiende en forma de una membrana continua que cubre toda la
superficie del fruto (Fig 1 A-J). En general la cuticula tiende a engrosarse a medida
gue el fruto crece, lo que indica un proceso de sintesis y deposicién continua de
componentes. Su espesor puede variar entre los 0.5 y 15 um dependiendo de la
especie vegetal y el estado de desarrollo del fruto (Jenks et al., 2002). Para el E1 el
espesor de la cuticula alcanz6 valores de 1-1.4 um, independientemente de la
estacion de cosecha (Tabla 1). Por el contrario se observé un comportamiento
diferencial en su deposicién segun el momento de cosecha para los frutos en estados
de crecimiento mas avanzados. Asi, la cuticula se engrosé desde frutos E1 a E2
siendo 2.8 y 2 veces mayor en P y V, respectivamente, a diferencia de lo ocurrido en
O donde la cuticula no se engroso (Tabla 1), siendo siempre una cuticula fina. Lo
observado numéricamente se evidencia claramente en las micrografias de la Fig 1.
Se ha reportado que la sintesis de compuestos cuticulares puede ser afectada por
factores ambientales (Jetter et al., 2006) ya que requiere gran cantidad de energia y
la coordinaciéon de la actividad de numerosas enzimas (Bargel et al., 2006; Yeats et
al., 2010). Asi, durante el O las bajas temperaturas reinantes podrian ser las
responsables del no engrosamiento de la cuticula.
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Firmeza del fruto y de la pulpa

A lo largo del crecimiento del fruto no se observo una tendencia Unica para la firmeza
del fruto y de la pulpa, sino que la misma varié con la estacion de cosecha.

La firmeza de los frutos cosechados en P disminuy6 un 33% a lo largo del desarrollo,
entre el E1 y E3, mientras que, en V aumenté entre E1 y E2 para luego mantenerse
constante (Tabla 1). Finalmente, en O la firmeza presentd un marcado aumento (60%)
entre E1 y E3 (Tabla 1). Estos altos valores de firmeza en el O no se correlacionaron
con un mayor espesor de cuticula de los frutos; por lo que se podria pensar con mayor
énfasis en la posibilidad de un incremento de la rigidez de la cuticula por un mayor
grado de entrecruzamiento compuestos no lipidicos como compuestos fenoles libres,
flavonoides, taninos y polisacaridos (Dominguez et al., 2009; Lara et al., 2014).
También, podria deberse a que el fruto estd expuesto a temperaturas menores a la
fase de transicion de la cuticula (Eckl y Gruler, 1980). A su vez, la pérdida de turgencia
y de integridad del pericarpio y endocarpio, junto a la apariencia seca y mayor
contenido de materia seca de los frutos cosechados en O podria también estar
contribuyendo a esta mayor firmeza del fruto.

La firmeza de la pulpa disminuyo en funcion del avance del crecimiento entre E1 y E3
para todas las estaciones de cosecha. Asi, disminuyé un 76 % en P y V, y sélo un
14% en O (Tabla 1). Estos valores de firmeza de los frutos cosechados en O estaria
en sintonia con la apariencia seca y firme de la pulpa y con lo observado en la
microestructura del tejido endocarpico (Figura 2: O, P, Q). También, podria pensarse
gue esté ocurriendo algo similar al leatheriness observado en duraznos como sintoma
de dafio por frio, donde las células se deforman y colapsan generando un tejido mas
firme y seco (Luza et al., 1992), debido a una reduccion de la degradacion de pectina
por parte de la enzima poligalacturonasa (Ju et al. 2001). Se necesitarian futuros
ensayos tendientes a confirmar si también podria estar ocurriendo un fenémeno
similar en berenjena.

Tabla 1. DAFS, materia seca, espesor de cuticula y firmeza del fruto y de la pulpa

para tres estados de desarrollo: baby o Estado 1 (E1), comercial o Estado 2 (E2) y

avanzado o Estado 3 (E3); cosechados en tres estaciones distintas a lo largo de su
ciclo productivo: primavera, verano y otofio. Valores con letras distintas indican
diferencias segun test LSD de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.

DAFS Materia seca Espesor de cuticula Firmeza del fruto Firmeza de la pulpa
(dias) (%) (1m) (N/s) (N/s)
El E2 E3 E1l E2 E3 E1l E2 E3 E1l E2 E3 El E2 E3
Primavera 10 16 19 587 519  46°  14° 307 407 45° 34t 308 13 s 3f
Verano 10 20 27 5'3bc 5}0cde 5’3bc 1,0° 2,0b 2‘?_l: 39° 4‘:,,'(:d 4,3Cd 168!3 e 4©

Otono 26 52 62 agde 5e 55 a0 136 136 gpde 5P 677 167 10d 14

Conclusioén

Tanto la microestructura como la firmeza del fruto se vieron afectadas por el estado
de crecimiento y por la estacion de cosecha. Siendo los frutos cosechados en O los
mas afectados, principalmente en los estados mas avanzados, mientras que Py V se
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comportaron de manera similar. A su vez, no se hallé una correlacién directa entre
espesor de cuticula y firmeza del fruto, sino que mas bien esta ultima depende en
parte de la organizacion celular y de la integridad del tejido.
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Tratamientos con luz de baja intensidad para retrasar la senescencia durante el
almacenamiento de brocoli a temperatura ambiente: ¢clorofilas o fitocromos?
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Resumen

Para el consumo de brécoli se cosechan las inflorescencias inmaduras mediante un
corte en el tallo que las soporta. El corte induce la senescencia de los tejidos, cuyos
principales sintomas son la degradacion de proteinas y de clorofilas que se manifiesta
como la pérdida del color verde y por lo tanto pérdida de calidad comercial del producto.
En un primer ensayo se tomé como referencia la degradacion de ambos parametros y
se seleccion6 como tratamiento efectivo para retrasar la senescencia el uso de pulsos
de 2 horas diarias con luz blanca de baja intensidad (20-25 pmoles.m?.s-1) durante el
almacenamiento en oscuridad de brécoli a temperatura ambiente. El retraso de la
senescencia postcosecha ocasionado por el tratamiento con luz podria ser debido a la
recuperacion de fotosintesis, es decir mediado por clorofilas o bien un mecanismo
mediado por otros fotoreceptores que actuarian como intermediarios de sefiales que
modifican numerosos procesos metabolicos. Uno de los fotoreceptores mas estudiados
son los fitocromos que absorben la luz roja y su mecanismo de accion se revierte por la
luz roja lejana. El objetivo de este trabajo fue analizar si el efecto de la luz de baja
intensidad sobre la senescencia postcosecha de brdcoli es un mecanismo mediado por
clorofilas o por fitocromos. Para ello se realizaron los tratamientos con pulsos de 2 h de
luz de baja intensidad (20-25 pmoles.m?2.s1), pero utilizando diferente calidad de luz:
blanca (B), roja (R) y roja lejana (RL); ademas de un tratamiento control siempre en
oscuridad (C). Para los tratamientos R y RL se colocaron filtros LEE adecuados entre
las ldmparas de luz blanca y las muestras. Se determiné el % de pérdida de peso, la
disminucion del color utilizando un colorimetro, el contenido de pigmentos en extractos
con acetona 80%, el contenido de proteinas por electroforesis y el contenido de
azucares totales y solubles utilizando el método de Somogyi & Nelson. Los resultados
indican que los tratamientos B y R retrasaron la senescencia postcosecha de brécoli ya
gue retuvieron el color, las clorofilas, las proteinas y los azUcares en comparacion al
control. Durante la senescencia postcosecha de brécoli no se observé acumulacion de
azucares en ningun tratamiento. Sélo las retenciones de color, clorofilas y proteinas que
se lograron con el tratamiento R fueron claramente revertidas por el RL. Estos
resultados sugieren que el retraso de la senescencia no se debe a un mecanismo de
fotosintesis, sino que posiblemente los fitocromos actian como reguladores.

Palabras clave: rojo-rojo lejano, clorofilas, proteinas, azucares
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Introduccién

El consumo de brocoli ha aumentado notablemente en las ultimas décadas, debido a
su alto contenido de vitaminas, antioxidantes y compuestos anticancerigenos como
los glucosilanatos (Yuan et al., 2010). Para comercializar el brécoli se cosechan las
inflorescencias inmaduras, por lo que al tratarse de un vegetal en activo crecimiento
la cosecha induce rapidamente el proceso de senescencia en estos tejidos, ya que
ademas del estrés ocasionado por el corte, los tejidos quedan desprovistos de toda
fuente de energia, nutrientes y hormonas (King y Morris, 1994). Durante la
senescencia postcosecha de brdcoli se produce el amarillamiento, acompafiado por
otros cambios bioquimicos que afectan la calidad nutricional y comercial del producto
(Costa et al., 2006; Zhan et al., 2012; Ma et al., 2014). La vida Util de estos vegetales
no supera los 3 0 4 dias a temperatura ambiente y 3 semanas si se almacenan
refrigerados (Toivonen y Forney, 2016). Dada esta caracteristica es facil comprender
el problema existente para la comercializacion de este producto en zonas alejadas del
lugar de produccion. El procedimiento generalmente utilizado para el manejo
postcosecha de brocoli es el almacenamiento bajo condiciones de alta humedad
relativa y refrigeracion. En general no se hacen recomendaciones respecto a la luz,
s6lo que es conveniente el almacenamiento sin iluminacién porque generalmente los
sistemas de iluminacién aumentan la temperatura del ambiente (Toivonen y Forney,
2016). Desde hace mucho tiempo se conoce que la senescencia es inducida por
oscuridad y que en el caso de hojas puede revertirse en las etapas iniciales
transfiriendo los tejidos nuevamente a la luz (Zavaleta-Mancera, 1999). En base a esto
se ha comenzado a trabajar en la posibilidad de utilizar luz durante el almacenamiento
postcosecha de vegetales verdes. Zhan et al. (2012) utilizaron luz continua de baja
intensidad para retrasar la senescencia durante el almacenamiento de brdocoli a baja
temperatura y observaron que disminuyd la pérdida de color, se conservo la textura y
el aroma, pero aumento la pérdida de peso. En un trabajo previo logramos seleccionar
un tratamiento con pulsos de luz de baja intensidad (2h diarias con luz blanca de 20-
25 umoles s m2) que resulté efectivo para retrasar la senescencia postcosecha de
brécoli ya que las muestras tratadas retuvieron clorofilas y proteinas respecto a
muestras no tratadas (Favre et al., 2016). Ahora bien la luz puede actuar como un
factor que regula la senescencia por dos mecanismos diferentes. Uno relacionado con
la actividad fotosintética en el que las clorofilas actuarian como los fotorreceptores y
seria posible recuperar la capacidad de sintetizar azucares y con ello retrasar la
senescencia. El otro mecanismo totalmente diferente, podria involucrar la
participacion de los fitocromos, fotoreceptores que adquieren su forma activa
absorbiendo luz roja y cuyas respuestas fisioldgicas pueden revertirse absorbiendo
luz en el rojo lejano (Quail, 2002). Hasta el presente se han realizado muy pocos
estudios sobre las bases fisiolégicas de los tratamientos con luz durante el
almacenamiento postcosecha. Solo en el caso de albahaca se ha demostrado que el
efecto de los pulsos de luz sobre el metabolismo de proteinas durante la senescencia
postcosecha es sistémico y esta mediado por fitocromos (Costa et al., 2013).

El objetivo de este trabajo fue indagar sobre las bases fisiologicas que permitirian
explicar el retraso de la senescencia postcosecha de brécoli por efecto de los
tratamientos con pulsos de luz de baja intensidad.
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Materiales y Métodos
Disefio del experimento

Se trabajé con cabezas centrales de brécoli, Brassica oleracea L. var. ltalica, cv
Legacy, cultivadas a campo, por un productor local del cinturdn horticola de La Plata.
Las muestras fueron cosechadas y trasladadas inmediatamente al laboratorio. Cada
cabeza se colocé en una bandeja de PVC con tapa perforada. Para analizar si los
fitocromos estan involucrados en el efecto de retraso de la senescencia postcosecha
de brécoli se realizaron tratamientos diarios de 2 h de luz de baja intensidad (20-25
umoles m-2s1) utilizando diferente calidad de luz: luz blanca, luz roja y luz enriquecida
en rojo lejano. Para los tratamientos con luz roja y luz enriquecida en rojo lejano se
utilizaron filtros LEE ubicados entre las lamparas y las muestras como se describe en
Costa et al. (2013). La intensidad de la luz se midi6 con un sensor cuantico de
radiacion fotosintéticamente activa (RADIAPAR, Cavadevices, Argentina) y se
analizaron las cualidades espectrales con un espectrometro (USB650, Red Tide,
OceanOptics, USA). Se prepararon 7 bandejas para cada tratamiento y ademas 7
bandejas adicionales que no fueron tratadas con luz las que se utilizaron como
controles. Luego de los tratamientos las muestras fueron almacenadas en oscuridad
a 20°C. Se midi6 diariamente el color superficial y el peso fresco para calcular el
porcentaje de pérdida de peso. Se tomaron muestras de las inflorescencias al
comienzo y luego de 3 dias de almacenamiento. Se congelaron las muestras de cinco
cabezas por tratamiento a - 80°C, y se conservaron a -20°C hasta el momento de los
analisis. Para medir peso seco, se tomaron flores de cinco cabezas por tratamiento y
se secaron en estufa a 60°C hasta peso constante.

Medida de color

Las medidas de color superficial se realizaron utilizando un colorimetro (Minolta
CR300, Osaka, Japdn), que permitié obtener los datos sin destruccion de muestras,
midiendo los parametros L *, a *y b * .El angulo de matiz (H °) se calculé como H ° =
tan-1 (b /a), cuando a> 0y b> 0, o como he = 180- - tan-1 (b / a) cuando a <0 y b> 0.
Se realizaron diariamente cinco mediciones por cada cabeza.

Medida del contenido de clorofilas

El contenido de pigmentos se determind espectrofotométricamente de acuerdo con
Lichtenthaler (1987). Aproximadamente 5 g de inflorescencias congeladas fueron
trituradas y se tomaron aproximadamente 0,250 g del triturado. Se homogeneizaron
dos veces con 1,5 ml de acetona al 80% (v / v), cada homogenato se centrifugo a 6000
x g durante 10 minutos a 4°C. Los sobrenadantes de cada muestra se recuperaron y
se midi6 la absorbancia a 663,2 y 646,8 nm. Se calculé el contenido total de clorofilas
utilizando las ecuaciones de Lichtenthaler y Wellburn (1983). Los resultados se
expresaron como pg de pigmento por g de peso seco. Se analizaron 5 muestras por
tratamiento y para cada fecha de muestreo.
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Medida del contenido de proteinas solubles

La medida del contenido de proteinas solubles se realizé segun Eason et al. (2014).
Aproximadamente 5 g de inflorescencias de brécoli se trituraron y 0,5 g del triturado
se homogenizaron con 1,5 mL de buffer de extraccion (tris-hidroximetilaminometano-
HCI, pH 7, con EDTA 1 mM y PMSF 1 mM). Luego se centrifugaron las muestras a 4
°C durante 10 min a 10000 xg. Se midi6 el contenido de proteinas en el sobrenadante
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante (SDS PAGE),
utilizando el procedimiento clasico de Laemmli (1970). Las proteinas se visualizaron
mediante la tincion con Coomassie Brilliant BlueR-250. Los geles se fotografiaron con
una camara digital y se cuantificaron las bandas obtenidas utilizando el programa
SIGMA GEL. Se incluyeron diferentes concentraciones de albumina de suero bovino
(BSA) o marcadores de peso molecular (Sigma) en cada gel como estandar para
realizar la cuantificacion. Se analizaron 5 muestras por tratamiento y para cada fecha
de muestreo.

Medida del contenido de fenoles

El contenido total de fenoles se determind espectrofotométricamente segun Costa et
al. (2006) con ligeras modificaciones. Aproximadamente 5 g de inflorescencias
congeladas se trituraron y 0,5 g del triturado se homogenizaron con 1,5 mL de etanol
al 96% (v / v) y se centrifugaron a 9000 xg y 4 °C durante 20 min. El contenido de
fenoles totales se midié usando el reactivo de Folin- Ciocalteu. Se midio la absorbancia
a 760 nm. Los resultados se expresaron como pg de fenol por g de tejido en base
seca. Se analizaron 5 muestras de cada tratamiento en cada fecha de muestreo.

Medida del contenido de azlcares totales y solubles

El contenido de azlcares reductores, insolubles y solubles se determiné usando el
método de Somogy Nelson (Southgate et al.,, 1976, Hasperué et al., 2011).
Aproximadamente 5 g de inflorescencias congeladas fueron trituradas y se tomaron
muestras de 0,150 g las que se homogeneizaron dos veces con 1 ml de etanol al 96%
(v/v). Elhomogenato se centrifugd a 9000 x g durante 5 min a 4°C. Los sobrenadantes
correspondientes a cada muestra se utilizaron para el analisis de azucares reductores
solubles. El pellet obtenido después de las dos extracciones con etanol se hidrolizé
con 1,5 mlde HCl al 1,1% a 100°C durante 30 min. Después de enfriar, la suspension
obtenida se centrifugé a 9000 x g durante 5 min a 4°C y el sobrenadante se uso para
analizar azucares insolubles (los que habian quedado en el pellet de la extraccién
etanolica). Para la determinacion de azucares se utilizé la reaccion de Somog y Nelson
y se midi6 la absorbancia a 520 nm. Se us6 glucosa como estandar para la curva de
calibracion. Se calculé el contenido de azlcares totales sumando las fracciones
soluble e insoluble. Los resultados se expresaron como mg de azucares por g de peso
seco. Se analizaron cinco repeticiones por tratamiento para cada fecha de muestreo.
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Resultados y Discusién

En un trabajo previo se selecciono el tratamiento con pulsos diarios de 2h de luz blanca
de baja intensidad (20-25 pmoles mst) como tratamiento efectivo para retrasar la
senescencia postcosecha de brdcoli, ya que retrasé la pérdida de color y la degradacion
de proteinas y clorofilas (Favre et al., 2016). En este trabajo, la luz roja y luz blanca
retrasaron el amarillamiento, la degradacion de clorofilas y de proteinas (Figura 1y 2).
Dado que los efectos de la luz roja fueron revertidos con la luz enriquecida en rojo lejano,
podemos inferir que los fitocromos juegan un papel regulatorio en el retraso de los
sintomas mencionados.
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Fig 1: Pérdida de color (A), contenido de clorofilas totales (B) en inflorescencias al
inicio (DO) y luego de 3 dias de almacenamiento (D3).
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Fig. 2: Contenido de proteinas luego de 3 dias de almacenamiento.

En cuanto al contenido de fenoles, se observé que el tratamiento con luz blanca
incremento el contenido de fenoles, mientras los tratamientos con luz roja y con luz
enriguecida con rojo lejano presentaron el mismo contenido que los controles (Figura
3). Estos resultados sugieren que los fitocromos no estarian involucrados en el efecto
del tratamiento con luz blanca sobre el contenido de fenoles.
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Fig.3: Contenido de fenoles al inicio (DO) y luego de 3 dias de almacenamiento (D3).

Para indagar sobre la posibilidad de que el efecto de la luz sobre la senescencia
postcosecha de brdcoli se deba a una recuperacion de la capacidad fotosintética se
cuantificé el contenido de azucares en las muestras (Tabla 1). El contenido de azUcares
totales no se incrementd en ninguno de los tratamientos respecto al DO, lo que nos
sugiere que no existiria a lo largo del almacenamiento la asimilacién neta de diéxido de
carbono (fotosintesis neta). Este resultado concuerda con el hecho de que la baja
intensidad de luz utilizada en los tratamientos corresponde a un valor que esta por
debajo del valor estandar del punto de compensacion luminica de los vegetales verdes
(Costa et al., 2013). En cuanto al contenido de azucares solubles reductores se observo
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gue independientemente de la calidad de luz todos los tratamientos retienen mayor
contenido respecto al control luego de 3 dias de almacenamiento (Tabla 1).
Posiblemente el mayor contenido de azUcares respecto al control permita explicar en
parte el retraso de la senescencia postcosecha ya que el rol de los azlcares solubles
como reguladores de la senescencia ya ha sido descripto en brocoli (Hasperué at al.,
2011).

Tabla 1: Contenido de azucares solubles, insolubles y totales del DO y D3.

Azucares solubles | AzlUcares insoluble | AzUcares totales
(mg g™ (mgg™) (mgg™)
DO 1650 £+ 1.70 a 437 + 1.32 a 20.87 + 3.02 a
D3 Control 6.00 14 c 1.90 £+ 0.50 b 790 £ 6.10 c
D3 LB 13.61 £ 0.87 b 240 £ 0.70 b 16.01 £ 157 b
D3R 12.70+ 1.3 b 1.70 + 0.43 b,c 1440 + 1.73 b
D3 RL 12.90 £ 2.00 b 148 £ 0.16 c 16.38 £ 2.16 b

Conclusiones

Los tratamientos con pulsos de luz de baja intensidad serian una alternativa
promisoria para retrasar la senescencia postcosecha de brécoli almacenado a
temperatura ambiente. El efecto sobre el amarillamiento y la degradacion de clorofilas
y proteinas fue similar en los tratamientos con luz blanca y con luz roja lo que sugiere
la participacion de los fitocromos como mediadores en el retraso de estos sintomas.
Por el contrario, estos fotoreceptores no participarian en la acumulacién de fenoles ya
gue el efecto del tratamiento con luz roja no logra la acumulacion de fenoles que se
obtiene en los tratamientos con luz blanca. Dado que no existe acumulacién de
azucares en ninguno de los tratamientos resulta poco probable que el mecanismo de
retraso de la senescencia se deba a una reversion de la fotosintesis. Todos estos
resultados nos llevan a pensar que el efecto de la luz sobre la senescencia tiene que
ver con el efecto de fotoreceptores actuando como sefiales que conducen al retraso
del desmantelamiento de los cloroplastos, sintoma especifico de la senescencia.
Finalmente, debemos mencionar que participarian otros fotoreceptores ademas de los
fitocromos ya que los resultados obtenidos con el tratamiento con luz roja no logran
igualar los efectos del tratamiento con luz blanca.
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Resumen

Berberis microphylla G. Forst. (sindbnimo de B. buxifolia Lam.) es un arbusto siempre
verde y espinoso, que puede llegar hasta los 4 m de altura. En Tierra del Fuego a
menudo crece en los montes bajos, en los margenes y claros del bosque de
Nothofagus, en areas hiumedas de estepas, a lo largo de rios y arroyos. Sus pequefias
bayas puarpuras son consideradas como productos forestales no madereros y son
empleadas en productos alimenticios como dulces, mermeladas, licores, bebidas sin
alcohol, helados, confites y polvos deshidratados. El objetivo de este estudio fue
evaluar la variabilidad en las caracteristicas fisicas de los frutos cosechados de 10 a
12 genotipos preseleccionados que crecen naturalmente en 3 sitios con
caracteristicas ambientales diferentes en la provincia de Tierra del Fuego, Argentina,
a saber cercanias de Ushuaia, Lago Fagnano y Corazon de la Isla, en febrero de 2016.
Asi, en Ushuaia las precipitaciones acumuladas en el periodo octubre de 2015 a
marzo de 2016 fueron superiores (240,9 mm) a las registradas en el Corazén de la
Isla y Lago Fagnano (127,6 y 104, 4 mm, respectivamente). Por otro lado, las
temperaturas medias (°C) para el mismo periodo fueron de 7,9, 8,0 y 8,1,
respectivamente, aunque las temperaturas medias en el mes mas calido (enero)
fueron superiores en el Lago Fagnano (10,46 °C). Se determinaron el peso de frutos
frescos, peso de frutos secos, diametro ecuatorial, diametro polar, nimero de semillas
por fruto, peso de semillas, porcentaje de semillas por fruto, porcentaje de agua en los
frutos y el porcentaje de la superficie de los frutos con coloracion purpura. Al analizar
la variabilidad entre las poblaciones se encontraron diferencias significativas para el
peso de fruto fresco, peso de fruto seco, diametro ecuatorial, nUmero de semillas, peso
de las semillas, relacion porcentual de las semillas en el fruto y porcentaje de agua en
los frutos. Asi, los maximos valores de peso fresco, peso seco, didmetro ecuatorial,
namero de semillas y peso seco de semillas y su relacion al peso seco de los frutos
se obtuvieron en el Lago Fagnano (0,35 g; 0,10 g; 8,3 mm; 6,49; 006 g y 55,10 %
respectivamente). Los frutos con mayor porcentaje de agua fueron los de la poblacion
del Corazon de laisla (74,86%), los que a su vez presentaron también los frutos con
menor peso fruto fresco y peso fruto seco, al igual que el menor diametro Ecuatorial
(0,29 g; 0,07 gy 7,79, respectivamente). Los frutos de la poblacion de Ushuaia fueron
los que presentaron menor nimero de semillas (5,2) y con el menor porcentaje de
semillas en los frutos (43,1 %). Las diferencias encontradas en los parametros
estudiados en los frutos entre los tres sitios podrian deberse a la plasticidad fenotipica
gue presenta esta especie frente a condiciones ambientales notablemente distintas.
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Palabras clave: patagonia, berries, peso, tamarfo, semillas.

Introduccién

Las especies del género Berberis son arbustos o pequefos arboles valiosos por sus
propiedades medicinales, tintéreas y alimenticias (Fajardo Morales, 1987). En la
Patagonia, el género Berberis posee una distribucién amplia desde Neuquén hasta
Tierra del Fuego y esta bien representado por 16 especies de arbustos nativos (Orsi,
1984). Sin embargo, segun una clasificaciéon posterior del género realizada por
Landrum (1999), el nUmero de especies es menor al citado por los trabajos previos de
Orsi (1984), dado que Landrum agrupa a especies como B. buxifolia, B. microphylla y
B. heterophylla bajo un mismo nombre, B. microphylla G. Forst., postulando que las
diferencias entre las mismas no se mantienen constantes como para conservar su
rango de especie. Sin embargo, y si bien ésta es la Ultima clasificacion, se contradice
con los estudios realizados tanto en el orden morfologico, bioquimico y molecular en
el género Berberis por Bottini et al. (1999; 2000; 2007), quienes caracterizan y
diferencian con precision a las citadas especies por las técnicas por ellos empleadas.

Berberis microphylla G. Forst. es un arbusto siempre verde y espinoso, que puede
llegar hasta los 4 m de altura. En Tierra del Fuego a menudo crece en los montes
bajos, en los margenes y claros del bosque de Nothofagus, en areas hiumedas de
estepas, a lo largo de rios y arroyos (Moore, 1983). Se reproduce por semillas (Arena
y Martinez Pastur, 1994) y multiplica por rizomas (Arena et al., 1998). Florece en la
primavera y sus frutos maduran hacia mediados del verano (Arena et al., 2003). Estos
berries han sido incorporados al Cédigo Alimentario Argentino (Resolucion Conjunta
22/2006 y 409/2006 junto a frutas originarias de la zona andina), por lo que su empleo
en productos alimenticios como dulces, mermeladas, licores, helados y confites ha
sido autorizado. Ademas, la United States Department of Agriculture (USDA) ha
aprobado el ingreso a los Estados Unidos del calafate, por lo cual el Berberis se halla
en la lista de frutas y vegetales de dicho organismo. Se estima que anualmente se
cosechan no menos de 10 a 15 toneladas de frutos de calafate provenientes de
poblaciones naturales de la Patagonia para los usos descritos. En los ultimos afios,
se incrementd la demanda de frutos de estos arbustos y el interés en su produccion,
por lo cual existe una gran necesidad de conocimientos sobre esta especie, sobre sus
caracteristicas nutracéuticas y biologia reproductiva, que en parte ya se han publicado
(Arena et al., 2012; 2013; Arena y Radice, 2014).

Los arbustos de B. microphylla crecidos naturalmente en diferentes zonas de la
Patagonia argentina, manifiestan una alta variabilidad en los caracteres morfolégicos
vegetativos y reproductivos (Bottini, 2000; Arena et al., 2011; Gambineri, 2012;
Giordani et al., 2016), que se podria atribuir a adaptaciones a factores climaticos,
edaficos y ecoldgicos (Bottini, 2000). Ciertos caracteres morfolégicos cuali-
cuantitativos de los diferentes érganos vegetativos y reproductivos de las plantas se
correlacionan muy bien con la fase del ciclo biolégico y con las variaciones en las
condiciones ambientales, tornandose asi en buenos marcadores que explican en gran
parte, la variacion fenotipica encontrada en muchos individuos de una poblacion
independientemente del genotipo (De Robertis, 1989).
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El estudio de la variabilidad fenotipica inter poblacional de B. microphylla permitira
conocer las respuestas de esta especie frente a cambios en las condiciones
ambientales. Asi, el objetivo de este trabajo fue evaluar las caracteristicas fisicas de
los frutos de los genotipos seleccionados de B. microphylla en tres poblaciones
diferentes dentro de la provincia de Tierra del Fuego.

Materiales y Métodos
Datos geograficos y parametros climaticos.

Las plantas adultas de B. microphylla G. Forst. seleccionadas para este estudio (n=
36), crecen naturalmente en tres poblaciones en la provincia de Tierra del Fuego
(Argentina), a saber: en las cercanias de la ciudad de Ushuaia, 54° 48" LS, 68° 19°
LO, en el margen del lago Fagnano (Ruta Nacional N°3, km 2980, 54° 36" LS, 67° 38’
LO )y en el Corazon de la Isla de Tierra del Fuego, en las cercanias de Tolhuin (54°
28" LS, 67° 33" LO). Los datos climaticos registrados para el periodo octubre de 2014
a marzo de 2016 fueron: temperatura del aire diaria maxima (TMA), minima (TMI) y
media (TME), humedad relativa del ambiente diaria media (HR) y precipitaciones
acumuladas (PA). En las cercanias de Ushuaia, los datos fueron registrados por la
Estacion Meteorologica ubicada en el Centro Austral de Investigaciones Cientificas
(CONICET, Argentina), mientras que los del lago Fagnano fueron tomados por una
estacion meteoroldgica alli ubicada, y en el Corazén de la Isla por las estaciones
meteoroldgicas en las Estancias Indiana y Carmen.

Material vegetal y muestreos.

Sobre muestras de frutos cosechados (200 g) en el mes de febrero de 2016, y a partir
de 10 a 14 genotipos preseleccionados de B. microphylla G. Forst. para cada
poblacién se estudiaron las siguientes variables:

e Coloracion purpura de la epidermis de los frutos medida en porcentaje (C).

e Peso fresco (PFF) y peso seco de frutos (PSF) luego de haber sido colocados
en estufa a 50 °C y por 7 a 10 dias hasta peso constante.

e Contenido de humedad de los frutos medida en porcentaje (H).

e Medida de los frutos: (diametro ecuatorial (DE) y diametro polar (DP), tomado
con un calibre digital Mitutoyo Modelo 500-196, 150mm x 6” — 0.01 mm X
0.0005”).

¢ Numero de semillas por fruto (N° SEM).

e Peso seco de las semillas por fruto (PSEM).

e Peso seco de las semillas /peso seco de los frutos (YoSEM).

Los datos se analizaron mediante el analisis de la varianza usando el programa IBM
SPSS Statistics 24 y las medias se separaron a través del Test de Tukey.
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Resultados y Discusion

La evaluacion de las caracteristicas fisicas de los frutos cosechados de las tres
poblaciones mostré diferencias significativas en el peso fresco, peso seco, humedad,
diametro ecuatorial, nUmero y peso de las semillas y en la relacion porcentual de las
semillas en el fruto (Tabla 1). Asi, los maximos valores de peso fresco, peso seco,
diametro ecuatorial, niUmero de semillas, peso seco de semillas y su relacion al peso
seco de los frutos se obtuvieron en el Lago Fagnano (0,35 g; 0,10 g; 8,3 mm; 6,49;
0,06 g y 55,10 %, respectivamente). Los frutos con mayor porcentaje de humedad
fueron los de la poblacion del Corazén de la Isla (74,86%), los que a su vez
presentaron también los frutos con menor peso fresco y peso seco, al igual que el
menor diametro ecuatorial (0,29 g; 0,07 g y 7,79 respectivamente). Los frutos de la
poblacién de Ushuaia fueron los que presentaron menor namero de semillas (5,2) y
con el menor porcentaje de semillas en los frutos (43,10 %).

Tabla 1. Analisis de las propiedades fisicas de los frutos de B. microphylla entre las
poblaciones de Ushuaia, Lago Fagnano y Corazon de la isla (Tolhuin) en febrero de
2016. Coloracion purpura de la epidermis de los frutos (C), peso fresco de los frutos
(PFF), peso seco de los frutos (PSF), porcentaje de humedad de los frutos (H),
diametro ecuatorial (DE), diametro polar (DP), nimero de semillas por fruto (N°
SEM), peso seco de las semillas (P SEM) y relacion porcentual del peso seco de las
semillas en el fruto (% SEM), (n=12).

Poblacion C PFF  PSF H DE DP N°SEM PSEM %SEM

% g g % mm mm N° g %

Ushuaia 86,31a 0,31b 0,08b 73,05b 8,13ab 8,22a 5,21b 0,04b 43,10c
Fagnano 87,33a 0,35a 0,10a 70,93c 8,33a 8,39a 6,49a 0,06a 55,10a

Colrs"’l‘;on 85.21a 029b 007c 74.86a 7,79b 822a 531b 004b 50,65b
= 014 7,00 1988 1973 527 100 988 2595 2900
D 087 <001 <001 <001 <001 037 <00l <001 <001

Valores seguidos por letras diferentes en la columna son significativamente
diferentes de acuerdo al Test de comparaciones multiples de Tukey a p < 0,05.

En Ushuaia, las precipitaciones acumuladas en el periodo octubre de 2015 a marzo
de 2016 (240,9 mm) fueron superiores a las registradas en el Corazén de la Isla y
Lago Fagnano (127,6 y 104, 4 mm, respectivamente). Por otro lado, las temperaturas
medias (°C) para el mismo periodo fueron de 7,9, 8,0 y 8,1 respectivamente. En
particular en el Lago Fagnano se registraron las temperaturas medias del mes mas
calido (enero) superiores (10,5 °C) y los valores de humedad relativa ambiente fueron
notablemente mayores en todo el periodo estudiado respecto de las poblaciones de
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Ushuaiay el Corazon de la Isla. Esta diferencia se incrementé en un 10 % en el periodo
‘cuajado de fruto — madurez de cosecha”, respecto de los valores registrados en
Ushuaia y Tolhuin.

Las condiciones climéticas afectan de forma directa el crecimiento de los frutos de B.
microphylla (Arena, 2016); por tal motivo, las condiciones de temperatura y humedad
ambiente registradas en el Lago Fagnano podrian haber influido en los mayores
valores encontrados para la mayoria de las variables de los frutos de esta poblacion.
Por otro lado, el contenido de materia organica, carbono organico y la relacion
carbono/nitrégeno de los suelos en las tres poblaciones poseen valores elevados
mientras que el contenido de nitrégeno total y fosforo son menores en el Corazén de
la Isla (Arena, comunicacion personal). Sin embargo, el pH del suelo en la poblacion
del Lago Fagnano es de 6,3, es decir proximo a la neutralidad hecho que podria
favorecer la mayor disponibilidad de los nutrientes.

Los resultados obtenidos de las propiedades fisicas de los frutos de la poblacion
Ushuaia cosechados en el afio 2016 fueron diferentes de los encontrados por Arena
y Curvetto (2008). El peso y tamafio de los frutos del 2016 fue menor que los citados
en dicho trabajo, poniendo de manifiesto la necesidad de realizar estudios
plurianulaes.

Conclusiones

Las diferencias encontradas en los parametros estudiados en los frutos entre los tres
sitios y su correlacion con las condiciones ambientales podrian deberse a la
plasticidad fenotipica que presenta esta especie frente a las mismas.
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Resumen

Berberis microphylla G. Forst. (sinbnimo de B. buxifolia Lam.) es un arbusto nativo de
Patagonia, cuyos pequefios frutos han sido incorporados al Cdédigo Alimentario
Argentino, por lo que su empleo en productos alimenticios como dulces, mermeladas,
licores, helados y confites ha sido autorizado. En los ultimos afios, se incremento la
demanda de frutos de estos arbustos y el interés en su produccién, por lo cual existe
una gran demanda de conocimientos sobre esta especie, sobre sus caracteristicas
nutracéuticas y biologia reproductiva. El objetivo de este estudio fue evaluar la
variabilidad en las caracteristicas fisicas de los frutos cosechados de 10 a 12
genotipos preseleccionados que crecen naturalmente en 3 sitios con caracteristicas
ambientales diferentes en la Provincia de Tierra del Fuego, Argentina, a saber
cercanias de Ushuaia, Lago Fagnano y Corazén de la Isla, en febrero de 2016. Asi,
en Ushuaia las precipitaciones acumuladas en el periodo octubre de 2015 a marzo de
2016 fueron superiores (240,9 mm) a las registradas en el Corazén de la Isla y Lago
Fagnano (127,6 y 104, 4 mm, respectivamente). Por otro lado, las temperaturas
medias (°C) para el mismo periodo fueron de 7,9, 8,0 y 8,1, respectivamente, aunque
las temperaturas medias en el mes mas célido (enero) fueron superiores en el Lago
Fagnano (10,46 °C). Se determinaron la acidez inicial (pH), solidos solubles (°Brix)
(SS), acidez total titulable (% de &cido malico) (ATT) y la relacion sdlidos
solubles/acidez total titulable (SS/ATT) de los frutos, encontrdndose diferencias
significativas en todas las variables entre las tres poblaciones. Los frutos de la
poblacién de Ushuaia fueron los que presentaron el mayor pH inicial (2,7), mientras
que la acidez en términos de ATT fue minima (3,7 %), los sélidos solubles alcanzaron
un valor de 17,3 °Brix, resultando en una relacién SS/ATT maxima (4,9). Los frutos de
la poblacién del Lago Fagnano presentaron valores intermedios de pH inicial (2,4), de
ATT de 4,9 % y una la relacion SS/ATT de 3,7. Por ultimo los frutos de la poblacion
del Corazon de la Isla fueron los que tuvieron los menores valores de pH inicial (2,1),
de solidos solubles (13,7 °Brix), la mayor ATT (5,9 %), resultando en la minima
relacion SS/ATT (2,5). Los resultados encontrados pueden relacionarse con las
condiciones ambientales de los sitios de las poblaciones. Asi los valores intermedios
de los frutos de la poblacién del Lago Fagnano se corresponden con una situacion
climatico-ambiental de transicion entre las ciudades de Ushuaia, en la costa del canal
Beagle y el Corazoén de la Isla (Tolhuin), ubicado en el centro de la isla de Tierra del
Fuego.
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Introduccién

El estudio del contenido de los componentes de los frutos de B. microphylla tales como
los solidos solubles, la acidez total titulable, los hidratos de carbono y los acidos
organicos, puede contribuir en el establecimiento del valor funcional de los frutos en
una etapa de madurez determinada. Estos conocimientos son de gran utilidad en la
seleccion de genotipos para su posterior mejoramiento, dado que la existencia de la
variabilidad y la capacidad de detectarla son los primeros eslabones en la cadena del
mejoramiento, como se ha observado en otras especies frutales silvestres (Kremer et
al., 2009), hecho que ademas contribuye a la conservacion y al manejo sustentable
de la especie.

La fructificacibn como etapa fenologica, representa cambios metabdlicos en la
totalidad de la planta y se manifiesta en el crecimiento de los frutos hasta su madurez
y la culminacién de su ciclo bioldgico. Las tasas de crecimiento de los frutos varian
extremadamente entre especies, segun las practicas culturales, segun su posicion en
la rama y las condiciones ambientales. La evolucién de los solidos solubles y de la
acidez en los frutos, son indicadores utiles de los cambios metabdlicos que ocurren
durante la fructificaciébn y que permiten definir el momento 6ptimo para la cosecha
(Boulton et al., 1996). Tanto los solidos solubles como la acidez son relativamente
faciles de determinar. Esta Ultima puede ser evaluada mediante la determinacion del
pH, de la acidez total titulable, o por ambos métodos. La acidez titulable y el pH no
estan directamente relacionados, dado que el pH depende de la concentracién de
hidrogeniones libres y de la capacidad tampdn del jugo extraido. Sin embargo, el pH
constituye una medida util, de facil obtencion con la ayuda de un peachimetro, por lo
que es ampliamente utilizado (Wills et al., 1981). La acidez libre (acidez titulable)
representa a los acidos organicos libres presentes en el fruto y se mide neutralizando
los jugos o extractos de frutas con una base fuerte. Para reportar la acidez, se
considera el &cido organico mas abundante el cual varia dependiendo de la especie
de que se trate, es decir que el resultado se expresa en términos de la cantidad del
acido dominante. Los sélidos solubles estdn compuestos por los hidratos de carbono,
los acidos organicos, proteinas, lipidos y minerales varios, siendo los azucares los
principales componentes de ellos en la mayoria de los frutos (Wills et al., 1981). Los
hidratos de carbono y los &cidos organicos, compuestos que provienen de la
asimilacion fotosintética, son de especial importancia en el crecimiento de los frutos y
en la fisiologia de la maduracion. Los hidratos de carbono son los compuestos
primarios usados metabdlicamente a través de las distintas etapas de crecimiento de
los frutos. De hecho, grandes cantidades de estos productos primarios se convierten
inmediatamente en otros compuestos tales como acidos organicos, que son también
importantes en el metabolismo de la planta. Los hidratos de carbono son también los
principales constituyentes de las paredes celulares, y ademas proporcionan el
esqueleto para la sintesis de grasas y proteinas; grandes cantidades se oxidan en la
respiracion, otra fraccion se acumula como fotosintatos de reserva, y aun otra fraccion
se utiliza de manera diferente en el metabolismo secundario. Los hidratos de carbono
solubles aumentan la presiéon osmatica de los jugos celulares, e hidratos de carbono
tales como los pentosanos, las pectinas, las gomas y los mucilagos aumentan la
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capacidad de retencién de agua de los tejidos. Cuantitativamente, los hidratos de
carbono son los componentes mas importantes de las plantas lefiosas, ya que
comprenden las tres cuartas partes de su peso seco (Kramer y Kozlowski, 1979). Los
hidratos de carbono también son componentes importantes de los atributos
sensoriales de calidad en los frutos ya que contribuyen a su dulzor y sabor. Los acidos
organicos y en especial en su relacién con los azucares pueden afectar el sabor de
las frutas y verduras, siendo el citrico y el malico los acidos mas abundantes (Vicente
et al., 2009).

En la provincia de Tierra del Fuego, B. microphylla se puede encontrar en toda su
extension, inclusive en lugares aun mas australes como ser La Isla de Los Estados;
sin embargo hasta la fecha no se cuenta con bibliografia que estudie la calidad de los
frutos de esta especie en ecosistemas diferentes o con caracteristicas ambientales
diversas dentro de esta provincia. Asi, el objetivo de este trabajo fue evaluar las
caracteristicas quimicas de los frutos de los genotipos seleccionados de B.
microphylla en tres poblaciones diferentes dentro de la provincia de Tierra del Fuego.

Materiales y Métodos
Datos geograficos y parametros climaticos.

Las plantas adultas de B. microphylla G. Forst. seleccionadas para este estudio (n=
36), crecen naturalmente en tres poblaciones en la provincia de Tierra del Fuego,
Argentina, a saber: en las cercanias de la ciudad de Ushuaia, 54° 48" LS, 68° 19 LO,
en el margen del Lago Fagnano (Ruta Nacional N°3, km 2980, 54° 36" LS, 67° 38" LO)
y en el Corazon de la Isla de Tierra del Fuego, en cercanias de Tolhuin (54° 28" LS,
67° 33" LO). Los datos climaticos registrados para el periodo octubre de 2014 a marzo
de 2016 fueron: temperatura del aire diaria maxima (TMA), minima (TMI) y media
(TME), humedad relativa del ambiente diaria media (HR) y precipitaciones
acumuladas (PA). En las cercanias de Ushuaia, los datos fueron registrados por la
Estacion Meteoroldgica ubicada en el Centro Austral de Investigaciones Cientificas
(CONICET, Argentina), mientras que los del Lago Fagnano fueron tomados por una
estacion meteoroldgica alli ubicada, y en el Corazén de la Isla por las estaciones
meteoroldgicas en las estancias Indiana y Carmen.

Material vegetal y muestreos.

Sobre muestras de frutos cosechados (200 g) en el mes de febrero de 2016, y a partir
de 10 a 14 genotipos preseleccionados de B. microphylla G. Forst. Para cada
poblacion se estudiaron las siguientes variables:

e Los sélidos solubles (SS) fueron determinados con el jugo obtenido de cada
genotipo, usando un refractometro ATAGO N1- con una escala de medicion de
0 a 32 °Brix con incrementos de 0,2 °Brix, con compensacion de temperatura.

e El pH inicial (pH) fue registrado mediante un peachimetro.

e La acidez total titulable (ATT) fue determinada con un equipo de titulacion
manual y un peachimetro, usando una solucion de OHNa 0,1 N, y fue
expresada como acido malico, por ser el &cido organico més abundante en los
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frutos de B. microphylla, segun los resultados encontrados en muestras
obtenidas previamente a esta experiencia.

e La relacion entre sélidos solubles y la acidez total titulable (SS/ATT) segun
metodologia de Arena y Curvetto, 2008.

Los datos se analizaron mediante el andlisis de la varianza usando el programa IBM
SPSS Statistics 24 y las medias se separaron a través del Test de Tukey.

Resultados y Discusion

Los solidos solubles, la acidez inicial, la acidez total titulable y la relacion SS/ATT de
los frutos de las tres poblaciones, mostraron diferencias significativas en los resultados
(Tabla 1). Los frutos de las poblaciones de Ushuaia y Lago Fagnano presentaron los
maximos valores de sélidos solubles (17,3 y 17,5 ° Brix, respectivamente), siendo
significativamente superiores a los 13,7 ° Brix de los frutos del Corazén de la Isla. Los
valores maximos de pH fueron obtenidos en la poblacion de Ushuaia (pH= 2,7). En la
misma poblacién se observé el menor valor de acidez total titulable (ATT= 3,7), y la
relacion SS/ATT fue la maxima registrada (SS/ATT= 4,9). Los frutos cosechados en
la poblacion del Corazén de la Isla resultaron con la menor relacion SS/ATT (SS/ATT=
2,5), como asi también el pH inicial (pH= 2,1) que fue el menor registrado. Por el
contrario, la ATT de estos frutos resultod ser significativamente mayor respecto de los
valores observados de las otras dos poblaciones (ATT=5,9).

Tabla 1. Analisis de las propiedades quimicas de los frutos de B. microphylla entre las
poblaciones de Ushuaia, Lago Fagnano y Corazon de la Isla (Tolhuin) en febrero de
2016.

Solidos solubles (°Brix) (SS), acidez inicial (pH), acidez total titulable (%) (ATT) y
relacion solidos solubles/ acidez total titulable (SS/ ATT) (n= 3).

Poblacion SS pH ATT SS/ATT
Ushuaia 17,3a 2,72 3,7c 4 92
Lago
Fagnano 17,5a 2,4b 4,9b 3,7ab
Corazon
de laIsla 13,7b 2,1c 5,9a 2,5b
F 9,35 63,37 14,05 9,93
p <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

Valores seguidos por letras diferentes en la columna son significativamente diferentes
de acuerdo al Test de comparaciones multiples de Tukey a p < 0,05.
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En Ushuaia, las precipitaciones acumuladas en el periodo octubre de 2015 a marzo
de 2016 (240,9 mm) fueron superiores a las registradas en el Corazén de la Isla y
Lago Fagnano (127,6 y 104, 4 mm, respectivamente). Por otro lado, las temperaturas
medias (°C) para el mismo periodo fueron de 7,9, 8,0 y 8,1 respectivamente. En
particular en el Lago Fagnano se registraron las temperaturas medias del mes mas
calido (enero) superiores (10,5 °C) y los valores de humedad relativa ambiente fueron
notablemente mayores en todo el periodo estudiad respecto de las poblaciones de
Ushuaiay el Corazén de la Isla. Esta diferencia se increment6 en un 10 % en el periodo
‘cuajado de fruto — madurez de cosecha”, respecto de los valores registrados en
Ushuaia y Tolhuin.

Es sabido que las condiciones climaticas afectan de forma directa el crecimiento de
los frutos de B. microphylla (Arena, 2016); asi, las condiciones climaticas reinantes en
Ushuaia y en el Lago Fagnano en cuanto a temperatura y particularmente para el
periodo comprendido en octubre de 2015 y febrero de 2016 (mes de cosecha de los
frutos) podrian haber determinado los maximos valores encontrados para los SS con
respecto a los frutos del Corazon de la Isla. Ademas, en las plantas de esta poblacion
el inicio del ciclo reproductivo ha sido posterior a las plantas situadas en Ushuaia y en
el Lago Fagnano, particularmente por las bajas temperaturas registradas al inicio del
ciclo de crecimiento, hecho que pudo haber afectado la acumulaciéon temprana de
dichos metabolitos primarios.

Al comparar los resultados obtenidos en este trabajo para la poblacién de Ushuaia
con los encontrados en afios previos por Arena y Curvetto (2008), pudo observarse
que los SS, la relacion SS/ATT y el pH de los frutos fueron menores que los citados
en dicho trabajo, mientras que la ATT fue mayor, poniendo de manifiesto la necesidad
de realizar estudios plurianuales. Los sélidos solubles obtenidos en los frutos de las
tres poblaciones también fueron inferiores a los citados para los frutos de esta especie
(33 °Brix) crecida naturalmente en el sur de Chile (Arribillaga Garcia, 2001).

Conclusiones

Las diferencias encontradas en los parametros estudiados en los frutos entre los tres
sitios y su correlacion con las condiciones ambientales podrian deberse a la
plasticidad fenotipica que presenta esta especie frente a las mismas. El contenido de
sélidos solubles asi como la relaciéon entre los solidos solubles y la acidez total titulable
de los frutos cosechados en la provincia de Tierra del Fuego es destacada, hecho que
indica que los mismos pueden considerarse como alimentos con muy buena calidad
nutricional.
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Resumen

Es sabido que las frutas finas, y en particular los arandanos son consideradas como
alimentos funcionales, con propiedades nutracéuticas que son influenciadas por los
factores de precosecha. Es por ello que se estudio la calidad de los frutos de arAndanos
(Vaccinium corymbosum L.) provenientes de plantas cultivadas en San Pedro
(establecimientos A y T), de distintas variedades (O'Neal, Misty y Blue-Crisp) y
condiciones de crecimiento (con malla antiheladas (CM), y sin malla antiheladas (SM),
a la vez que se comparé dicha calidad con otras frutas disponibles en el mercado de
arandanos, frutillas (Fragaria x ananassa) y cassis (Ribes nigrum L.). Los frutos de
O’Neal-ACM presentaron el mayor porcentaje de su superficie con coloracion purpura
(85%), mientras que el contenido de sélidos solubles fue maximo en los frutos de
O’Neal-TCM y Misty-ACM (11,1 y 11,4 °Brix, respectivamente), presentando a su vez
el mayor ratio SS/ATT (18,9 y 16,1, respectivamente). La concentracion de antocianinas
fue maxima en los frutos de O"Neal-TCM (117,0 mg cianidina-3-glucésido/100 g PF),
mientras que los de Blue-Crisp-ACM alcanzaron un valor de 17,9 mg cianidina-3-
glucdsido/100 g PF. Sin embargo, los frutos de Misty-ACM fueron los que tuvieron la
maxima concentracion de fenoles totales (183,7 mg acido tanico/100 g PF), mientras
gue los de Blue-Crisp-CM tuvieron el menor valor (126,1 mg &cido tanico/100 g PF). La
actividad antioxidante medida a través del efecto secuestrador de radicales DPPH vario
entre el 68% (O'Neal-TCM) y el 87% (Misty-ACM), aunque sin presentar diferencias
significativas. Al comparar la concentracion de las antocianinas con las frutas finas del
mercado, se encontré6 que los mayores valores se presentaron en los arandanos
adquiridos (242,0 mg cianidina-3-glucésido/100 g PF), luego en los frutos de cassis
(187,57 mg cianidina-3-glucésido/100 g PF) seguidos por los frutos de arandanos del
ensayo (en promedio 83,7 mg cianidina-3-glucésido/100 g PF) y por las frutillas (26,3
mg cianidina-3-glucésido/100 g PF). Los resultados obtenidos confirman el efecto de la
malla antiheladas sobre la maduracion de los frutos y sus indices (frutos mas
coloreados, con mayor contenido de sélidos solubles y SS/ATT), a la vez que pone de
manifiesto el valor nutracéutico de las frutas finas, en particular de los arandanos
maduros.

Palabras clave: Berries, solidos solubles, antocianinas, actividad antioxidante.
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Introduccién

Durante las ultimas décadas la investigacion sobre practicas dietéticas saludables se
centr6 particularmente en los efectos beneficiosos que se pueden obtener a partir de
la adopcién de una dieta rica en frutas y verduras. De hecho, estos alimentos pueden
ayudar a reducir el riesgo de enfermedades cronicas, degenerativas, y enfermedades
mediadas por el estrés oxidativo como el cancer y las enfermedades cardiovasculares
y neurodegenerativas (Roussos et al., 2009). Como resultado de esto, en la actualidad
se dirige la atencion hacia muchos frutos pequefios que se consideran una fuente de
nutrientes organicos e inorganicos y de factores de regulacion metabdlicos. Ademas,
por sus propiedades nutricionales y medicinales se los considera como alimentos
funcionales (Béliveau y Gingras, 2005; Kuskoski et al., 2005). Los pequefios frutos
cultivados de Ribes, Rubus y de las especies de Vaccinium son una excelente fuente
de productos naturales con propiedades antioxidantes (Deighton et al., 2002), que se
atribuyen principalmente a su alto contenido en polifenoles, especialmente acidos
fendlicos, flavonoides y antocianinas, asi como a otros importantes antioxidantes
naturales como el &cido ascorbico (vitamina C) (Béliveau y Gingras, 2005).

Los acidos organicos y en especial en su relacion con los azucares pueden afectar el
sabor de frutas y verduras. El contenido de los sélidos solubles, y de la acidez en los
frutos son indicadores utiles que permiten definir el momento 6ptimo para la cosecha
(Boulton et al., 1996). Los solidos solubles estdn compuestos por los hidratos de
carbono, los &cidos organicos, proteinas, lipidos y minerales varios, siendo los
azucares los principales componentes de ellos en la mayoria de los frutos (Wills et al.,
1981). Las antocianinas son los componentes fendélicos principales de las bayas de
pequefios frutos, y se ha demostrado que su actividad antioxidante esta
estrechamente relacionada con el contenido total de fenoles (Deighton et al., 2002).

Los factores genéticos y epigenéticos tales como los antecedentes genéticos de las
plantas, las etapas de maduracién del fruto, las condiciones ambientales durante el
crecimiento de las mismas y las practicas culturales empleadas, todos juntos influyen
en la sintesis de los azUlcares, los &acidos, los compuestos fendlicos (Kéhkonen et al.,
2001; Ferreyra etal., 2007) y en la constitucion de su capacidad antioxidante (Roussos
et al., 2009), resultando en algunos casos aun mas relevante el rol de la ontogenia
cuando las bayas se utilizan inmaduras, como por ejemplo en los arandanos
(Vaccinium spp.) para la industria de jugos (Celik et al., 2008).

El objetivo de este trabajo fue estudiar la calidad de los frutos de arandanos (V.
corymbosum L.) provenientes de plantas cultivadas en San Pedro (establecimientos A
y T), de distintas variedades (O"Neal, Misty y Blue-Crisp) y condiciones de crecimiento
(con malla antiheladas (CM), y sin malla antiheladas (SM), a la vez que se comparé
dicha calidad con otras frutas disponibles en el mercado de ardndanos, frutillas (Fragaria
X ananassa) y cassis (Ribes nigrum L.).

Materiales y Métodos

La recoleccion de los frutos de Vaccinium corymbosum L. se realizé en dos
establecimientos ubicados en la Localidad de San Pedro, Buenos Aires, en el mes de
noviembre de 2015. En el primer establecimiento denominado Tielas con posicién
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satelital: 33°45'15.5"S, 59°43'35.5"0, se trabajé solamente con plantas de la variedad
O’Neal. En esta finca, la variedad O’ Neal se cultivd bajo dos formas diferentes de
plantacién: parcelas con cubierta de malla plastica como proteccion para las heladas
(333 um) (O'Neal-TCM) y otras a campo, es decir desprovistas de proteccion (O"Neal-
TSM). En el segundo establecimiento denominado Andinian con posicion satelital:
33°44'43.1"S, 59°42'33.0"0 se cosecharon frutos de plantas de las variedades O"Neal
(O’'Neal-ACM), Misty (Misty-ACM) y Blue-Crisp (Blue Crisp-ACM), las cuales se
cultivaron con el mismo tipo de malla descripto anteriormente (Tomas Laibol,
comunicacién personal 2017). Se conto6 con 28 plantas de cada variedad en el cultivo
del establecimiento de Tielas y con 15 plantas de cada variedad en el cultivo del
establecimiento de Andinian. Sobre los frutos cosechados en San Pedro se evaluo el
porcentaje de la superficie de los frutos con coloracién puarpura, el contenido de los
solidos solubles, la acidez total titulable, el ratio entre solidos solubles y acidez total
titulable, pH, el rendimiento de jugo (Arena y Curvetto, 2008), la concentracion de
antocianinas mediante el método de pH diferencial de Giusti y Wrolstad (2001),
concentracion de fenoles totales (Makkar et al., 1993), y la actividad antioxidante
(método de Shimada et al. 1992 modificado). En los frutos de frutilla, cassis y
arandanos de otras procedencias se determinaron la concentracion de antocianinas,
fenoles totales y la actividad antioxidante para su comparacion con los frutos de V.
corymbosum del ensayo.

Los datos se analizaron mediante el analisis de la varianza usando el Programa IBM
SPSS Statistics 24 y las medias se separaron a través del test de Tukey. Se realizaron
correlaciones entre diversos pares de variables.

Resultados y Discusion

Andlisis de la calidad de los frutos de Vaccinium corymbosum L. provenientes de
plantas de distintas variedades y crecidas bajo diferentes condiciones de crecimiento.

La coloracion de la epidermis de los frutos present6 diferencias significativas segun la
variedad y las condiciones de crecimiento de las plantas. La variedad O'Neal-ACM
fue la que presentd mayor proporcion de frutos coloreados, mientras que en la
variedad Blue Crisp-ACM se encontré la mayor cantidad de frutos verdes (Tabla 1).
Cabe mencionar que el porcentaje de la superficie de los frutos con coloracién parpura
fue la Unica variable medida en la variedad O"Neal-ACM, ya que el material vegetal
restante fue insuficiente para poder realizar los estudios posteriores.
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Tabla 1. Porcentaje de la superficie de los frutos de Vaccinium corymbosum L. con
coloracién puarpura (%) (Color) segun la variedad y condiciones de crecimiento.

Variedad Color (%)
O’Neal - TSM 43 b
O'Neal - TCM 62 ab
O’Neal - ACM 85a

Misty — ACM 47 b
Blue Crisp — ACM 30b
F 5,633

P 0,000

Valores seguidos por letras diferentes en la columna son significativamente
diferentes de acuerdo al test de comparaciones multiples de Tukey a p < 0,05.

Los sélidos solubles, el pH inicial, la acidez total titulable, la relacién sélidos solubles/
acidez total titulable y el rendimiento de jugo de los frutos de V. corymbosum L.
presentaron diferencias significativas segun las variedades estudiadas y las
condiciones de crecimiento de las plantas (Tabla 2). Asi, los maximos valores para los
sélidos solubles se encontraron para la variedad O"Neal-TCM y Misty-ACM (11,1 y
11,4 °Brix, respectivamente), mientras que fue minimo para Blue-Crisp-ACM (7,7
°Brix). La variedad Misty-ACM fue la que presento6 el mayor pH (3,0), mientras que la
variedad Blue-Crisp-ACM tuvo los frutos mas acidos (2,8). A su vez, la variedad Blue-
Crisp-ACM fue la que presenté mayor acidez total titulable (1,2 %), significativamente
superior al resto de las variedades y condiciones de crecimiento (0,6 a 0,7% de acidez
total titulable). Con respecto a la relacion solidos solubles/ acidez total titulable, la
menor relacion se obtuvo con la variedad Blue-Crisp-ACM (6,8) y la mayor en la
variedad O"Neal-TCM (18,9). Respecto al rendimiento de jugo contenido en los frutos,
la variedad Blue-Crisp-ACM fue la mas rendidora (25,3 ml), mientras que la variedad
O Neal-TCM fue la que produjo menor rendimiento de jugo (15,7 ml).
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Tabla 2. Analisis de la varianza para sélidos solubles (°Brix) (SS), acidez inicial (pH),
rendimiento de jugo (ml) (R), acidez total titulable (%) (ATT) y relacion sdlidos solubles/
acidez total titulable (SS/ATT) de los frutos de Vaccinium corymbosum L. segun la
variedad y condiciones de crecimiento.

Variedad SS oH ATT  SSIATT R
O'Neal—-TSM 98b 291b  074b 1351b 1%26
O'Neal-TCM 11,14a 291b  060b 1887a 1570c
Misty—ACM 1144a 304a 074b 16,14 ab 22’58
Blue Crisp -
=y 774c 276c 117a 683c 2532a
F 20822 11812 14064 14747 14141
D 0000 0000 0000 0000 0000

Valores seguidos por letras diferentes en cada columna y para cada factor son
significativamente diferentes de acuerdo al test de comparaciones multiples de
Tukey a p < 0,05.

Realizando las correlaciones entre las diferentes variables determinadas (Fig. 1)
puede observarse una correlacion de la concentracion de las antocianinas con los
sélidos solubles positiva y significativa (r= 0,636, p= 0,003), con el rendimiento de
manera negativa y significativa (r=-0,733, p< 0,001), con la acidez total titulable siendo
negativa y significativa (r= -0,704, p= 0,001), con SS/ATT positiva y significativa (r=
0,618, p=0,004) y con el color de manera positiva y significativa (r= 0,589, p= 0,006).
Ademas se encontré una correlacion de la concentracion de fenoles con los solidos
solubles positiva y significativa (r=0,500, p= 0,025) y el pH inicial siendo positiva y
significativa (r= 0,672, p= 0,001). Los solidos solubles también se encuentran
relacionados con el pH inicial de manera positiva y significativa (r= 0,803, p< 0,001),
con el rendimiento siendo negativa y significativa (r= -0,653, p= 0,002), con la acidez
titulable de manera negativa y significativa (r= -0,812, p< 0,001), con el SS/ATT
positiva y significativa (r= 0,886, p= 0,000) y con el color de manera positiva y significa
(r= 0,615, p= 0,004). El pH inicial tiene una relacién negativa y significativa con la
acidez titulable (r= -0,755, p< 0,001) y positiva y significativa con SS/ATT (r= 0,795,
p< 0,001). El rendimiento como antes se dijo tiene una estrecha relacion con la
concentracion de antocianinas y solidos solubles, ademas de una correlacion positiva
y significativa con la acidez titulable (r= 0,735, p< 0,001), negativa y significativa con
SS/ATT (r=-0,697, p= 0,001) y con el color de manera negativa y significativa (r= -
0,514, p= 0,020). El color también tiene una relacion negativa y significativa con la
acidez titulable (r=-0,729, p< 0,001) y positiva y significativa con SS/ATT (r= 0,634,
p=0,003).
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— M;D”" RO— Tén?:l:oo g S5 |pHinical R{ml) | ATT | SS/ATT | Color
mil ml 0,25ml | nas mg PH

—— r 1 657 | 548" | -446 | 0,073 | 0,233 | 0,300 | 0,362 | 0,408 | 0,206 | -0,077
p 0,002 | 0004 | 0,049 | 0,759 | 0,223 | 0,199 | 0,117 | 0,074 | 0,385 | 0,746

T r BT 1 0,445 | 0,042 | 0,105 | 0,169 | 0,325 | -0,051 | 0,233 | 0,090 | 0,048
p 0,002 004 | 0859 | 0659 | 0,477 | 0,162 | 0,829 | 0,323 | 0,705 | 0,840
DPPH0.25m r 648" | 0,445 1 0,278 | 0,241 | 0,038 | 0023 | 0,352 | 0418 | -0,165 | 0,381
p 0,004 | 0,064 0,264 | 0,336 | 0,882 | 0,927 | 0,151 | 0,084 | 0,512 | 0,119

Antocianinas| -446 | 0,042 | -0,278 1 0,355 | ,636 | 0,428 | -73F | 704" | ,e1d" | ,5BE”
mg p 0,049 | 0,859 | 0,264 0,124 | 0,003 | 0,059 | 0,000 | 0,001 | 0,004 | 0,006
mgTanf100g[ r 0,073 | 0,105 [ 0,241 | 0,355 1 ,500 | 677" | -0,144 | 0,433 | 0,433 | 0,227
PH p 0,759 | 0,659 | 0,336 | 0,124 0,025 | 0001 | 0545 | 0,057 | 0,056 | 0,335

= r 0,233 | 0,169 | 0,038 | ,636 ,500 1 ,803" | -6539° | -812° | 888" | ,615

p 0,323 | 0477 | 0,882 | 0,003 | 0,025 0,000 | 0,002 | 0,000 | 0,000 | 0,004

pH Inical r 0,300 | 0,325 | 0023 | 0428 | ,677 80 1 -0,321 | 755 | ,797 0,409

p 0,199 | 0,162 | 0,927 | 0,059 | 0,001 | 0,000 0,167 | 0,000 | 0,000 | 0,074

R{mi) r 0,362 | 0051 | 0352 | -733 | 0,144 | .65 | 0,321 1 735" | -887" | -514

p 0,117 | 0,829 | 0,151 | 0,000 | 0,545 | 0,002 | 0,167 0,000 | 0,001 | 0,020

— r 0,408 | 0,233 | 0418 | -70f | 0433 | 817 | 755" | 735 1 -94d" | - 7297

p 0,074 | 0323 | 0084 | 0,001 | 0,057 | 0,000 | 0,000 | 0,000 0,000 | 0,000

SS/ATT r 0,206 | 0,090 | -0,265 | 618" | 0433 | ,886 | ,797 | -,697 | -9ad" 1 634"

p 0,385 | 0705 | 0,512 | 0,004 | 0,056 | 0,000 | 0,000 | 0,001 | 0,000 0,003

o r 0,077 | 0048 | -0,381 | ,589 | 0,227 | ,615° | 0,409 | -514 | - 729" | &34 1
p 0,746 | 0,840 | 0,119 | 0,006 | 0335 | 0,004 | 0074 | 0,020 | 0,000 | 0,003

Figura 1. Correlacion (r) y significancia (p) entre pares de las variables estudiadas en
los frutos de Vaccinium corymbosum L. segun variedad y condiciones de crecimiento
de las plantas. Los valores de p < 0,05 son significativamente diferentes.

De los resultados obtenidos puede observarse que las variaciones encontradas en el
porcentaje de la superficie de los frutos con coloracién purpura y por ende en la
maduracion de los mismos estuvieron estrechamente relacionadas positivamente con
el contenido de solidos solidos solubles, lo cual llevé también al aumento de la
concentracion de antocianinas en el fruto, ya que a medida que avanza la maduracion
y como resultado de los procesos bioquimicos naturales, se manifiestan las principales
caracteristicas organolépticas que los hacen aptos para el consumo. Una de ellas es
la sintesis de pigmentos antocidnicos a través de la cual el color de la piel toma
tonalidades desde el verde rosa para finalizar en un azul/morado (Feippe et al., 2012).

Analisis comparativo de la calidad de los frutos de Vaccinium corymbosum L. del
ensayo Y frutos del mercado de frutilla (Fragaria x ananassa), cassis (Ribes nigrum L.)
y arandanos (Vaccinium corymbosum L.)

Se pudo observar que la concentracion de antocianinas presenté diferencias
significativas entre especies, siendo el arandano del mercado la fruta que presento el
mayor valor (Vaccinium corymbosum L.) (242,0 mg cianidina-3-glucésido/100 g peso
fresco de frutos), seguido por cassis (Ribes nigrum L.) (187,6 mg cianidina-3-
glucésido/100 g peso fresco de los frutos). El fruto que presentd la menor
concentracion es Blue Crisp-ACM (17,9 mg cianidina-3-glucésido/100 g peso fresco
de los frutos). También se puede observar que el cassis (Ribes nigrum) presento la
mayor concentracion de fenoles (585,0 mg &cido tanico/100 g peso fresco de los
frutos), seguido por los arandanos adquiridos en el mercado (Vaccinium corymbosum
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L.) (350,1 mg é&cido tanico/100 g peso fresco de los frutos), las frutillas (Fragaria x
ananassa) (215,5 mg acido tanico/100 g peso fresco de los frutos), siendo los frutos
de la variedad Blue Crisp-ACM los que presentaron la menor concentracion de fenoles
(126,1 mg acido tanico/100 g peso fresco de los frutos).

Las especies presentaron diferencias significativas en la evaluacion del efecto
secuestrador de radicales 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH). El cassis presento el
mayor valor (50,91%), seguido por el ardndano (27,09 %) y la frutilla (24,7%) en la
alicuota de 0,05 ml de extracto metandlico, siendo los frutos de O'Neal-TSM los que
presentaron el menor valor (-4,10 %). En la alicuota de 0,1 ml, el que presento la
mayor actividad fue el cassis (49,86 %), seguido por la frutilla (37,84 %), siendo las
gue presentaron menor actividad O'Neal-TSM (17,86%) Misty-ACM (15,38%). En la
alicuota 0,25 ml se puede observar que las frutas que presentaron mayor actividad
fueron el arandano y el cassis (91,37 y 91,29 %, respectivamente), mientras que la
menor nuevamente fue O"Neal-TSM (68,02 %).

En la Figura 2 se puede observar el aumento de la actividad antioxidante a medida
gue aumenta el contenido de fenoles, particularmente en los frutos de arandanos y
cassis.
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Figura 2: Actividad antioxidante (% en eje y de la derecha) con 0,1 ml de solucién
metandlica de frutos, contenido de antocianinas (mg cianidina-3-glucésido/100 g
peso fresco de frutos) y contenido de fenoles (mg acido tanico/100 g peso fresco de
frutos) segun variedad, especie y condicidn de crecimiento.

Los contenidos de antocianinas de los frutos obtenidos en este trabajo son
comparables con los datos publicados en V. corymbosum var Legacy (226,6 mg
antocianinas/100 g peso fresco de frutos) (Ribera et al., 2010), aunque fueron
menores que aquellos valores citados en la bibliografia (para cassis 411 mg
antocianinas/100 g peso fresco de fruto, para ardndano 500 mg antocianinas/ 100 g
fruto, para frutilla 75 mg antocianinas/100 g fruto) (Garcia Pastor, 2016). Sin embargo,
los valores obtenidos en la concentracion de antocianinas de los frutos estudiados en
este trabajo estan dentro de los pardmetros de antocianinas que se espera que posea
un fruto maduro (entre 20 a 1000 mg antocianinas/100 g peso fresco de fruto), al
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mismo tiempo que se encontrd que el arandano fue el fruto con mas antocianinas y la
frutilla el de menor contenido (Garcia Pastor, 2016).

Conclusiones

La proteccion con malla antiheladas mejoré algunas de las caracteristicas
organolépticas y nutracéuticas de los frutos de arandano favoreciendo la acumulacion
de sélidos solubles, contenido de antocianinas y actividad antioxidante, hecho que
ademas se vio reflejado en la coloraciéon de la epidermis de los frutos. En cambio los
frutos de O'Neal-TSM presentaron los mayores valores de acidez y rendimiento de
jugo. La variedad de arandano afecté el contenido de sélidos solubles, acidez,
antocianinas, fenoles totales y actividad antioxidante, estando todas estas
caracteristicas también ligadas al estado de madurez de los frutos. La variedad O"Neal
fue la més precoz y presento los mayores valores de soélidos solubles y antocianinas,
mientras que la variedad Blue Crisp fue la mas tardia y presentdé menores valores de
sélidos solubles y antocianinas, pero la maxima acidez total titulable. Los frutos de
ardndano cosechados en este ensayo tienen la posibilidad de obtener el sello del
SENASA por su contenido de solidos solubles (siempre y cuando sigan los otros
requisitos del protocolo), aunque la variedad Blue Crisp no cumple con la relacion de
sélidos solubles y acidez titulable (SS/AT) ya que la misma es baja, hecho que esta
indicando que estos frutos deben ser cosechados con un estado de madurez mayor.
Los frutos de V. corymbosum provenientes del ensayo y aquellos comprados en el
mercado presentaron mayores contenidos de antocianinas con respecto a las frutillas,
mientras que su actividad antioxidante (medida con una concentracién de extracto
metandlico de 0,25 ml) fue comparable a la del cassis y la frutilla. Por lo expuesto
puede concluirse que los frutos de ardndano poseen un valor funcional destacado,
estando el mismo afectado tanto por la variedad como por las condiciones de
crecimiento y estado de madurez.
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Efecto de la deshidratacién osmotica en el secado de rodajas de mango para
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Resumen

En el presente trabajo se estudio la influencia que tiene el pretratamiento de
deshidratacion osmética en el proceso de secado de rodajas de mango (cv. Tommy
Atkins) con aire caliente a 50°C, con el fin de desarrollar una tecnologia para la
obtencion de snacks de mango deshidratado. Para ello, se utilizaron 4 tipos de
muestras. La primera, definida como muestra control, fue sometida a secado
convectivo a 50°C sin ningun tratamiento previo y las restantes, fueron sometidas a
un pretratamiento osmoético, sumergiéndolas en soluciones de sacarosa y glucosa
(1:1) con agitacion constante, de 45, 55 y 65°Brix, a una temperatura de 40°C y a
presion atmosférica. Una vez alcanzado el equilibrio osmatico (2 h), se procedi6 al
secado convectivo de las muestras pre-tratadas. Se analiz6 la pérdida de agua de las
muestras, en cada etapa del secado (deshidratacién osmotica y secado convectivo),
la humedad final y la cinética de secado para cada tratamiento. Ademas, se obtuvieron
las isotermas de sorciéon de agua a 25°C para las muestras deshidratadas. Los
resultados indicaron que el mango sometido a deshidratacion osmoética a 65° Brix
presentd la mayor pérdida de agua (36%) y la menor velocidad de eliminacién de agua
(0,2417 kg agua/h.m?). A su vez, el secado de mango sin pretratamiento (muestra
control) mostré la mayor velocidad de eliminacién de agua (0,5707 kg agua/h.m?)
durante el periodo de velocidad constante en la curva de secado y la menor humedad
final (10,5%) luego del secado convectivo. La humedad final de las muestras
osmodeshidratadas crecio con la concentracion de azucares de la solucion osmatica,
mientras que la velocidad de eliminacién de agua mostré una disminucion con este
parametro. Esto esta relacionado a la mayor retencién de agua por parte de los
azucares incorporados durante el proceso de 6ésmosis. Las isotermas de sorcion
mostraron, para una misma actividad de agua, un notorio aumento en el contenido de
humedad en funcion del contenido de azucares de la muestra. Sibien el menor tiempo
de secado corresponde a la muestra control, la ventaja de incorporar la deshidratacion
osmotica como un pretratamiento del proceso, reside en la obtencidén de un alimento
estable en cuanto a su conservacion y con un mayor contenido de humedad final.

Palabras clave: Mango, Deshidratacidon osmética, Secado
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Introduccién

El mango es una fruta tropical originaria de Asia. Es rica en azucares, fibras, vitaminas
y beta carotenos. Crece en la zona intertropical y es de pulpa carnosa y dulce, que a
su vez, puede ser o no fibrosa. Por su riqueza en &cidos, vitamina C y especialmente
por su alto contenido de vitamina A, posee buenas caracteristicas antioxidantes. Es
una fruta con una alta produccion mundial, sin embargo, su comercializacién se ve
dificultada por su estacionalidad y corta vida, ademas de un escaso procesamiento
poscosecha en los paises productores. En Argentina, el mango es un cultivo que cobro
importancia desde la década del noventa, se estima una superficie de 450 hectareas
plantadas, distribuidas en Salta, Jujuy, Formosa y Misiones. El rendimiento varia entre
10y 15 toneladas por hectarea (Molina, 2016). Debido a su elevado contenido de agua
y azucares es un producto altamente perecedero, cuyo almacenamiento por largos
periodos de tiempo puede lograrse a través de técnicas que disminuyan la actividad
del agua a un nivel inferior a aquel en el que se puedan desarrollar reacciones
guimicas de deterioro. Una de las principales técnicas para la conservacion de
alimentos es la deshidratacion, que consiste en la eliminacion del agua contenida en
los alimentos, usualmente por medios térmicos. La remocion de agua genera la
pérdida de peso del alimento y la disminucién del volumen, lo cual permite reducir los
costos de almacenamiento, transporte y distribucion (Toledo, 2007).

Es muy comun el empleo de métodos combinados en la conservacion de frutas y
hortalizas, ya que permiten lograr productos estables y de buena calidad (Sluka,
2015). La aplicacién de la deshidratacion osmoética, seguida del secado por aire
caliente en el procesado de frutas y hortalizas, presenta numerosas ventajas con
respecto a los tratamientos tradicionales y su estudio es primordial para la obtencion
de un producto deshidratado de buena calidad (Spiazzi y Mascheroni, 2001).

La deshidratacion osmotica es un proceso que involucra la eliminacién del agua de un
alimento que se sumerge en una solucion hipertonica que posee mayor presion
osmoética y menor actividad de agua. La diferencia de potenciales quimicos, entre los
componentes de la solucién y el producto, genera las fuerzas impulsoras que permiten
la transferencia de agua del alimento hacia el medio osmatico, y en contracorriente, la
de soluto hacia el seno del alimento (Rahman, 2007). Este método puede reducir hasta
en un 50% el agua presente inicialmente en los alimentos, dependiendo de la fisiologia
del mismo y las condiciones de trabajo. El uso de la deshidratacibn osmaética como
pretratamiento en la industria alimenticia, mejora la calidad del producto en términos
de color, flavour y textura. Se aplica como etapa previa de muchos procesos para
mejorar las propiedades nutricionales, sensoriales y funcionales del alimento sin
modificar su integridad (Torreggiani, 1993). Generalmente precede a procesos como
la congelacidn, liofilizacion, secado al vacio o secado por aire caliente. La ventaja de
secado por conveccion, luego del pretratamiento, radica en las mayores velocidades
de secado alcanzadas, preservando las propiedades organolépticas del producto
cuando se lo compara, solamente, con el secado convectivo.

En el siguiente trabajo se estudio la influencia de la deshidratacion osmotica en la
cinética de secado de rodajas de mango con el fin de desarrollar una tecnologia para
la elaboracién de snacks de mango
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Materiales y Métodos

Materia Prima

Se emplearon mangos de la variedad Tommy Atkins y Osteen producidas en el
departamento de Oran, provincia de Salta, Argentina. Se seleccionaron con una
madurez entre 10 — 12 °Bx. La fruta se pelé a mano y se cort6é en rodajas de 6 mm.

Para la deshidratacion osmoética se utilizdé sacarosa y glucosa de grado alimenticio.

Deshidratacion osmotica

Las muestras de mango fueron sumergidas en soluciones osmoticas (1:1) de 45,55y
65°Bx medidas con un refractdmetro manual (Hand held refractometer ZGRB-32ATC)
a 40°C. La relacidon en peso entre la muestra y la solucion fue 1:4. Se tomaron
muestras a diferentes tiempos, hasta alcanzar el equilibrio y se determind la
disminucién de los sélidos solubles del jarabe y la pérdida de peso de las muestras.

Secado por conveccion.

El secado convectivo se realizé en estufa (Tecno Dalvo) a 50°C. El peso de las mismas
se tomé a diferentes tiempos hasta obtener peso constante, empleando una balanza
de precision (Ohaus). Después de concluir el proceso de secado, se retird la muestra
y se registré el peso final para luego envasarlos en bolsas herméticas.

Cinética de secado.

Los pesos obtenidos se convirtieron de la siguiente manera:

W—-Ws
Donde W es el peso del sélido humedo en el tiempo “t” (kg de agua mas sdlido seco),
W:s es el peso del sélido seco (kg solido seco) y X:es la relacién entre el peso del agua

y el peso del sélido seco en un tiempo determinado (kg de agua/kg solido seco).

Después de haber establecido las condiciones de velocidad de secado constante, se
determiné el contenido de humedad de equilibrio, X* (Kg de humedad de equilibrio/Kg
de sélido seco) con el que se procedié a calcular el contenido de humedad libre X (Kg
de agua libre/Kg de sdlido seco) para cada valor de X:.

X=X -X ()

Luego, se graficé el contenido de humedad libre (X) en funcién del tiempo (t). Para
obtener la curva de velocidad de secado y a partir de esta gréfica, se midieron las
pendientes de la curva, lo cual proporciona valores de dx/dt para cada valor de t.
Luego se calcul6 la velocidad, R, para cada punto con la siguiente expresion:

=+ (3)

R=— %
Donde A es la superficie expuesta (superficie de la rodaja).

Con el fin de evaluar el modelo que describe el comportamiento cinético de secado,
se va a utilizar el modelo de capa delgada.
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X—X,

MR = =exp(—k xt) (4)

Xo—Xe
Donde MR es la razon de humedad, X es la humedad en base seca (kg agua/kg s.s.)
a cada tiempo, Xe es la humedad de equilibrio (kg agua/kg s.s.) y Xo es la humedad
inicial (kg agua/kg s.s.), t es el tiempo en horas y k la constante del modelo, de la cual
se puede calcular la difusividad de la siguiente manera:

(5)

Dp*m?
4x]2

k =

Donde | es el semi espesor de la rodaja.
Humedad final y actividad de agua

La humedad final de las muestras, se determind por gravimetria, luego de secar las
muestras a 104°C por 24 h:

%H = Wn/WSsx 100 (6)

Dénde WH es la cantidad de agua que posee la muestra 'y Ws es el peso seco de la
muestra.

La aw de los snacks deshidratados se midio empleando un medidor de actividad de
agua Aqualab (Decagon Devices) a 25°C.

Isotermas de sorcion

La humedad de equilibrio de las muestras se determin6 en estufa a 105°C por 24
horas. Para obtener las isotermas, se utilizé el método estatico gravimétrico utilizando
soluciones salinas saturadas. Se pesaron 0,5 g de muestra, previamente
deshidratadas durante una semana con silica gel, que fueron colocadas en recipientes
cerrados herméticamente, exponiéndose las muestras a atmosferas de humedad
relativa conocida, en un rango de aw entre 0.10 — 0.9, empleando soluciones salinas
sobresaturadas, de acuerdo a lo descripto por el proyecto COST 90 (Spiess y Wolf,
1983). Los recipientes se colocaron en un ambiente con temperatura controlada de
25°C y se pesaron periédicamente hasta alcanzar peso constante. Los ensayos se
realizaron por triplicado. Se determinaron las isotermas para la muestra control y las
muestras pretratadas con 45 y 65°Bx.

Los datos experimentales se modelaron con la ecuacion de Brunauer, Emmetty Teller
(BET):
Xm*Cxay

Xe = (1—ay)*(1+ay+(C—1)) (7)

Dénde: Xe: humedad de equilibrio (kg agua/kg masa seca); aw: actividad de agua; Xm:
humedad de la monocapa (kg agua/kg solido seco); C: constante de Guggenhein, que
depende del calor de sorcion.

Analisis estadistico
Los parametros del modelo se obtuvieron mediante el software Graphpad Prism 5.0.
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Resultados y Discusién

Deshidratacion osmética

La variacion de las concentraciones de soélidos solubles de las soluciones osmaticas
para cada uno de los experimentos se muestra en la Tabla 1. Los resultados indican
gue el equilibrio se alcanza a las 120 horas.

Tabla 1: Variacién de concentracion de soélidos solubles durante la deshidratacion

osmatica
Muestra
Tiempo Muestral  Muestra 2 3
(min) °BX °BX °BX
0 45,2 55,6 65,2
30 42,6 52,4 56,0
60 40,8 50,2 54,0
90 40,0 47,8 52,4
120 38.1 47 4 50.8
150 38.9 47.2 49.6

Se observa que los frutos pierden entre un 22 y 36%, dependiendo de la concentracion
de azucares en la soluciébn osmotica (Tabla 2).

Tabla 2: Pérdida de peso por deshidrataciéon osmatica.

Muestra 1 Muestra 2 Mu%stra
Peso pulpa 101,9 116,4 115,5
Peso final 79 84,8 74,1
Perdidapor| 50, 27% 36%
0osSmosis

El aumento de la presidbn osmotica, produce un aumento de la diferencia de
potenciales quimicos entre la fruta y la solucion, lo que conduce a un aumento de las
fuerzas impulsoras y de los flujos, lo que conduce a que el equilibrio se alcance con
una mayor pérdida de peso en la fruta.
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Cinética de secado

Para la obtencion del modelo cinético del proceso de secado, se establecen las curvas
de secado para cada muestra Figura 1.

_ B & Control
g »- m 450K
B e e s E5Bx
3 oTa'le o B5Bx
8 1:] c3 * e *
I 7 4 | ] a!‘
E La ) » B
< L g

GI T T T 1

i} 2 4 [ 3

Tiempo (h )

Figura 1: Curva de secado

La velocidad promedio de secado, se obtuvo de acuerdo a la ecuacion 3. Los
resultados obtenidos, se observan en la Tabla 3.

Tabla 3: Velocidad promedio de eliminacién de agua
R (kg H20/h.m?)

Control 0,5707
45°Bx 0,3343
55°Bx 0,2700
65°Bx 0,2417

Durante el proceso de secado convectivo se observa que la muestra control posee la
mayor velocidad de eliminacion de agua, esto esta relacionado a la mayor retencion
de agua por parte de los azucares incorporados durante el proceso de 6smosis, lo
cual se ve reflejado en la Tabla 4 donde se observan las humedades finales de las 4

muestras.

Tabla 4: Humedad final de las muestras

Control 45°Bx 55%Bx 65°BXx

H”;?rf;lad 10,500% | 11.347% | 11,610% | 13.250%

Para modelar el periodo de velocidad decreciente en el secado se utilizé el modelo de
capa fina (Ec.4).
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Figura 2: Puntos experimentales y modelado matematico

El coeficiente de difusion (Def) se calcul6 a partir de la pendiente de la linea recta
obtenida al graficar Ln(MR) en funcion del tiempo, los valores obtenidos se ven
reflejados en la Tabla 5.

Tabla 5: Coeficientes de difusion
Def (cm?/s)x10’

Control 7.61
45°Bx 16.03
55°Bx 14.82
65°Bx 11.96

Los valores de difusividad disminuyeron con el incremento de la concentracion de la
solucion osmdtica, lo que muestra un aumento en las resistencias internas del sélido,
ya que a mayor concentracion de azucar se forma una capa superficial de la misma
en el sélido, obteniéndose una menor porosidad y mayor obstruccién de poros, lo que
genera una aumento en la resistencia interna de la fruta.

Isotermas de sorcion y aw final después del proceso de secado.

Las isotermas de sorcion se realizaron para las muestras control, 45 y 65°Brix (Figura
3). Los resultados obtenidos, indican que el contenido de humedad de las muestras,
aumenta exponencialmente a partir de una aw = 0.65. Ademas, la muestra control
posee una menor humedad, comparada con las muestras que se sometieron a
tratamiento osmotico. Esto puede estar relacionado a la mayor afinidad por el agua de
las muestras con mayor contenido de azucares, como lo son las muestras pretratadas
osmoticamente.

Los datos obtenidos se ajustaron mediante la ecuacion de BET. Los pardmetros del
ajuste se muestran en la Tabla 6.
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Tabla 6: Parametros de ajuste del modelo BET para cada tratamiento

Control [0,05437( 0,901 |0,9811
45Bx |0,07417( 0,6978 |0,9958
0,0763 | 0,8395 [0,9933

El modelo de BET muestra un buen grado de ajuste a los datos experimentales (R? >
0.98). En la Figura 4, se puede observar los puntos experimentales y las curvas
modeladas con el modelo BET a 25°C para cada muestra. No se observan diferencias
significativas entre las muestras obtenidas por los diferentes tratamientos osmaoticos.
De acuerdo al modelo BET, las isotermas son del tipo lll, caracteristicas de alimentos
con un alto contenido de azucares y con calor de adsorcién de la monocapa muy
préximo al calor latente de condensacion del agua pura.

100+
vee Control
&0+ === 456X
60 == GEBYX
1
I 4]
20+
ﬂ" T 1

0.2 04 0.6 0.8 1.0
Aw

Figura 3: Datos experimentales y modelados con BET

Los datos de aw finales de cada muestra se ven en la Tabla 7. Los resultados indican,
que las muestras que fueron sometidas a tratamiento osmoético, presentan valores por
debajo de 0.55. En general, el crecimiento de hongos, levaduras y bacterias, ocurre
en alimentos que poseen aw mayor a 0.7. Ademas, la velocidad de deterioro, debido
a reacciones enziméticas aumentan notoriamente a valores superiores a aw = 0.6. Por
lo tanto, si bien el menor tiempo de secado corresponde a la muestra control, la ventaja
de incorporar la deshidratacion osmaética como un pretratamiento del proceso, reside
en la obtencién de un alimento mas estable en cuanto a su conservacion.

Tabla 7: Valores de actividad de agua de las muestras deshidratadas

Control 45°Bx 65°Bx

Aw 0,649 0,519 0,524
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Conclusiones

La deshidrataciéon osmética colabora en el proceso de deshidratacion y estabilizacion
de las muestras de mango.

La humedad final de las muestras osmodeshidratadas creci6 con la concentracion de
azucares de la solucién osmoética, mientras que la velocidad de eliminacion de agua
mostré una disminucion con este parametro. Esto esta relacionado a la mayor
retencion de agua por parte de los azucares incorporados durante el proceso de
osmosis.

Las isotermas de sorcibn muestran que las muestras pre tratadas poseen un mayor
contenido de humedad a medida que aumenta la humedad relativa del ambiente.
Pero, al finalizar el proceso de secado, las muestras pretratadas presentan aw
menores a 0,55, condiciones que inhiben el crecimiento de la mayoria de los
microorganismos y disminuyen las velocidades de las reacciones enziméticas de
deterioro.

De esta manera, se obtiene un producto de buena calidad, mayor estabilidad y vida
atil.
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Resumen

El objetivo general de este trabajo fue estudiar la fenologia de floracion y la produccion
de frutos de ardndanos (Vaccinium corymbosum L.) provenientes de plantas cultivadas
en la localidad de San Pedro de distintas variedades (O"Neal, Misty y Blue-Crisp) y para
el cv O’Neal, diferentes condiciones de crecimiento (con malla antiheladas, CM, y sin
malla antiheladas, SM). Entre los meses de agosto y octubre se realizaron a campo los
registros fenoldgicos, la valoracion del sector productivo de los arbustos y la cosecha
de frutos. La fenologia de floracion fue diferente segun el cultivar. La variedad Blue-
Crisp fue la que presentd mayor porcentaje de flores en pre antesis y antesis el 4 de
septiembre, manifestando un retraso significativo de la floracion respecto de los otros
cultivares. Por otro lado, la variedad O Neal, cultivada CM y SM presenté un 50-60% de
frutos cuajados el 14 de septiembre, siendo significativamente superior a Blue Crisp
(18%).EI 4 de octubre se registré el fin de la floracién para todos los tratamientos. Las
flores mostraron también caracteristicas diferentes entre si. En la fase de preantesis la
variedad Misty fue la que presentd significativamente menores dimensiones y peso
respecto de los otros tratamientos (8,95 mm x 4,31 mm y 0,04 g). Estas diferencias se
mantuvieron en la fase de antesis. Con respecto al color de la flor durante las fases de
preantesis y antesis se observé que en la pre antesis habia flores de color rosado y
blancas en diversas proporciones mientras que en antesis solo blancas. La variedad
O’Neal cultivada CM presentd mayor proporcion de ramas productivas respecto de la
misma variedad cultivada SM. Sobre los arbustos de Misty se calculdé un 57,33% de
sector productivo es decir significativamente menor al observado en las variedades
O’Neal y Blue Crisp cultivadas CM. En cuanto al rendimiento de la planta se observo
gue tanto el nimero de frutos como el peso total de la cosecha fue significativamente
mayor para la variedad O’'Neal-CM respecto de la O’'Neal-SM, aunque solo se
observaron diferencias significativas en el nimero total de frutos obtenidos entre
O’Neal-CM y Misty. En la evaluacion individual del fruto se observé que O'Neal-CM
presentd valores significativamente mayores en las variables peso fresco y seco, en las
dimensiones y en la coloracion del epicarpio. Los resultados obtenidos demuestran que
el genotipo juntamente con el manejo aplicado al cultivo determinan los tiempos de
floracion y maduracion.

Palabras clave: pequefios frutos, floracion, productividad, caracteristicas fisicas.
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Introduccién

El arandano es una especie proveniente del Hemisferio Norte, que pertenece al
género Vaccinium de la familia de las Ericaceae. De mas de 30 especies conocidas
de este género solo un pequefio grupo se utiliza para la comercializacion de fruta. En
nuestro pais la produccion de ardndanos es relativamente nueva, cuyas plantaciones
fueron establecidas en los afios noventa y actualmente la superficie ronda las 4.700
hectareas implantadas. En la localidad de San Pedro, Buenos Aires, el cultivo de
arandano desplazé a otros cultivos tradicionales de la zona, como el de duraznero. La
produccion de fruta de nuestro pais se exporta al Hemisferio Norte en los meses de
octubre y noviembre, en contra-estacion, obteniéndose los precios mas favorables.
Para la produccién de fruta en dichos meses se utilizan variedades que florecen
durante julio y agosto, por esto es necesario utilizar algin método de proteccion contra
las heladas para evitar la pérdida de flores.

La mayoria de la superficie implantada en nuestro pais se hace en zonas de clima
templado o templado-calido con variedades de gran porte que pueden, alcanzar los
dos metros de altura. Estas variedades de floracion mas temprana suelen presentar
dos momentos de crecimiento vegetativo. El primer crecimiento de brotes se inicia en
la primavera (septiembre) y continGia su crecimiento hasta mediados de diciembre (BP:
brotes de primavera). El segundo crecimiento vegetativo surge de las yemas formadas
en los brotes de primavera y luego de la maduracion de los frutos, es decir en el mes
de diciembre (segun las zonas de cultivo). Este segundo ciclo finaliza alrededor de la
segunda quincena de marzo (BV: brotes de verano) (Bafados et al, 2007). La
induccion floral (IF) ocurre en las yemas de las ramas crecidas durante el afio anterior
a la floracion (Bell y Burchill, 1955; Gough et al., 1978; Aalders y Hall, 1964). El
proceso comienza después que los brotes (BP y BV) detienen su crecimiento (Aalders
y Hall, 1964; Bafiados y Strik, 2006). La IF esta afectada significativamente por el
fotoperiodo (Hall et al., 1963).

Durante la ruptura de las yemas florales es decir en la preantesis, los dafios por
heladas son maximos debido a la alta susceptibilidad de las flores (Chaar, 2013) En
la fase de antesis se produce la polinizacion y fecundacion de las flores que depende
principalmente de la presencia de insectos polinizadores y condiciones climaticas que
favorezcan esta actividad (Molina, 2001). Una vez que la flor fue fecundada, se
produce la caida de pétalos dejando al descubierto el pistilo. Luego del cuaje se
produce el aumento del tamafio del fruto y mas adelante el cambio de color junto a la
maduracion. El crecimiento de los frutos se prolonga durante 2 a 3 meses. La cosecha
se inicia a mediados de octubre o principios de noviembre y se realiza en dias
sucesivos hasta noviembre o diciembre dependiendo de las variedades y condiciones
climéticas durante esta etapa.

Por todo ello, es importante conocer el comportamiento fenologico de las diferentes
variedades comerciales de V. corymbosum L. para optimizar sus respectivos manejos
y asi obtener mejores producciones de fruta.
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Materiales y Métodos

El registro de datos y coleccidbn de material se realizO en dos establecimientos
ubicados en la Localidad de San Pedro, Buenos Aires. En el primer establecimiento,
denominado Tielas, se trabajé solamente con la variedad O’Neal, con el objetivo de
estudiar la fenologia de floracioén y produccion de fruta en dos lotes diferentes, uno con
plantas cultivadas a campo (TSM) y otro con plantas protegidas por malla anti heladas
(TCM). En el segundo establecimiento llamado Andinian (A), todas las plantas se
cultivaron con malla antiheladas y se utilizaron tres variedades de V. corymbosum L:
O"Neal, Misty, Blue-Crisp con el objetivo de estudiar la fenologia de floracion, el periodo
de crecimiento del fruto y las caracteristicas fisicas de los frutos en una determinada
fecha.

El disefio experimental fue de 28 plantas para ambas parcelas del cultivo Tielas y de 15
plantas para cada una de las variedades del cultivo Andinian. Los registros fenolégicos
se hicieron segun la metodologia de Ledesma (1953) y la evaluacion de los frutos sobre
la base de muestras biologicas obtenidas del total de fruta cosechada segun
metodologia de Arena (2016).

Los resultados se evaluaron estadisticamente con el programa SPSS 19.

Resultados y Discusién
Fenologia de floracion

A través de la evolucion de las flores fue posible determinar la duracion de las
diferentes etapas fenoldgicas para los cultivares O'Neal-TCM y O'Neal-TSM; y los
cultivares O"Neal-ACM, Blue-Crips-ACM y Misty-ACM.

Al inicio del registro de datos para ambos cultivos se registraron altos valores de flores
en antesis (Figura 1). La variedad Blue Crisp—ACM presentd un 50% de flores en
antesis el 4 de septiembre significativamente superior al resto de los tratamientos para
luego decaer. Las variedades O'Neal-ACM, O"'Neal-TSM y O"Neal-TCM presentaron
un nuevo incremento de valores entre el 13 y el 20 de septiembre. El 11 de octubre
con valores menores al 10% se considerd el fin de la floracion.
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Figura 1: Evolucion de la fase de antesis de V. corymbosum L. segun variedad y
cultivo.

El 23 de agosto se registré entre un 14 y19% de frutos cuajados (Figura 2), sin
embargo Blue Crips-ACM solo un 2% siendo de frutos cuajados significativamente
menor al resto de los tratamientos. Las variedades O'Neal-TCM y O"'Neal-ACM entre
el 13 al 20 de septiembre presentaron una caida en la fase, mientras que la variedad
O’Neal-TSM se mantuvo constante. Esta presencia de flores en diferentes fases en la
misma fecha podria deberse a los diferentes momentos de IF ya mencionados (Pescie
y Lopez, 2007).
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Figura 2: Evolucion del cuaje de V. corymbosum L a través del tiempo segun
variedad y cultivo.
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Polinizacion, presencia y viabilidad de polen en el estigma

El anico polinizador que se observd en ambos establecimientos fue la abeja Apis
mellifera. En el caso del establecimiento Andinian el productor posee colmenas para
incentivar la polinizacion en el cultivo dado que se ha demostrado que pueden
obtenerse incrementos del 40% de los rindes de fruta (INTA, 2016). Las abejas
recolectan polen y succionan néctar introduciendo el cuerpo dentro de la flor
facilitando la polinizacion (Figura 3A, 3D). El polen, en este género como tétrades
(Figura 3E) cae sobre el estigma (Figura 3C), luego emite el tubo polinico (Figura 3B)
hasta llegar a los 6vulos (Figura 3F).

Figura 4: Polinizacién de V. corymbosum L. Barras: AB= 500 um; CD= 50 um.

Produccion de fruta

El rendimiento de fruta por planta vario segun los tratamientos estudiados. La variedad
O ’Neal-TCM presentd un rinde en peso significativamente mayor que O'Neal-TSM
(Tabla 1). O'Neal-TCM también present6é un numero de frutos significativamente
mayor a Misty-ACM y O"Neal-TSM (Tabla 1).
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Tabla 1: Rendimiento de frutos de Vaccinium corymbosum segun variedad y
tratamiento

Variedad Rendimiento Frutos
9) (N°)
Blue Crips-ACM 256,00 ab 246,76 ab
Misty-ACM 248,67 ab 206,87 b
O’Neal-TCM 335,36 a 340,51 a
O’Neal-TSM 180,54 b 161,52 b
F 6,591 9,48
p 0,000 0,000

Valores seguidos por letras diferentes en cada columna y para cada factor son
significativamente diferentes segun Tukey (p < 0,05)

Aspectos fisicos de los frutos de las diferentes variedades de V. corymbosum L.

El cultivar O'Neal-ACM presentd valores significativamente mayores en el peso y
tamafio del fruto respecto del resto de las variedades (Tabla 2). La coloracion del
epicarpio de O"Neal-ACM también presento un valor significativamente mayor (85 %)
gue el observado en los frutos de Blue Crips-ACM, Misty-ACM y O'Neal-TSM (Tabla
2). El numero de semillas por fruto encontrado fue significativamente mas alto en los
tratamientos O"Neal-ACM y O"Neal-TSM respecto de Misty-ACM (Tabla 2). O'Neal-
ACM también presenté un valor significativamente mas alto en el peso de las semillas
en comparacion con Blue Crips-ACM, Misty-ACM, O’Neal-TSM (Tabla 2).
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Tabla 2: Aspectos fisicos de los frutos de las diferentes variedades y tratamientos de
V. corymbosum L.

Peso Peso

fresco seco Diametro Diametr  Color : Peso de
. . . . Semilla :
Variedad del del ecuatoria o polar epicarpi s (N°) semilla
fruto fruto [ (mm) (mm) 0 (%) s (9)
(9) (9)

Blue
Crisp- 1,05b 0,14b 13,06b 10,80c 30,00b 42,92ab 0,01 bc
ACM

'\A'é%' 121b 014b 1343b 1100bc 47,00b 3156b 001c
OA'\(':‘T\Z‘" 164a 030a 1532a 1320a 8500a 57.90a 002a
O’Neal-

Toym | 0.99b  015b  1276b 1159bc 62,00ab 4636ab 0,02 ab
OT'\é?\j‘" 112b 015b 1334b 11.89b 4300b 5336a 002b

F 6,143 12,106 5276 11,067 5633 3986 11477
= 0,000 0,000 0,001 0,000 0,000 0,005 0,000

Valores seguidos por letras diferentes en cada columna y para cada factor son
significativamente diferentes Tukey (p < 0,05).

Estos resultados concuerdan con las observaciones de Gordo6 (2011), quien sefiala
gue la variedad O"Neal tiene menores requerimientos de horas frios en comparacion
con las otras dos variedades. Por lo tanto bajo las mismas condiciones climéticas
O’Neal puede florecer y fructificar antes que Misty-ACM y Blue Crisp-ACM y mas aun
si se lo protege con malla.

Conclusiones

Los resultados obtenidos nos indican que la variedad O"Neal es la primera en producir
frutos maduros, aptos para el mercado, seguida en segundo lugar por Misty y Blue-
Crisp. La variedad O’Neal podria tener mayores rendimientos cuando es cultivada
bajo proteccion contra heladas.

Si bien no existieron temperaturas criticas durante el periodo estudiado, la cobertura
contra heladas no solo protege sino que ademas promueve un adelanto en la fenologia
de las plantas y mejora la calidad y cantidad de frutos producidos.

Segun los estudios realizados se confirma que la floracién del arandano se produce
durante un periodo prolongado, en este caso en particular se inicié antes del 23 de
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agosto y culminé el 11 de noviembre. En consecuencia, la maduracién de los frutos
es escalonada.

La presencia de polinizadores, es importante para aumenta la cantidad y calidad de
fruta producida.

Los frutos producidos fueron cosechados en su totalidad y en una misma fecha con
diferentes grados de madurez, pese a esto y segun los parametros evaluados, estos
frutos ya tenian caracteristicas que los indicaban como productos de calidad, por lo
cual siguiendo el dictamen dado por el SENASA, respondieron a la categoria de
“ALIMENTOS ARGENTINOS UNA ELECCION NATURAL”
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Resumen

La utilizacién de frutas regionales brinda una alternativa para el desarrollo de alimentos
con un grado minimo de procesamiento, alto valor nutricional y propiedades
organolépticas similares a las del producto fresco. La mora (Rubus sp.) es una fruta de
la familia de las berries, posee vitamina C y alto contenido de antocianinas y polifenoles.
Durante el procesamiento y almacenamiento de alimentos a base de esta fruta se
pueden alterar la concentracion y actividad biolégica de sus compuestos activos. El
objetivo fue seleccionar moras en dos estados de madurez, someterlas a
almacenamiento congelado, determinar el contenido de polifenoles, parametros
fisicoquimicos y de textura. Se recolectaron manualmente 2 lotes (verde y maduro) de
15 frutas cada uno en la provincia del Chaco. La mitad de cada lote se almacen¢ a-
20°C por 30 dias. Se midio altura y diametro de las frutas con un calibre. Se analizo el
pH, acidez titulable, grados Brix con refractometro y grado de madurez (ratios). El color
superficial de las frutas fue determinado con un colorimetro de superficie y se realizaron
ensayos de puncién en texturébmetro. Se procesaron las pulpas y se determiné el
contenido de polifenoles en los extractos por el método de Folin-Ciocalteu. Las moras
maduras presentaron mayor longitud (24,89mm) y mayor diametro (13,51mm). Los
valores de pH, acidez, grados Brix y ratios no mostraron diferencias significativas entre
los lotes de moras verdes frescas y congeladas por un lado y moras maduras frescas y
congeladas por otro lado. Sin embargo, se observaron diferencias significativas en
dichos parametros al analizar los lotes de moras verdes y moras maduras sean frescas
0 congeladas. Los parametros de color a*, b* y L* fueron menores en el caso de las
moras maduras, ademas la congelacién disminuyé el parametro L* tanto en las moras
verdes como en las maduras. Las moras frescas presentaron valores de fuerza maxima
de puncion de 6N y 3N para las verdes y maduras, respectivamente. Por otro lado, el
almacenamiento a -20°C debilit6 la estructura de estos frutos viéndose reflejado en los
menores valores de fuerza maxima de puncion obtenidos (3N y 0,3N para verdes y
maduras, respectivamente). El contenido de polifenoles de moras en los dos estados
de madurez fue mayor luego de la congelacién. Los resultados indican que el método
de congelacién es apropiado para mantener la acidez, el pH, grados Brix, grado de
madurez y elevado contenido de polifenoles de las moras por lo que estas frutas
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preservadas en estado congelado pueden considerarse para la elaboracién de
alimentos de alto valor nutricional.

Palabras clave: Mora, Congelacion, Parametros fisicoquimicos, Textura.

Introduccién

Las moras son frutas de facil cultivo y extremadamente tolerantes a condiciones del
sitio y suelo. Contienen un alto nivel de fructosa, factor fisiolégico importante que
determina la calidad de la fruta como postre (Kafkas et al., 2006). Estudios recientes
han indicado que los extractos de moras tienen varias actividades bioldgicas y atentan
el estrés oxidativo (Chen et al., 2016). Las moras se cultivan y consumen a nivel
mundial debido a su buen sabor y alto contenido de compuestos bioactivos naturales
como fibra, vitaminas, fitoesteroles, carotenoides y acidos organicos, que pueden
tener efectos beneficiosos para la salud humana (Rios de Souza et al., 2014). Los
alimentos funcionales a base de estas frutas pueden aportar gran cantidad de
compuestos bioactivos como vitaminas, minerales, antioxidantes y fibra, que
incrementan el valor nutricional (Sun-Waterhouse et al., 2011). Los frutos de la familia
de las berries se caracterizan por ser frutos no climatéricos de vida atil muy corta,
estructura morfolégica fragil, enfrentan continuos cambios fisicoquimicos y de firmeza
gue afectan su aceptabilidad, calidad y tiempo de permanencia en anaquel, situacion
gue en conjunto afectan su precio (Samec y Piljac-Zegarac, 2011).

En frutas de textura delicada y susceptibles al manejo y transporte, se producen
pérdidas fisicas y de calidad del producto después de recolectados (Veberic et al.,
2014). La textura es uno de los atributos de calidad organoléptica apreciados por el
consumidor de frutas y el principal contribuyente a la textura de las frutas frescas es
la presion de turgencia celular. Durante la congelacion, el hielo comienza a formarse
en el medio extracelular y cuando la membrana celular pierde permeabilidad, progresa
a través del citoplasma. La descompartimentalizacion causada por los cristales de
hielo impide el retorno de agua del medio intracelular durante la descongelacion,
causando pérdida de turgencia y, por lo tanto, de textura de la fruta. La tasa de
congelacion determina el tamafio de los cristales de hielo que se forman, y esto a su
vez determina el grado de dafio estructural, que produce un cambio en los parametros
reologicos del tejido (Sousa et al., 2007). Es importante adquirir informacion que
permita precisar el punto 6ptimo de recoleccion y determinar si la congelacién es apta
como un proceso de conservacion que servird de sustento a futuros procesos de
comercializacion, investigacion y desarrollo de alimentos funcionales. El objetivo de
este trabajo fue seleccionar frutos de moras en diferentes estados de madurez,
someterlos a almacenamiento congelado, determinar el contenido de polifenoles y sus
parametros fisicoquimicos y de textura.
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Materiales y Métodos

Recoleccion de la materia prima

Se recolectaron manualmente 2 lotes (verde-maduro y maduro) de 15 frutas cada uno
en la provincia del Chaco, zona con temperatura media de 21,5°C y 74% de humedad
relativa promedio anual. La recoleccion se realizé en los meses de septiembre y octubre
(2016), temporada de fructificacion de las plantas. El lote 1 correspondié al estado
verde-maduro, con 100% de superficie rosada-rojiza y el lote 2 al estado maduro, con
su superficie 100% morada oscura. La recoleccion de las moras se realizé en forma
manual, utilizando una tijera para realizar cortes en los tallos del producto evitando
roturas y dafios por extirpacion. Los frutos recolectados fueron transportados en potes
plasticos hasta las instalaciones del laboratorio de la Universidad Nacional del Chaco
Austral (UNCAuSs) para su procesamiento y analisis. La mitad de cada lote se almacend
en cdmara a -20°C durante 30 dias, obteniéndose moras verde-maduras congeladas
(MoVC) y moras maduras congeladas (MoMC). El resto de las frutas fueron
conservadas a 4°C y analizadas dentro de los 2 dias posteriores a la cosecha, estas
moras se identificaron como moras verde-maduras frescas (MoVF) y moras maduras
frescas (MoMF). Las moras se almacenaron enteras debido a su estructura morfologica
y tamafio que impide la division y separacion de las semillas.

Figura 1. Fotografias que muestran el procesamiento de las muestras
y obtencion de los extractos.

Determinacion de las caracteristicas fisicoquimicas de los frutos

Se determiné la altura y el diametro de las moras utilizando un calibre electrénico digital
(Schwiz, Argentina). La determinacion del peso de las moras se efectu6 en una balanza
electronica (OHAUS, China) con precision £ 0,0001 g.

Luego las frutas fueron apartadas de sus receptaculos y procesadas con procesadora
manual (Philips, 220-240V 700W, Argentina) obteniendo el jugo y la pulpa. Se cuantifico
el peso de zumo y pulpa y se determind el rendimiento de fruta segun el grado de
madurez. Se analiz6 la variacion de pH con peachimetro (Lutron, modelo WA-2011,
EE.UU.), acidez titulable por volumetria (Norma IRAM 15735) y grados Brix con
refractdmetro de Abbe (NAR-1T, Atago, EE.UU.). El grado de madurez (ratio) se obtuvo
a través de la relacion entre el valor minimo de solidos solubles totales (°Brix) y el valor
maximo de acidez.
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Se realizaron ensayos de color en la superficie de las frutas y en pulpas, la medicion de
diferentes segmentos se realiz6 con un colorimetro de superficie (Minolta, Japon),
obteniendo valores de las coordenadas L*a*b* de las superficies de las muestras
tratadas. El parametro L* representa la luminosidad de la muestra, tomando valores
entre 0 para el negro y 100 para el blanco. El parametro a* representa rojo para valores
positivos y verde para los negativos, mientras que b* define amarillo para los valores
positivos y azul para los valores negativos.

Andlisis de las propiedades de textura de frutos enteros y pulpas

Para una evaluacién objetiva de las propiedades de textura de los frutos se realizaron
pruebas de puncion en un texturometro (Texture Analyzer TA.X2Ti, Stable Micro
Systems, Reino Unido). Se midio la fuerza en compresién con una velocidad de pre-
ensayo de 5mm/s, velocidad de ensayo de 1 mm/s, velocidad de post-ensayo de 5
mm/s, distancia 50%, fuerza 0,05 N, velocidad de adquisicion 10 pps. Las condiciones
del ensayo se mantuvieron constantes teniendo en cuenta que las moras fuesen
similares en cuanto a color y tamafio. El ensayo se llevo a cabo a 25°C y se utilizé una
sonda de puncion multiple (P/50). Las moras fueron analizadas enteras, puncionando
con la sonda en la mitad de la fruta posicionada longitudinalmente.

Determinacion del contenido de polifenoles totales de los extractos de frutas

El contenido de polifenoles totales en extractos de moras se determind por el método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu (Schlesier et al., 2002). Se utiliz6 como reactivo
una mezcla de acidos fosfowolframico y fosfomolibdico en medio béasico, que se
reducen al oxidar los compuestos fendlicos, originando Oxidos azules de wolframio y
molibdeno. Los extractos se prepararon con 10g de pulpa y jugo mas 50 ml de agua
destilada, filtrando con papel de filtro Whatman N°1 luego de un tiempo de 20 minutos
de extraccion a temperatura ambiente. Para la determinacion, se colocaron 2 ml de
Na2COs en tubos de ensayo, 200 pL de la muestra del extracto y 200 pL del reactivo
Folin-Ciocalteu (1:1) (Anedra, Argentina). Se agitaron los tubos en vortex y se dejaron
en la oscuridad durante 30 min. Posteriormente se leyé la absorbancia del color azul
desarrollado en un espectrofotdmetro Shimadzu Double Bean Spectrophotometer UV-
150-02 (Seisakusho Ltd., Kyoto, Japdn) a una longitud de onda de 725 nm. Se realiz
la curva de calibracion con acido gélico pues es el compuesto polifenélico cominmente
tomado como referencia durante el estudio de antioxidantes provenientes de fuentes
vegetales (Borneo et al., 2009). Los resultados del contenido de polifenoles totales se
informaron como mg acido galico por 100 g de fruta fresca.

Andlisis estadistico de los datos

Los resultados obtenidos por triplicado en cada ensayo fueron tabulados y evaluados a
través de analisis de varianza ANOVA, empleando diferencias minimas significativas de
Tukey como método de comparacion multiple, con un nivel de confianza del 95,0%.
Dicho andlisis se realizdé con el programa estadistico InfoStat (InfoStat, Universidad
Nacional de Cordoba, Argentina).
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Resultados y Discusién

Caracterizacion fisicoquimica de los frutos en sus dos estados de madurez

Los parametros de altura, diametro y rendimiento de los frutos se observan en la Tabla
1. Los valores no presentaron diferencias significativas (p<0,05) en ambos estados de
madurez.

Tabla 1. Valores de altura, didmetro y rendimiento de los frutos en
los dos estados de madurez ensayados.

Estado de Altura (mm) Diametro Rendimiento
madurez (mm) (%)
Verde-maduro 21,86+3,42 10,89+0,91 98,99+0,97
Maduro 24,89+ 5,14 13,51+ 1,42 99,00+0,98

Los resultados sobre los valores de pH, acidez titulable, grados Brix y Ratios en las
moras analizadas se muestran en la Figura 2. Estos parametros no mostraron
diferencias significativas (p>0,05) dentro de un mismo estado de madurez de las
moras, para los lotes sin tratar y congelados, sin embargo se observaron diferencias
significativas (p<0,05) entre ambos estados de madurez de las frutas, ya sea frescas
0 congeladas.

El pH (Fig. 2.A) de las moras presento valores menores para verde-maduras frescas
y congeladas, mostrando diferencias significativas con el estado de madurez maduro
cuyos valores fueron mayores. En la Fig. 2.B. se muestra el contenido de acidos
organicos en las moras representados como el porcentaje de &cido malico,
observandose que la acidez presenté una tendencia descendente opuesta al pH a
medida que el fruto avanzé en desarrollo y maduracion. Estudios realizados en
diferentes variedades de moras indican que los principales acidos presentes son el
acido malico y el acido ascorbico (Kafkas et al., 2006), determinandose un mayor
contenido de acido malico en todas las variedades.

Los valores de grados Brix y ratios de las moras (Fig. 2.C y 2.D), presentaron
diferencias significativas en ambos estados de madurez (verde-maduro y maduro). El
contenido de sdlidos solubles totales presentd un incremento directamente
proporcional al grado de madurez. En moras verdes los grados Brix (Fig. 2.C) arrojaron
valores menores respecto de moras maduras frescas y congeladas. Estos ultimos
valores fueron mayores a los reportados por Van de Velde (2016) para variedades
maduras de Jumbo (5,5+1), Blacksatin (7,0+1) y Dirksen (6,9+0,6). La relacion °Bx /
Acidez Titulable (Fig. 2.D), indicativa del estado de madurez (ratios) de moras
maduras dieron valores muy elevados en comparacién a las moras verdes lo que
confirma la diferencia entre los dos estados de madurez.
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Figura 2. Efecto del almacenamiento congelado sobre los valores de pH, acidez
titulable, grados Brix y ratios de las frutas en los dos estados de madurez
ensayados. Letras iguales representan que no existen diferencias significativas entre
muestras.

Respecto al efecto de la congelacién, la Figura 2 muestra que tanto el pH, los grados
Brix como la acidez titulable de moras en ambos estados de madurez no presentaron
diferencias significativas luego del almacenamiento a -20°C.

Por otro lado, la Figura 3 muestra los resultados obtenidos en la caracterizacion del
color en la superficie de las frutas. Las moras verdes-maduras presentaron valores
mayores de los parametros L* (42,3), a*(+) (11,5) y b*(+) (11,9), asociados a la
luminosidad y a los colores rojo y amarillo, respectivamente, lo que es esperable por
lo determinado visualmente debido a la coloracion rojo claro que presenta la fruta al
estado verde-maduro. Las moras maduras presentaron valores mas bajos de
luminosidad L* (27,4), al igual que de los pardmetros a*(+) y b*(+), cuyos resultados
fueron 3,2 y 3,1 respectivamente. Estos valores de color se deben al aporte de
pigmentos solubles llamados antocianinas, de elevado poder antioxidante,
responsables de los tonos rojos a morado de alimentos vegetales (Rios de Souza et
al., 2014).

Color en la superficie de las frutas

Mora Verde ‘
L*

Ha*

mb*

Mora Madura ‘ ‘

0 10 20 30 40 50

Figura 3: Parametros de luminosidad L*, a* y b* obtenidos en la determinacion del
color en la superficie de las moras. Max. desviacion estandar 2,25%.

178




% | Congreso Argentino de Biologia y Tecnologia Poscosecha ) 4
¢ IX Jornada Argentina de Biologia y Tecnologia Poscosecha ﬁ 2

En el caso de las pulpas, el almacenamiento congelado disminuy6 los parametros L*
y b*(+) en ambos estados de madurez (Fig. 4). Mientras que el parametro a*(+),
asociado al color rojo y al contenido de antocianinas, aumenté en moras verde-
maduras congeladas. En moras maduras congeladas a*(+) disminuy6 lo cual puede
atribuirse a que el almacenamiento a bajas temperaturas produce una modificacion
en la estructura de las antocianinas influenciada por la disminucién de pH (Veberic et
al., 2014).

Color de la pulpa de las frutas

MoVF ' | | '

MoVC | L*
MoMF ma*
MoMC l l W b*

0 10 20 30 40 50

Figura 4. Parametros de luminosidad L*, a* y b* obtenidos en la determinacion del
color de las pulpas de moras frescas y congeladas. Max. desviacion estandar 2,7%.

Analisis de las propiedades de textura de frutos y pulpas

En la Figura 5 se muestran los perfiles de fuerza de los ensayos de puncion en las
moras. La fuerza méaxima de puncion (Fmax) disminuyd en ambos estados de madurez,
luego de la congelacion, indicando que el almacenamiento congelado debilité su
estructura. En la Fig. 5. A. se observa que las moras verdes-maduras presentaron
valores de Fmax de 6N para las frescas y 3N para las congeladas. En moras maduras,
el efecto de la congelacién fue mayor ya que los valores de la Fmax disminuyeron a un
10% (0,3N) del valor inicial de las frutas frescas (3N).

3,5
) MovC 3 MoMC
AV A
/ MoVF 2.5 /1 —— MoMF
2 ./.7 |
1,5 ‘
1 o - [
0,5 |
S 0 = - LN W

A 05 0 2 4 6 8 R
Tiempo (s) Tiempo (S)

Fuerza (N)
B O K N W A U O N
Fuerza (N)

Figura 5: Efecto de la congelacion sobre la textura (Fuerza de puncién vs tiempo) de
las moras en los dos estados de madurez.

Las moras son frutas de textura delicada por lo que la congelacion y posterior
descongelacién provoca una pérdida de turgencia y firmeza. La velocidad de
congelacion es también un factor importante en el deterioro de la textura de las moras,
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siendo éste menor cuanto mas rapido es el proceso de congelacion. Sousa et al.
(2007) congelaron moras de variedad Rubus fruticosus L. por conveccién forzada con
vapor de nitrégeno liquido a -40 °C y hallaron valores de Fmax de 2N para las frutas
frescas y 1,5N luego de la congelacion de las mismas.
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Determinacién del contenido de polifenoles totales de los extractos de frutas

El contenido de polifenoles de las frutas en los dos estados de madurez (Tabla 2) fue
mayor para moras maduras. El contenido de polifenoles determinado en el zumo
fresco de moras maduras fue menor comparado con los valores hallados para la
variedad Rubus spp por Rios de Souza (2014) (850,52+4,77 mg AG/100 g de fruta
fresca) y mayor a valores informados por Samec y Piljac-Zegarac (2011) para la
variedad Rubus fruticosus. (364,24+9,09 mg AG/100 g de fruta fresca). Se puede
observar que a medida que aumenta el estado de madurez el contenido de polifenoles
aumenta (p<0,05), debido a su alto contenido en flavonoides que forman parte de este
grupo de compuestos.

Tabla 2. Valores de contenido de fenoles totales de moras en los dos estados de
madurez ensayados frescos y congelados.

Estado de Fenoles Totales (mg AG/100 g fruta)
madurez Fruta fresca Fruta congelada
Verde-maduro  109,6+1,3 90,4+0,5
Maduro 491,111 363,0+1,4

Luego de la congelacion se obtuvieron valores menores (p<0.05) en el contenido de
polifenoles (Tabla 2), si bien aun constituyen un elevado contenido de estos
compuestos antioxidantes. Un efecto similar fue observado por Turkben et al. (2010)
en moras congeladas durante 6 meses, mientras que Veberic et al. (2014) hallaron un
incremento en los compuestos fendlicos al aplicar velocidades de congelacion lentas,
debido al mayor dafio producido en el tejido lo que condujo a una mayor extraccion de
los mismos.

Conclusiones

Los resultados indican que el método de congelacion es apropiado para mantener la
acidez, el pH, grados Brix, grado de madurez y elevado contenido de polifenoles de
las moras durante 1 mes de almacenamiento. Por lo tanto estas frutas preservadas
en estado congelado pueden considerarse para la elaboracion de alimentos de alto
valor nutricional, lo cual evidencia la competitividad del producto local para el mercado
y elaboracion de alimentos procesados.
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Resumen

La produccién de nuez Pecan en Argentina alcanza las 600 t, siendo Entre Rios
responsable de la mitad de la produccién. En esta provincia los productores tienen
diferentes practicas de almacenamiento; sin embargo, carecen de estudios cientificos
gue les permita aseverar qué practica posibilita una mejor conservacion. El objetivo de
este trabajo fue evaluar cambios de atributos de calidad de nueces Pecan de tres
tratamientos de conservacion ampliamente utilizados por productores, con el propdsito
de determinar el tratamiento que mejor conserva la calidad luego de nueve meses de
almacenamiento. Se trabajé con mezcla de las variedades Mohawk, Stuart, Starking y
Pawnee. La muestra se dividi6 en 3 fracciones, las que fueron sometidas a 3
tratamientos (T). TA: Las nueces fueron peladas, envasadas en atmosfera modificada
(70% de nitrégeno y 30% de dioxido de carbono) y almacenadas a temperatura
ambiente 9 meses; TB: Las nueces se conservaron enteras a 5°C durante 4,5 meses,
luego fueron peladas, envasadas en atmosfera modificada y almacenadas a
temperatura ambiente 4,5 meses; TC: Las nueces se conservaron enteras a 5°C
durante 9 meses en bolsas de red. Se utilizaron en TAy TB bolsas tricapa de polietileno
de alta densidad de 90 micrones de espesor. Al inicio y al finalizar los ensayos se
evalué: Color de la pepita (Espacio Cie L*a*b* con colorimetro Minolta modelo CR300),
indice de oscurecimiento (10), indice de perdxido (IP) (AOAC 965.33.2005) y Humedad
(H) (AOAC 925.40.2005). La luminosidad de las nueces antes de los tratamientos fue
49,74+£3,71 y al final del tratamiento L*1c=48,87+3,48, no mostrando diferencias
significativas entre estos; sin embargo, la L*1a=44,57+3,08 y L*8=45,24+3,13;
mostraron disminucién respecto del valor inicial; la que fue acompafiada por un
incremento del IO donde 10inicia=90,21+3,16; 107a=99,75+3,68; 1078=98,02+4,27 y
101c=93,76+4,42. El parametro a* aumenté respecto del valor inicial (6,09£1,39) para
todos los tratamientos, siendo a*1a=10,54+1,09; a*18=10,54+1,09 y a*1c=8,59+1,18. Los
valores de b* no mostraron diferencias significativas entre b*inicia=32,37+1,58 y
b*1a=32,37+1,58 y b*18=34,07+2,43; sin embargo fue mayor en las nueces del TC,
donde b*rc=35,60+2,39. La H se mantuvo sin diferencias significativas, siendo
Hinicia=3,41+0,35%, H1a=3,19+0,28%, H18=3,77+0,18% y H1c=3,40+0,16%. El IP tuvo
un incremento importante respecto del valor inicial, siendo IPinicia=0,11+0,03;
IPta=1,7940,2; IP18=5,81+0,2 y IP7c=1,9320,2 meqO2/kg de aceite. Los TA y TB
tuvieron disminucion de L* y los mayores incrementos de a* e 10; mientras que TB
mostré el mas alto IP. De lo expuesto se concluye que el tratamiento que mejor conservo
la calidad de nueces Pecén, fue TC.
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Introduccién

La produccién de nuez Pecan en Argentina alcanza las 600 t, siendo la provincia de
Entre Rios responsable de aproximadamente la mitad de dicha produccion.

La produccién industrial de nueces fue iniciada hace mas de cien afios, en donde
Estados Unidos es responsable de mas del 80% de la produccion mundial
(Venkatachalam, 2004).

En la provincia de Entre Rios los productores tienen diferentes practicas de
conservacion de nuez Pecan; sin embargo, carecen de estudios cientificos que les
permita aseverar qué practica de almacenamiento posibilita una mejor conservacion
de los atributos de calidad del producto.

La principal reaccion quimica de deterioro que controla la vida util de los alimentos de
alto contenido en aceite es la oxidacion de lipidos (Simon et al., 2000, Jin et al., 2001,
Tan et al., 2001, Pu y Sathivel, 2011; Shimy Lee, 2011; Karagoz, 2012). Por tanto, el
indice de perdxidos es uno de los indices de calidad mas importantes en las nueces
de Pecan.

La humedad es posiblemente el segundo factor mas importante que debe ser regulado
para extender la vida util del Pecan (Santerre, 2012), por lo que resulta importante su
determinacion. Williams et al. (1973) encontraron un amplio rango de niveles de
humedad en pepitas de Pecan recogidas en gondolas de comercios minoristas. Las
humedades variaron de 2,3% a 6,4%.

Otro de los principales criterios para la determinacién de calidad de la pulpa de la nuez
Pecan, es el color, siendo este caracteristico de la variedad. En posibles mercados de
exportacion, la preferencia de los consumidores es por nueces claras, siendo los
colores oscuros asociados con una calidad inferior (Sancho et al., 2005).

El objetivo de este trabajo fue evaluar cambios de atributos de calidad de nueces
Pecan de tres metodologias de conservacion ampliamente utilizados por productores
de la provincia de Entre Rios, con el propésito de determinar la metodologia que mejor
conserva la calidad luego de nueve meses de almacenamiento.

Materiales y Métodos
Materiales

Una vez que la nuez es cosechada, los productores no las mantienen separadas por
variedad para su conservacion y comercializacion, sino que las mezclan debido a que
actualmente el volumen de produccion es relativamente bajo. Por lo que en este ensayo
se trabaj6 con mezcla de las variedades Mohawk (5 kg), Stuart (3 kg), Starking (3 kg) y
Pawnee (6 kg) de cosecha 2015, provenientes de fincas rurales de la provincia de Entre
Rios, Argentina.
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Luego de recolectadas, las nueces se secaron a 32 °C en estufa marca Instrumentalia
modelo DHG-9240, con circulacion forzada de aire, de manera de disminuir su humedad
hasta alcanzar aproximadamente un 4 % en la pepita.
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La muestra original se dividié en 3 fracciones, las que fueron sometidas a 3 tratamientos
(T). TA: Las nueces fueron peladas, envasadas en atmosfera modificada y
almacenadas a temperatura ambiente (20£3 °C) durante 9 meses; TB: Las nueces se
conservaron enteras a 5 °C durante 4,5 meses, luego fueron peladas, envasadas en
atmosfera modificada y almacenadas a temperatura ambiente durante 4,5 meses; TC:
Las nueces se conservaron enteras a 5 °C durante 9 meses en bolsas de red.

Se utilizaron como envases bolsas tricapa de polietilieno de alta densidad de 90
micrones de espesor y para el tratamiento de atmosfera modificada se trabajo con 70%
de nitrdgeno y 30% de didxido de carbono.

Técnicas Analiticas
Al inicio y al finalizar el ensayo se evaluo:
Humedad de la pepita: AOAC 925.40.2005.

Color de la pepita: Se midieron los parametros L*, a* y b* del espacio Cie L*a*b* con
colorimetro triestimulo Minolta modelo CR300.

indice de Oscurecimiento (I0): Se calcul6 segin la formula propuesta por Buera et al.,
en 1985:

_ 100 (xx0.31) _ a*+1,75 L*
0= ———— conx =
0,172 5,645 L* +a* —3,012 b*

indice de peroxido (IP): Se obtuvo aceite de la pepita por prensado en frio, se pesaron
5,00+0,05 g de aceite y se efectué la determinacidon segun el método AOAC
965.33.2005.

Ensayos Estadisticos

Las medias de los tratamientos fueron comparadas mediante Analisis de Varianza y
Test de Rango Multiple segun Tukey (p<0,05) con programa MiniTab version 16.

Resultados y Discusion

La calidad de las nueces y su estabilidad dependen de multiples factores, entre los
gue se encuentran los métodos utilizados en el procesamiento, el envase y el
almacenamiento (Oro et al., 2008). En la Tabla 1 se muestran los atributos de calidad
evaluados al inicio y al final de cada tratamiento.
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Tabla 1. indice de perdxidos y humedad de las pepitas de Pecéan al inicio y final del
tiempo de almacenamiento. Letras diferentes indican diferencias significativas entre
tratamientos (p< 0,05).
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Trat. | 'P(MeaOdkgde |y e dad (%)

aceite)

Inicial 0,11+£0,0 a 3,41+0,35 a
TC 1,93+0,6 b |3,40+0,16 a
TA 1,79+0,2 b 3,19+£0,28 a
TB 5,81+0,2 c |3,77+0,18 a

El contenido de humedad se mantuvo sin diferencias significativas, para los tres
tratamientos, respecto del valor inicial. Lo que resulta satisfactorio ya que si la
humedad es excesiva puede provocar migracion de taninos desde la cascara a la
pepita en nueces enteras (Santerre, 2012). El contenido ideal de humedad para la
conservacion es el comprendido entre 3,5 — 4,0 % (Shahidi y Miraliakbari, 2005).

Con referencia al indice de peroxido se observo un incremento importante respecto
del valor inicial, especialmente en las nueces del TB.

También Erickson et al. (1994) observaron aumento en el IP tras el almacenamiento
de pepitas de Pecan durante 8 meses a 24 °C. Estos autores reportaron valores de
1,65-1,81 meq O2/kg aceite; los que fueron semejantes a los obtenidos en nueces de
los tratamientos Ay C.

Por su parte, Oro (2007) observé cambios significativos en el IP cuando almacend
nueces peladas y envasadas al vacio en pelicula de nylon-polietilieno y en potes
plasticos de polipropileno. En las dos experiencias las nueces fueron mantenidas en
local con temperatura media de 23,1 °C por 150 dias. A los 120 dias de
almacenamiento este parametro alcanzoé los valores de 5,86+0,07 y 4,30+0,07 meq
O2/kg aceite; respectivamente; mientras que al final del almacenamiento el IP fue
4,67+0,07 meq O2/kg aceite en las nueces almacenadas y envasadas al vacio;
mientras que en las envasadas en potes fue de 2,66+0,07 meq O2/kg aceite. Por lo
que las nueces envasadas al vacio alcanzaron valores de IP similar a los obtenidos
en la presente investigacion para el TB.

Referido a los parametros de color, la luminosidad de las nueces del TC no mostré
diferencias respecto del valor inicial; sin embargo, las nueces de los TA y TB tuvieron
luminosidad mas baja, disminucion que fue acompafiada por un incremento del indice
de oscurecimiento (Tabla 2).
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Tabla 2. Pardmetros de color e indice de oscurecimiento al inicio y final del
almacenamiento. Letras diferentes indican diferencias significativas entre
tratamientos (p< 0,05)

——

Trat. L* a* b* (@]

Inicial | 49,74 + 3,71 6,09+1,39 a (32,37+1,58 90,21 + 3,16
TC 48,87 + 3,48 859+1,18 b [35,60+2,39 c| 93,76 + 4,42
TA 4457 + 3,08 10,54 + 1,09 c|34,07+1,68 b |99,75+ 3,68
TB 4524 +3,13 10,84 + 1,27 c| 34,07 +2,43 bc|98,02+4,27

El parametro a*, que representa el color rojo, tuvo, respecto del valor inicial, un
aumento, especialmente en las nueces correspondientes a los TA 'y TB; mientras que
el parametro b* aumento6 en las nueces de todos los tratamientos, principalmente en
los TCy TB.

También Erickson et al. (1994) y Oro (2008) observaron alteraciones en la luminosidad
y en las tonalidades amarilla y roja de nueces, lo que se tradujo en el oscurecimiento
superficial de las mismas. Sancho et al. (2005) estudiaron la evolucion temporal del
color de nuez pecan variedad Stuart almacenada a distintas temperaturas (-15, 2,5y
20 °C). Los resultados instrumentales indicaron que la luminosidad de la pepita
disminuyo significativamente cuando el almacenamiento fue a temperatura ambiente.

Conclusiones

La humedad de las nueces al final del almacenamiento no mostro diferencias respecto
del valor inicial. Sin embargo, el indice de peréxido aumento, especialmente en las
nueces que se conservaron enteras a 5 °C durante 4,5 meses y que luego fueron
peladas, envasadas en atmosfera modificada y almacenadas a temperatura ambiente
durante 4,5 meses mas. Los parametros de color a* y b* aumentaron, al igual que el
indice de oscurecimiento; mientras que la luminosidad disminuyd, excepto en las
nueces conservadas enteras a 5 °C durante 9 meses en bolsas de red.

De lo expuesto se concluye que la metodologia que mejor conservo la calidad de
nueces Pecan luego de nueve meses de almacenamiento fue el tratamiento donde las
nueces se conservaron enteras a 5°C.
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Resumen

En los ultimos afios ha aumentado el interés en la busqueda de métodos de
procesamiento que permitan mantener los niveles de compuestos bioactivos
presentes en los frutos. La deshidratacion osmotica (DO) es un proceso que extrae
parte del agua y solutos de los alimentos por intercambio con una solucion altamente
concentrada de un osmolito. En este trabajo se estudié la influencia de pretratamientos
de DO sobre la calidad y nivel de compuestos bioactivos en dulce de frutilla. Se
cosecharon frutilas (80% de color superficial rojo). Los frutos se cortaron
longitudinalmente, empleandose una mitad para la elaboracion con DO y tratamiento
térmico y la restante para un proceso convencional de elaboracion (control). Para los
dulces con DO previa, las mitades fueron cortadas en trozos de 3 mm de espesor, a
los cuales se les adicion6 60% de sacarosa y se mantuvo dicha mezcla por 15 min a
20°C. Posteriormente, los frutos deshidratados (FD) (22%=+2 de sdlidos solubles (SS))
y el jarabe obtenido (SS=63%z=3) se separarony el jarabe fue concentrado (JC) hasta
81+3% SS. Por otra parte, los FD fueron procesados y se adicionaron al jarabe
concentrado, obteniéndose una mezcla de 54+2% de SS la cual se evapor0 para
obtener un producto final con 64+2% de SS. Paralelamente, se realizaron
elaboraciones tradicionales mezclando las frutillas con 60% de sacarosa (SS=44%z2)
y evaporando inmediatamente hasta 64+2% de SS. Se realizaron siete elaboraciones
para cada uno de los tratamientos, evaluandose el color (L*, a*y b*, °Hue, y chroma),
las antocianinas por espectrofotometria y la capacidad antioxidante empleando el
radical ABTS™. La elaboracion con DO redujo el tiempo en que los frutos fueron
tratados térmicamente. Los dulces obtenidos por DO y tratamiento térmico fueron mas
claros (mayor L* que los control). Los valores de a* y b* fueron también mas elevados
en los dulces obtenidos con DO que en los control, indicando una menor pérdida de
componentes rojos y amarillos del color. Los dulces de frutilla con DO tuvieron un 20%
mas de antocianinas y un 11% mas de poder antioxidante que los obtenidos por el
método convencional. Esta variante del método tradicional permitié obtener dulces con
un color mas parecido a la de la fruta original, de aspecto mas natural y con incremento
en compuestos bioactivos y capacidad antioxidante. Los dulces con DO previa poseen
mayor flavor a frutilla. Esta informacién puede resultar util para la industria de
confituras.
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Introduccién

Las frutillas son apreciadas por los consumidores debido a sus caracteristicas de
sabor, aroma y color. Las frutillas pueden consumirse frescas o procesadas de
diferentes formas dentro de las que se destaca la obtencion de confituras. El color
caracteristico de las frutillas est4 determinado por su contenido en antocianinas,
compuestos de naturaleza fendlica (flavonoides) generalmente unidos
covalentemente a un azucar (Goulas et al., 2012). En frutilla la antocianina
predominante es la pelargonidina-3-glucésido (Wang y Lewers, 2007). Ademas de su
rol en el color, las antocianinas son importantes compuestos bioactivos con
reconocida actividad antioxidante. Estos compuestos son sensibles al calor (Howard
et al.,, 2012), por lo que pueden verse afectados durante la elaboracién de las
confituras.

Varios trabajos han evaluado la influencia de factores de proceso tales como el tipo
de pectina utilizado, la temperatura de coccién (Holzwarth et al., 2013), el estado de
madurez de los frutos (Levaj et al., 2010), el reemplazo de azucares por edulcorantes
(Basu etal., 2012) o el agregado de diferentes agentes gelificantes (Javanmard et al.,
2012) en la calidad de confituras. En la mayor parte de los trabajos se ha observado
una reduccion de los niveles de antioxidantes (Rababah et al., 2012). De todos modos
se ha sugerido que la hidrdlisis de los azucares asociados con los antioxidantes podria
aumentar su biodisponibilidad en ciertos casos (Rickman et al, 2007). La
deshidratacion osmética (DO) es un proceso de concentracion que consiste en extraer
parte del agua de los alimentos por intercambio con una solucién altamente
concentrada de un osmolito sin necesidad de recurrir a tratamientos con alta
temperatura (Jain et al., 2010). Si bien a priori la DO puede ser utilizada por si sola
para la preparacion de mermeladas, debido a las bajas temperaturas utilizadas, se ve
comprometida la estabilidad microbiolégica y enzimatica del producto durante el
almacenamiento (Igual et al., 2013). No obstante, la DO podria ser util en forma previa
a la coccion para reducir el procesado térmico y preservar mejor las propiedades
nutricionales y sensoriales de los frutos. En ese sentido, el objetivo de este trabajo fue
evaluar la influencia de pretratamientos con deshidratacién osmotica sobre el color, el
contenido de antocianinas y la capacidad antioxidante de dulces de frutillas.

Materiales y métodos
Material vegetal

Se utilizaron frutillas (Fragaria x ananassa) con 80% de color superficial rojo y 8,3%
de solidos solubles, las cuales, luego de ser lavadas con agua conteniendo 100 ppm
de HCIO, fueron desprovistas del caliz y cortadas longitudinalmente a la mitad. Una
mitad se utilizé para la elaboracion de dulce con DO previa y la otra para la elaboracion
tradicional (control).
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Elaboracion de dulce

Las etapas del proceso de elaboracion se encuentran resumidas en la Figura 1. Para
la elaboracion de dulces con deshidratacion osmoética previa (DO), las frutillas
procesadas como se indica en la seccion 2.1 fueron nuevamente cortadas
transversalmente en trozos de 3 mm de espesor y a las mismas se les adicioné 60%
p/p de sacarosa. La mezcla se mantuvo 15 min a 20 °C para permitir un proceso de
deshidratacion previa. Posteriormente los frutos deshidratados se separaron (FD)
(SS=22%=2), del jarabe obtenido por la deshidratacion (J); (SS=63%z=3) y este ultimo
fue concentrado hasta 81%+3 de SS. Los FD fueron procesados y se adicioné al
jarabe concentrado (JC), obteniéndose una mezcla de 54%+2 de SS la cual se
evaporo hasta 64%z=*2 de SS. Para las elaboraciones control se mezclaron los frutos
trozados como se indicé en 2.1, se adiciondé 60% de sacarosa (SS=44%z=2) y se
evapord hasta 64%+2 de SS. El ensayo siguié un disefio en bloques donde cada
bloque representa una elaboracion DO y otra tradicional. Se realizaron 7
elaboraciones de cada tipo de dulce.

Color

Se utiliz6 un colorimetro (Minolta, Modelo CR-400) provisto con un cabezal de
inmersion. Se midieron las variables de color CIE a*, b* y L* y se calcul6 el °Hue
(angulo de color) y el croma (C*) utilizando las siguientes ecuaciones:

°Hue= atan (b*/a*) (1)
C*= ((a*)z + (b*)2)1/2 (2)
Antocianinas

Aproximadamente 2 g de dulce de frutilla fueron extraidos con 20mL de etanol frio al
75 % viv conteniendo 0.1% p/p de HCI. La mezcla se centrifugd a 9.000 x g por 10
min a 4 °C. Se tomaron 5 mL del sobrenadante y se llevaron a 10 mL con el solvente
de extraccion. Se medio la absorbancia a 515 nm. En contenido de antocianinas se
expres6 como mg de pelargonidina-3-glucésido equivalente por kg de peso fresco
usando el coeficiente de extincion € = 36.000 M- cm™.

Antioxidantes por ABTS™

Aproximadamente 2 g de dulce de frutilla fueron extraidos con 20mL de etanol. La
mezcla se centrifugd a 9.000 x g por 10 min a 4 °C. Se tomaron 5 mL del sobrenadante
y se llevaron a 10 mL con etanol. El sobrenadante se utilizé para la determinacion de
antioxidantes por el radical ABTS**. A 1 mL de solucion del radical ABTS™ (7 mM de
ABTS con 2,45 mM K2S20s, absorbancia 0,700 +/- 0,05 a 734 nm) se le adicionaron
25 uL del extracto. La mezcla se dejé reaccionar 6 minutos y se leyé la absorbancia a
734 nm. Los resultados se expresaron como mg de Trolox por kg de peso fresco. Se
realizaron tres replicados por cada tratamiento y tiempo de almacenamiento.
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Analisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante un ANOVA. Se utilizé un disefio en bloque
donde cada bloque representd una elaboracion control y una con DO previa, las
medias se compararon empleando un test de Tukey, a< 0,05.

Frutillas, 8,312 2Brix Frutillas 8,312 2Brix

Cortado transversalmente

!

v Agregado de sacarosa
Agregado de sacarosa (60 g cada 100 g de fruta)
(60 g cada 100 g de fruta),

Triturado

Deshidratacion osmética
(Tiempo= 15 min.)

Mezclado (M1), Jarabe (J), Fruta deshidratada
2.4 e 63+3 9Brix (FD), 222 Brix
Evaporacion l Evaporacion
l Tiempo= 33+4 min. Tiempo= 193 min. )
Jarabe concentrado Triturado
Dulce tradicional (Control), (JC), 8143 2Brix |
63,5%2,6 °Brix —— Mezcla (M2),

5412 °Brix

Evaporacion
Tiempo= 1243 min.

Dulce DO, 6412 °Brix

Figura 1: Esquema de las elaboraciones para los dulces de frutilla; izquierda,
elaboracion tradicional (control); derecha, elaboracion con deshidratacion osmética
previa. Se muestran promedios y desviaciones en algunos parametros obtenidos
considerando todas las elaboraciones. n=7.

Resultados y discusion
Color

En la Figura 2 pueden observarse la apariencia y los parametros de color para ambos
tipos de dulce, control y DO. Los dulces con DO previa tuvieron un color mas
semejante al fruto fresco en comparacion a los dulces control (Figuras 2A y 2B). La
luminosidad (L*) para los dulces control fue de 21, mientras que en los dulces con DO
previa fue de 22,8 (Figura 2C). El mayor L* de los dulces DO en comparacién a los
dulces control puede estar relacionado a un menor contenido de compuestos pardos
derivados de la reaccion de Maillard (Flores y del Castillo, 2016) o de la degradacion
térmica de antocianinas (Jackman et al., 1987). Los valores de a* y b* fueron de 20,1
y 9,2 respectivamente en dulces DO mientras que en los tradicionales fue inferior,
aproximadamente 15,8y 6,1 para a* y b* respectivamente (Tabla 1). Estos parametros
derivaron en un °Hue de 24,5, mientras que en los dulces tradicionales el °Hue fue de
21 (Figuras 2D). EI menor °Hue en los dulces control podria deberse a que la fruta
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sufri6 mayor tiempo de exposicidon a altas temperaturas. Con respecto a la saturacion
del color (C*), los dulces DO tuvieron un C* de 22,1 mientras que en los controles fue
de 16,9 (Figuras 2E). Los mayores valores del C* de los dulces DO en relacion a los
controles puede estar relacionado a un mayor contenido de antocianinas, y pueden
tomarse como referencia de los cambios del color en dulces de frutilla (Watanabe et
al., 2011). Adicionalmente, los dulces DO presentaron un aroma y sabor mas cercano
al fruto fresco que los controles (datos no mostrados). En sintesis, el pretratamiento
de DO antes de la coccidn permitio obtener un dulce con caracteristicas de color
diferentes a las obtenidas en las elaboraciones tradicionales.

24

22 1

20

277 == Control
D

e=m DO

24

°Hue
o

21

24 E

21

Croma

b

L1

Control DO

Figura 2: A, dulce de frutilla elaborado de forma tradicional (Control); B, dulce
de frutilla elaborado con deshidratacion osmética previa (DO); C, luminosidad
(L*); D, °Hue y E, Croma (C*), para los frutos control y DO. Diferentes letras
indican diferencias significativas segun un test de Tukey, a< 0,05, n=7.

Tabla 1: Valores de los parametros de color a* y b* para los dulces de frutilla
elaborados de forma tradicional (control) y con deshidratacién previa (DO). Diferentes
letras indican diferencias significativas segun un test de Tukey, a< 0,05, n=7.

ar b*
Control 15,8b 6,1b
DO 20,1a 9,2a
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Contenido de Antocianinas y poder antioxidante

Luego del proceso de evaporacion, los dulces con DO previa tuvieron un contenido de
antocianinas de 183 mg kg, mientras que las elaboraciones control rondaron los 153
mg kg (Figura 3). El proceso de DO extrae agua de los alimentos por

diferencia de potencial osmotico entre la matriz del alimento y el osmolito altamente
concentrado. Las antocianinas son compuestos solubles en agua. Transcurrido el
proceso de DO, el 35% de las antocianinas migré hacia el J (Figura 4), quedando las
restantes 65% en la pulpa. Luego de la concentracion del jarabe J, el 40% del
contenido de antocianinas se retuvo en el JC (13% en relacion al fruto fresco).
Teniendo en cuenta que la mayor parte de las antocianinas fue retenida en la pulpa
(FD), en principio podemos adjudicar el mayor contenido de antocianinas hallado en
los dulces DO a un menor tiempo de exposicién al calor (Figura 1). Hay trabajos que
han sugerido que los azucares pueden ejercer un efecto protector contra la
degradacion de las antocianinas (Watanabe et al., 2011). La mayor concentracion de
azucares en la pulpa de las frutillas luego de la DO podria haber estabilizado las
antocianinas haciéndolas més tolerantes al procesamiento posterior (Barraza-
Jauregui et al., 2017).
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Figura 3: Contenido de antocianinas en dulces elaborados de forma tradicional
(control) o con deshidratacibn osmotica previa (DO). Diferentes letras indican
diferencias significativas segun un test de Tukey, a< 0,05, n=7.
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Figura 4: Cantidades relativas de antocianinas en dulces elaborados con
deshidratacion osmética previa (DO). FD, fruta deshidratada; J, jarabe; JC, jarabe
concentrado (ver figura 1).

La capacidad antioxidante contra el catién radical ABTS™ fue significativamente mayor
en los dulces con DO en comparacién a los control (Figura 5). Se sabe que la
degradacion térmica de las antocianinas resulta en la generacion de compuestos
polifendlicos pero no esta claro si esta degradacion resulta en una pérdida neta de la
capacidad antioxidante (Patras et al., 2010). De esta forma, el tratamiento térmico
podria degradar las antocianinas convirtiéndolas en otros compuestos fenolicos que
también posean actividad antioxidante. Por otra parte se conoce que algunos
intermediarios de la reaccion de Maillard generados durante los tratamientos térmicos
pueden presentar capacidad antioxidante por lo que resulta necesario realizar un
estudio mas detallado.

—1 Control
== DO
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315
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Figura 5: Poder antioxidante de dulces elaborados de forma tradicional (control) o con
deshidratacion osmoética previa (DO). Diferentes letras indican diferencias
significativas segun un test de Tukey, a< 0,05, n=7.

194



% | Congreso Argentino de Biologia y Tecnologia Poscosecha i
;« IX Jornada Argentina de Biologia y Tecnologia Poscosecha ﬁ m

Conclusiones

En este trabajo se elaboraron dulces de frutilla aplicando una deshidratacion osmética
(DO), previa a la evaporacion, utilizando el mismo azucar de la formulacion. Luego de
la deshidratacion osmotica, el 65% de las antocianinas quedd retenido en la pulpa. El
proceso de DO permiti6 reducir el tiempo de evaporacién. Esto provoco que las
antocianinas de los dulces con DO estén menos expuestas al calor en comparacion a
los controles. Los dulces DO tuvieron mayor luminosidad, °Hue y croma, con
caracteristicas mas similares a la pulpa del fruto fresco que los obtenidos de forma
tradicional. La diferencia en color podria estar relacionada con el mayor contenido de
antocianinas hallada en los dulces DO. La capacidad antioxidante fue superior en los
dulces DO. Esta informacion podria ser de utilidad para la industria de confituras.
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Resumen

El cultivo de “berries” se desarrolla en zonas templadas, aunque actualmente existen
incipientes producciones en la zona centro de nuestro pais. La elaboracion de jugos
surge como una alternativa de preservacion y agregado de valor a dichos productores.
Para lograr un producto inocuo y estable es necesario someter a los jugos al proceso
de pasteurizacion, el objetivo de este trabajo fue evaluar los cambios de las propiedades
nutritivas y sensoriales durante este proceso. Se utilizaron frutos de zarzamora y
frambuesa provistos por la empresa “Yuco Frutos”, de Villa Maria, los cuales fueron
procesados para separar la pulpa del jugo. Al jugo obtenido se lo diluy6é al 50% con
agua y se le adicion6 70 g kg de sacarosa. Se colocaron 6 ml de cada jugo en tubos
de vidrio de 10 ml y los mismos se sometieron a calentamiento en bafio de agua
termostatizado a 70, 80, 90 y 100°C a diferentes tiempos (0-180 min.). Las muestras se
colocaron en una celda de 5,5 ml en donde fueron analizadas con un colorimetro
Minolta-CR-400. Se registraron los parametros L*, a* y b* y se calcularon el &ngulo °Hue
y croma (C*). Las antocianinas se determinaron espectrofotométricamente. EI L* no
presentd cambios significativos, mientras que a* se redujo solo 30% a la mayor
temperatura (100°C) para ambos jugos. El b* resulté ser mas afectado que a*, lo cual
desplazé el ° Hue hacia tonalidades mas oscuras. El C* fue seleccionado para modelar
el cambio en el color. Este siguié una cinética de primer orden cuya constante de
velocidad de degradacion (kt) aumenté de 0,0010 a 0,0022 (mint) para zarzamora y de
0,0010 a 0,0025 (min) para frambuesa, con el incremento de la temperatura. La
dependencia de dicha constante con la temperatura fue descripta por la Ley de
Arrhenius, obteniéndose una energia de activacion (Ea) de 27,8 y 33,1 kJ mol* para
zarzamoras y frambuesas, respectivamente. La variacion de antocianinas con el tiempo
siguié una cinética de primer orden, donde kr aumenté de 0,0015 a 0,0106 (min-1) para
zarzamora y de 0,0015 a 0,0092 (mint) para frambuesa, incrementando la temperatura
desde 70 a 100 °C. Las Ea para las antocianinas fueron de 69,9 y 62,3 kJ mol* para
zarzamoras y frambuesas, respectivamente. Los resultados obtenidos indican una
mayor sensibilidad de las antocianinas tanto para los aumentos de temperatura como
asi también para el tiempo de exposicion en comparacion al color. Las cinéticas
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obtenidas podrian ser Utiles para optimizar las condiciones de pasteurizacion de jugos
de “berries” en vistas a conservar la calidad nutricional y sensorial del producto.

Palabras clave: berries, procesamiento, pasteurizacion, color, antocianinas.

Introduccién

La produccién de “berries” en la Argentina se ubica en quinto lugar siguiendo a la de
citricos, uva, frutos de pepita y carozo, y constituye uno de los sectores de mayor
dinamismo y crecimiento en las ultimas dos décadas. Desde el punto de vista de su
conservacion en fresco los “berries” son altamente perecederos, por los que las
pérdidas de calidad y cantidad en la cadena de distribucion suelen ser elevadas
(Kader, 2007). En tal sentido, el procesamiento aparece en estos frutos como una
estrategia de interés para reducir estas mermas, agregar valor y aumentar la oferta
tanto geografica como temporal. El color caracteristico de estos frutos esta dado por
un tipo de polifenoles denominados genéricamente antocianinas, sustancias que a su
vez son los principales responsables de su capacidad antioxidante (Goulas et al.,
2012). Las antocianinas estan formadas por una molécula de antocianidina unida a
una molécula de glucosa, galactosa o arabinosa (Howard et al., 2012). La estabilidad
de las antocianinas depende de su estructura quimica, del pH y de la composicion de
la matriz donde se encuentran. Las antocianinas acetiladas son las que poseen mayor
estabilidad (Wrolstad, 2004). Los berries son ricos en antocianinas no acetiladas. La
pasteurizacion por calor es el tratamiento mas comun para extender el periodo de
aptitud de los jugos. Los microorganismos patdgenos, gran parte de la flora banal y
las enzimas tales como la pectin-metil esterasa, la polifenol oxidasa y peroxidasa
(estas dos Ultimas principales responsables de la degradacién de antocianinas)
pueden ser inactivados con tratamientos de 90-98 °C por 10-60 seg (Vervoort et al.,
2011). Desde el punto de vista de la estabilidad microbioldgica, los jugos de berries
poseen un pH<4,5, por lo cual la aplicacion de un proceso térmico de pasteurizacion
posibilitaria que el producto fuera estable incluso a temperatura ambiente (Silva y
Gibbs, 2004). Durante la pasteurizacion del jugo de arandano se pierde entre 30-60
% del contenido de antocianinas, sin considerar los demas antioxidantes (Brownmiller
et al., 2008). En jugos de mora las pérdidas de antocianinas rondan el 30 %. Sin
embargo, otros componentes fendlicos tales como los elagitaninos de la frambuesa,
pueden ser mas estables al tratamiento térmico (Azofeifa et al., 2015). En jugo de
mango, un tratamiento de 90 °C por 60 segundos redujo el contenido de polifenoles
en 38% (Santhirasegaram et al., 2013). Para poder predecir los efectos indeseados
durante el tratamiento térmico es necesario conocer los parametros cinéticos, tales
como las constantes de degradacion y la energia de activacion, correspondientes a
estos cambios (Patras et al., 2010). El objetivo de este trabajo fue evaluar y comparar
el efecto de los tratamientos térmicos sobre el color y el contenido de antocianinas en
jugos de frambuesa y zarzamora y obtener los parametros cinéticos que gobiernan
dichos cambios.
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Materiales y métodos

Materia prima y preparacion de los jugos: Se utilizaron frutos de zarzamora (Rubus
fruticosus ‘Jumbo’) y frambuesa (Rubus idaeus ‘Autunm Bliss’) provistos por la empresa
“Yuco Frutos”, de Villa Maria, los cuales fueron procesados para separar la pulpa del
jugo. El jugo obtenido se diluyé al 50% con agua y se le adicioné 70 g kg de sacarosa.

Tratamientos: Para las mediciones del color, se colocaron 6 ml de cada jugo, preparado
como se indico en 2.1, en tubos de vidrio de 10 ml y los mismos se sometieron a
calentamiento en bafio de agua termostatizado a 70, 80, 90 y 100 °C a diferentes
tiempos (0-180 min.). Para la determinacion de antocianinas los tratamientos se
realizaron de la misma forma que para el color, excepto que se utilizaron viales de 3 ml
conteniendo 1,5 ml de jugo.

Color: Las muestras se colocaron en una celda de 5,5 ml en donde fueron analizadas
con un colorimetro Minolta-CR-400. Se registraron los parametros L*, a* y b* y se
calcularon el angulo °Hue y el croma (C*):

°Hue = atan (z—i) (2)

¢ =VaTIb?  (2)

Antocianinas: Unos 50 pL de jugo se mezclaron con 950 pL de etanol con HCl al 0,1%
p/v. Se homogeneiz6 en vortex durante 30 segundos y se centrifug6 a 13.000 x g por
10 min a 4 °C. Al sobrenadante se le midi6 la absorbancia a 520 nm utilizando un
espectrofotometro (Shimadzu Corporation, Modelo UV Mini-1240, Jap6n). Los valores
se expresaron en mg L considerando la absortividad de la cianidina (0,082 L mg* cm-
1)_

Andlisis Estadistico: El experimento se realizé por duplicado. Los andlisis de correlacion
y el célculo de las respectivas constantes se realizaron utilizando el programa Microsoft
Excel® 2013.

Resultados y Discusién
Antocianinas

El contenido inicial de antocianinas de los jugos de zarzamora y frambuesa fue de 240
y 160 mg kg* respectivamente (Figura 1). La Figura 2 muestra la variacién del contenido
de antocianinas, expresado como porcentaje de retencion, durante el calentamiento de
los jugos a las diferentes temperaturas ensayadas.
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Figura 1: Contenido de antocianinas y apariencia de los jugos preparados a partir de
frutos de frambuesa y zarzamora

Si bien todas las condiciones de temperatura evaluadas mostraron reducir el contenido
de antocianinas, se requirieron al menos 60 min a 90 y 100 °C para una degradacion
superior al 40 %. A 80 °C por 180 min la reduccion fue de 35 (zarzamora) y 40 %
(frambuesa). En el caso de la temperatura mas baja, luego de 180 min, la pérdida de
antocianinas fue de alrededor de 23 % para ambos jugos (Figura 2A y 2B). A pesar de
que los “berries” son ricos en antocianinas no acetiladas, las antocianinas de frambuesa
y zarzamora mostraron una estabilidad a los tratamientos térmicos, superior a otros
compuestos termolabiles como lo es el acido ascorbico (Aghajanzadeh et a., 2016). El
bajo pH de los jugos (~3) pudo haber ayudado a estabilizar las moléculas frente a los
tratamientos térmicos (Kirca et al., 2006). Por otro lado, también es posible que el
tratamiento térmico propiciara la liberacion de los compuestos antocianicos retenidos
en la pulpa hacia la fase acuosa, (Rickman et al., 2007). De hecho, algunos trabajos
han mostrado que los tratamientos térmicos moderados pueden favorecer la extraccion
de antioxidantes en algunas matrices (Guldiken et al., 2016).
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Figura 2: Variacion de la retencién porcentual de antocianinas con el tiempo de

calentamiento a temperaturas de 70, 80, 90 y 100 °C para jugos de zarzamora (A) y
frambuesa (B).

Se calcularon las constantes de degradacion térmica de antocianinas (kr), el tempo de
vida media (t12) a partir de las siguientes ecuaciones correspondientes a una cinética
de degradacion de primer orden:

c Inos
In (C—; =—krxt (3) ty, = — nkT 4)

Donde Coy C: corresponden a las concentraciones de antocianinas iniciales y luego de
un tiempo (t) de iniciado el tratamiento térmico de las muestras, respectivamente, a una
determinada temperatura (T).

A partir de las kr se graficé el In kr vs. (RT)* (Figura 3) para el célculo de la energia de
activacion (Ea) y la constante de referencia (krer) que fueron calculadas a partir de la
ecuacion de Arrhenius:

In (kr) = In (kre) — 2= (5)

Donde R corresponde a la constante de los gases ideales (8,31 x 10°kJ molt Ky T
a la temperatura en grados kelvin.

La Tabla 1 muestra los parametros cinéticos de degradacion térmica para ambos jugos.
En el caso de los jugos de frambuesa, la kt aumenté de 15 x 102a 92 x 103 min* con
el incremento de temperatura de 70 a 100 ‘C con una Ea de 62,3 kJ mol. El mismo
incremento de temperatura derivé en un incremento de kr de 15 x 102a 109 x 10 min-
1 con una Ea de 69,4 kJ mol en los jugos de zarzamora (Tabla 1). Las antocianinas de
los jugos de frambuesa, a pesar de encontrarse en menor cantidad que en los jugos de
zarzamora, demostraron poseer una mayor estabilidad. Esto puede estar relacionado a
diferencias en el tipo de antocianinas presente en cada jugo, ya que la estructura de
estas moléculas influye marcadamente en la estabilidad de las mismas (Gras et al.,
2018).
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Figura 3: Logaritmo natural de la constante de velocidad k: a una determinada
temperatura contra 1/RT (mol kJ1).

Tabla 1: Constantes de degradacion térmica de antocianinas (kr), tiempo de vida media
(tr2), energia de activacion (Ea) y constante de referencia (krer) para el contenido de
antocianinas en jugos de frambuesa y zarzamora tratados a 70, 80, 90 y 100 °C por
tiempos entre O (jugo fresco) y 180 minutos. Entre paréntesis se encuentra el coeficiente
de correlacion.

T Kt (s1) x tys Kref (Min.) | Ea (kJ mol-
(°C) 103 (min.) 1)

70 | 15(0,955) 7,7
Zarzamora | 80 | 23(0,948) 5,0 1.006.164 69,9

90 | 48(0,907) | 24 0.977)
Antocianinas 100 106 11
(0,998)
70 | 15(0,955) 7,7
Frambuesa | 80 | 28 (0,962) 4,1 76.013 62,3
(0,971)

90 | 43(0,993) | 2,7
100 | 92(0,998) | 1,3

Parametros de color

La luminosidad presentd valores iniciales de entre 19-22 y 17-23 para jugos de
frambuesa y zarzamora, respectivamente. Contrariamente a lo observado en otros
trabajos, en donde la luminosidad se incrementa luego del tratamiento térmico
(Fernandez-Loépez et al., 2013), no pudo observarse una tendencia clara respecto a este
parametro (datos no mostrados). La degradacién de antocianinas provocé un cambio
en los valores de a*, b* y ‘Hue (Tabla 2).
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Tabla 2: Parametros de color (a*, b* y °Hue) para jugos de frambuesa y zarzamora
tratados a 70, 80, 90 y 100 °C por 0 (jugo sin tratar térmicamente), 10, 60 y 180 minutos.

a* b* ‘Hue
Temperatura (°C)

Tiempo | 70 80 90 100 |70 | 80 |90 | 100 | 70 80 90 100
(min.)

0 210|202 |193|188|85|64|61|58 |220,17,6 175|172
10 210|195 |17,7|175|83 6,247 |42 [216 17,6 149|135
60 20,7 1185 |16,2 15968503025 |182 151|105 |89
180 18,2 1160149 | 122 | 4735|2321 145|123 |88 |98

0 19,7 1230219178 |6,1|80|7,7|4,7 |17,2]19,2 19,4 | 14,8
Zarzamora 10 19,9 1228 ]20,7116060|82 6,431 |168|198 |17,2| 11,0
60 17,9 1 20,7 1189 | 157 |44 6,749 |26 138|179 145 |94
180 17,0 20,2|170|120|33|6,1|3,7|12 |11,0]| 16,8 | 12,3 | 5,7

Frambuesa

En general se observo una tendencia similar en ambos jugos con una reduccién mayor
del b* en comparacion al a* que derivd en valores del “Hue inferiores conforme
aumentaba el tiempo de exposicion a cada temperatura. Sin embargo, el croma (C*) fue
el parAmetro que mejor ajusto a una cinética de degradacién de primer orden y fue
elegido para continuar con la obtencion de los parametros cinéticos correspondientes
al cambio de color.

La Figura 4 muestra las curvas de reduccion relativa del C* con forme aumenta el tiempo
de exposicion a las diferentes temperaturas. Puede observarse que inclusive luego de
tiempos prolongados a altas temperaturas la reduccion del croma no super6 el 40 % del
valor inicial. En comparacion con las antocianinas (Figura 2), la degradacién del C*
parece transcurrir a menor velocidad.

1.0

0.8

Cambio en el croma (C*/C*q)
(0,9/,0) ewoua |8 us ciquen

0.6

Tiermpo (min) Tiempo (min)

Figura 4: Retencion del C* a diferentes tiempos de tratamiento a 70, 80, 90 y 100 °C
para jugos de zarzamora (A) y frambuesa (B).
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La Tabla 3 muestra los parametros cinéticos de degradacion térmica del C*, calculados
de igual forma que para las antocianinas. En el caso de los jugos de frambuesa, la kr
aumento de 10 x 102 a 25 x 10 min con el incremento de temperatura de 70 a 100
"C con una Ea de 33,1 kJ mol?. El mismo incremento de temperatura derivé en un
incremento de kr desde 10 x 10 a 22 x 10 min*! con una Ea de 27,8 kJ mol* en los
jugos de zarzamora. Comparando estos valores con los de la Tabla 1, el C* result6 ser
menos afectado por el incremento de la temperatura y el tiempo de tratamiento térmico
en comparacion a las antocianinas. Una de las rutas de degradacion de las antocianinas
es su condensacion en compuestos pardos (Danisman et al., 2015). Estos polimeros
podrian llegar a reducir el descenso del croma.

—e— Frambuesa
----- > Zarzamora

0.33 0.34 0.35
1x (RT)"

Figura 5: Logaritmo natural de la constante de velocidad k: a una determinada
temperatura contra 1/RT (mol kJ1).

Tabla 3: Constantes de degradacion térmica de antocianinas (kr), tiempo de vida media
(t2), energia de activacion (Ea) y constante de referencia (krer) para el croma (C*) de los
jugos de frambuesa y zarzamora tratados a 70, 80, 90 y 100 °C por tiempos entre 0
(jugo fresco) y 180 minutos. Entre paréntesis se encuentra el coeficiente de correlacion.

T Kt (s1) x ty Kref Ea (kJ mol
(°C) 103 (min.) (min.) D)
70 | 10(0,866) | 11,6
Zarzamora | 80 15 (0,984) 7,7 0,3 27,8
90 | 19(0.976) | 6.1 (0.962)
Croma 100 22 (0,984) 5,3
() 70 | 10(0,998) | 11,6
Frambuesa | 80 14 (0,992) 8,3 1,8 33,1
90 | 20(0,963) 5,8 (0,994)
100 25 (0,976) 4,6
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Conclusiones

Se estudiaron la degradacién térmica de antocianinas y los cambios en los parametros
del color para jugos de frambuesa y zarzamora. A pesar de encontrarse en menor
concentracion, las antocianinas de los jugos de frambuesa mostraron una mayor
estabilidad que las de zarzamora. En relacion a los parametros de color, si bien el a*,
b* y el "Hue fueron afectados por los tratamientos, el croma fue el que mejor se ajusté
a una cinética de degradacion de primer orden. La determinacién espectrofotométrica
de las antocianinas resultd un mejor indicador que el croma para monitorear el dafio
térmico provocado en los jugos, principalmente por tener una mayor sensibilidad al
incremento de la temperatura y al tiempo de tratamiento térmico. Estos datos pueden
ser de utilidad para la industria de jugos.
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Resumen

Las frambuesas poseen alto valor nutricional debido a su elevado contenido de
antocianinas que le confieren ademas su color caracteristico. El procesamiento de
estos frutos para la obtencion de pulpas y jugos, y la posterior aplicacion de un
tratamiento térmico de conservacion, resulta en una de las alternativas para generar
un producto inocuo, de mayor estabilidad y valor agregado. Sin embargo, durante el
procesamiento térmico, el contenido de antocianinas se ve afectado por el calor, y
consecuentemente también sus propiedades nutricionales. El objetivo de este trabajo
fue evaluar la estabilidad térmica de antocianinas presentes en pulpas y jugos de
frambuesas y obtener modelos cinéticos que describan su variaciébn con la
temperatura y el tiempo de proceso. Para ello, muestras de pulpa y de jugo diluido al
50% con agua se sometieron a calentamiento en bafio de agua a 70, 80, 90 y 100°C
a diferentes tiempos en un rango de 0 a 180 minutos. Las muestras tratadas fueron
luego analizadas espectrofotométricamente para determinar el contenido de
antocianinas. Los resultados obtenidos mostraron que la variacion de la concentracion
de antocianinas con el tiempo de proceso siguié una cinética de primer orden para
ambos productos. En pulpa, la constante de velocidad de degradacion (k) aumenté de
0,0017 a 0,0056 min! y el tiempo de vida media (ti2) disminuyé de 398,28 a 123,75
min con el incremento de temperatura de 70 a 100°C. En jugo, los valores obtenidos
para k de 0,0015 a 0,0092 (min-t), mientras que el t12 se redujo de 462,00 a 75,33 min
para dicho incremento de temperatura. A su vez la dependencia de k con la
temperatura fue descripta por la Ley de Arrhenius obteniéndose una energia de
activacion de 42,73y 62,34 kJ/mol para pulpay jugo, respectivamente. Los resultados
obtenidos en este estudio podrian ser de utilidad para la industria con el fin de
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optimizar los procesos y minimizar las pérdidas de las propiedades nutracéuticas en
jugos y pulpas de frambuesa.

Palabras clave: frambuesa, antocianinas, tratamiento térmico, cinética de
degradacion

Introduccién

Las frambuesas (Rubus idaeus ‘Autunm Bliss’) poseen alto valor nutricional debido a
su elevado contenido de compuestos fendlicos a los cuales se los reconoce como
agentes quimiopreventivos. Los altos contenidos de estos compuestos reducen la
propension a enfermedades cardiacas, cerebrovasculares y disminuyen la tasa de
mortalidad por cancer (Seeram, 2008). Entre estos compuestos se encuentran las
antocianinas, que le confieren ademas su color caracteristico. En la actualidad hay un
interés creciente en los antioxidantes, en particular en aquellos que previenen los
efectos nocivos de los radicales libres en el cuerpo humano, existiendo una
preferencia por aquellos provenientes de fuentes naturales por sobre los de origen
sintético.

Por su parte, la estabilidad quimica de las antocianinas ha sido evaluada en
numerosos estudios recientes debido a sus variadas aplicaciones, sus
efectos beneficiosos y su uso como alternativa a los colorantes artificiales
en los alimentos. De estos estudios se desprende que la estabilidad de
antocianinas depende de la temperatura de procesamiento, pero también es
influenciada por las propiedades del producto resultante 'y  por
condiciones de proceso tales como: pH, temperatura de almacenamiento,
estructura quimica y concentracion de antocianinas, luz, oxigeno,
enzimas, iones metdlicos, etc. (Rein, 2005). Por lo tanto, las combinaciones tiempo-
temperatura, el tipo de fruto y el mantenimiento de la actividad de la enzima después
del tratamiento puede influir negativamente en la funcionalidad de los compuestos
fendlicos por destruccion de &cidos fendlicos y antocianinas (Garcia-Parra et al.,
2014). Ademas, la degradacion térmica de antocianinas afecta el color de los
vegetales, un atributo particularmente apreciado por los consumidores.

En la industria de los alimentos, el procesamiento de frambuesas para la obtencion de
pulpas y jugos, Y la posterior aplicacion de un tratamiento térmico de conservacion,
resulta en una de las alternativas para generar un producto inocuo, de mayor
estabilidad y valor agregado. Sin embargo, durante el procesamiento térmico, las
caracteristicas organolépticas y nutricionales del alimento se ven afectadas, entre
ellas, el contenido de antocianinas y consecuentemente sus propiedades
nutracéuticas (Verbeyst et al., 2011).

El objetivo de este trabajo fue evaluar la estabilidad térmica de antocianinas presentes
en pulpas y jugos de frambuesa y obtener modelos cinéticos que describan su
variacion con la temperatura y el tiempo de proceso.
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Materiales y Métodos

Materia prima: Se utilizaron frutos de frambuesa (Rubus idaeus ‘Autunm Bliss’) provistos
por la empresa “Yuco Frutos”, de Villa Maria (Cordoba), los cuales fueron procesados
para obtener la pulpa. Para la obtencion del jugo, a la pulpa obtenida se la diluy6 al 50
% con agua y se le adicioné 70 g kg* de sacarosa.

Tratamientos: muestras de 6 ml de pulpa y de jugo fueron colocadas en tubos de vidrio
de 10 ml y luego sometidas a calentamiento en bafio de agua termostatizado a
temperaturas de 70, 80, 90 y 100 °C y a diferentes tiempos (0-180 min).

Antocianinas: 1 gramo de tejido fue extraido con 5 ml de metanol conteniendo 1% v/iv
HCI. La mezcla se centrifugé a 5500 x g durante 20 min a 4 °C, y se medi6 la
absorbancia del sobrenadante obtenido a 515 nm utilizando un espectrofotometro
(Shimadzu Corporation, Modelo UV Mini-1240, Japon). El contenido de antocianinas
se calculd usando el coeficiente de extincion €: antocianina mayoritaria de la
frambuesa (cianidina)= 26900 M cm(Martinez-Cruz et al., 2011). Los valores se
expresaron en mg L™ considerando la absortividad de la cianidina (0,082 L mg* cm™).

Analisis Estadistico: Las experiencias se realizaron por duplicado. Los analisis de
correlacion y el calculo de las respectivas constantes se realizaron utilizando el
programa Microsoft Excel® 2013.

Resultados y Discusion

En lafigura 1 se presentan las variaciones de la retencion del contenido de antocianinas
en pulpa de frambuesa durante los tratamientos térmicos a las diferentes temperaturas
ensayadas. En la misma se puede observar que la velocidad de degradacion de
antocianinas aumenta con la temperatura y disminuye a medida que la concentracion
de las mismas se va reduciendo con el tiempo de proceso. Las reducciones en la
concentracion antocianica, para un tiempo de proceso de 180 min, fueron de 25,6%,
37,8%, 55,2% y 62,4% para temperaturas de 70, 80, 90 y 100°C, respectivamente

1.2 +—100°C =—00°C
80°C x—70°C
1 exi
X

0.8 -

0.6 -

C(t)/co

0.4 -

0.2 -

O T T T
0 50 100 150 200

Tiempo (min)

Figura 1: Variacion de la retencion de antocianinas con el tiempo de calentamiento
en pulpa de frambuesa.
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Por su parte la degradacion de antocianinas en el jugo de frambuesa presento, para las
diferentes temperaturas analizadas, un comportamiento similar al de la pulpa (ver figura
2), siendo la reduccion en la concentracion de antocianinas mayor a medida que el
calentamiento progresa e intensificAndose dicha reduccion con la temperatura. Para
calentamientos a 70, 80, 90 y 100°C durante 180 min., se registraron disminuciones en
el contenido de antocianinas de 22,2%, 45,0%, 53,0% y 80,9%, respectivamente.

1.2 —=—100°C 90°C
—%—80°C + 70°C

(4

*

0 50 100 150 200

Tiempo (min)

Figura 2: Variacion de la retencion de antocianinas con el tiempo de calentamiento
en pulpa de frambuesa.

De la comparacion de las figuras 1 y 2, se observa que la mayor diferencia en las
pérdidas de antocianinas entre pulpa y jugo se establece a 100°C para 180 min. de
tratamiento térmico, siendo en pulpa del 62,4% y en jugo del 80,9%, mientras que a
temperaturas de 70, 80 y 90°C los valores obtenidos presentaron similitud.

Delandlisis de las figuras 1y 2, se identificé que la retencién de antocianinas en funcion
del tiempo sigue una cinética de primer orden (ecuacion 1) para las diferentes
temperaturas, tanto para la pulpa como para jugo de frambuesa. Los altos valores
obtenidos para los coeficientes de correlacion (R?), presentados en la tabla 1,
demuestran la bondad del ajuste del modelo cinético a los datos experimentales. Estos
resultados concuerdan con los encontrados por otros autores en trabajos previos
(Cemeroglu et al., 1994; Garzon y Wrolstad, 2002; Harbourne et al., 2008; Markakis et
al., 1956; Verbeyst et al., 2010; Wang y Xu, 2007), quienes describieron la estabilidad
térmica de antocianinas a través de modelos de primer orden. El modelo fue empleado
para calcular las constantes de velocidad de degradacion térmica de antocianinas (kr)

y a partir de ellas el tiempo de vida media (t12) (ecuacion 2), (tabla 1):
Ct

In (C—0 =—krxt (1)

Ino0,5
by === — (2)
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donde Coy Ct corresponden a las concentraciones de antocianinas iniciales y luego de
un tiempo (t) de iniciado el tratamiento térmico de las muestras, respectivamente.

En el caso de la pulpa, la constante de velocidad de degradacion incremento de 0,0017
a 0,0056 min* al aumentar la temperatura de 70 a 100°C, mientras que para el jugo
dicha constante varié de 0,0015 a 0,0092 min! para el mismo aumento de temperatura.
Por su parte los valores de ti2 resultaron mayores para el jugo en comparacion con la
pulpa, para todas las temperaturas excepto a 100°C. En este sentido, Zhang et al.
(2012) encontraron que los valores de vida media de la degradacion antocianica en jugo
de mora a 90 °C vario de 231 min a 298,2 min. Por su parte, Cemeroglu et al. (1994)
informaron que el valor t12 de la degradacion de antocianina a 80°C en el jugo de cereza
fue 486 min. Dichos resultados para los valores ti2 de la degradacion de antocianinas
en jugo fueron mayores, en comparacion con el jugo de frambuesa analizado en el
presente estudio.

Por otro lado, Cemeroglu et al. (1994) concluyeron que la degradacion térmica de los
compuestos polifendlicos parece ser mas rapida en mas muestras concentradas,
probablemente debido a un mayor contenido de solidos y moléculas que reaccionan
(oxigeno), que se encuentran mas cercanas y aceleran la velocidad de reacciones
guimicas.

El efecto de la temperatura sobre las constantes de velocidad de degradacion puede
ser expresada por medio de la ecuacion de Arrhenius (ecuacion 3), en la cual la
dependencia de kr con la temperatura es cuantificada por medio de la energia de
activacion Ea (kJ mol?t). Siendo ket la constante de velocidad de degradacion de
referencia y R la constante universal de los gases (8,31 x 10°kJ mol? K1) y T la
temperatura en grados kelvin.

In (kp) = In (kyep) = == (3)

Para la determinacion de dichos parametros se grafico el In kr vs.T-X (ver figura 3) y por
medio de un andlisis regresion lineal se estimo la energia de activacion (Ea) a partir de
su pendiente y la constante de velocidad de degradacion de referencia (kref) a través de
la ordenada al origen.
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Figura 3. Dependencia de la constante de velocidad de degradacion de antocianinas
con la temperatura para jugo y pulpa de frambuesa.

Las constantes cinéticas de degradacion de antoncianinas para pulpa y jugo de
frambuesa se ajustaron adecuadamente mediante la relacion de Arrhenius (R>>0,98),
presentando mayor energia de activacion (Ea) el jugo por sobre la pulpa, siendo
respectivamente Ea 62,34 y Ea 42,73 (KJ mol?), (tabla 1). Esto indicaria una mayor
dependencia de la degradacién de antocianinas con la temperatura para el jugo, en
comparacion con la pulpa.

Tabla 1. Parametros cinéticos de degradacion térmica de antocianinas de jugo y
pulpa de frambuesa. Entre paréntesis se indica el coeficiente de correlacion (R?).

Muestra T(°C) Kt (min) (R?) tw (min) Ea (kJ/mol) R?
Pulpa de frambuesa 100 0,0056 (0,980) 123,75 42,73 0,967
90 0,0047 (0,943) 145,89
80 0,0029 (0,855) 238,97
70 0,0017 (0,958) 398,28
Jugo de frambuesa 100 0,0092 (0,998) 75,33 62,34 0,986
90 0,0043(0,993) 161,16
80 0,0028 (0,962) 247,50
70 0,0015 (0,955) 462,00

Conclusiones

Los resultados obtenidos mostraron que la variacion de la concentracion de
antocianinas con el tiempo de proceso siguié una cinética de primer orden para jugo
y pulpa de frambuesas. Las constantes de la velocidad de degradacion térmica de
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antocianinas obtenidas mostraron que la temperatura tiene un efecto acelerador de
dicha velocidad para ambos productos. La dependencia de las constantes de
velocidad de degradacion con la temperatura fue descripta adecuadamente por medio
de la Ley de Arrhenius. Las energias de activacion obtenidas indicaron una mayor
dependencia de la degradacion de antocianinas con la temperatura para el jugo, en
comparacién con la pulpa. Los valores obtenidos para las energias de activacion
mostraron que estos compuestos bioactivos son sensibles a la temperatura y que
leves cambios en las condiciones de procesamiento pueden resultar en la pérdida de
su funcionalidad. Los resultados obtenidos en este estudio podrian ser de utilidad para
la industria con el fin de optimizar los procesos y minimizar las pérdidas de las
propiedades nutracéuticas en jugos y pulpas de frambuesa.
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Resumen

El secado constituye uno de los métodos mas antiguos para preservar alimentos a
través de la reduccion del contenido de humedad hasta niveles seguros. El objetivo
del trabajo fue aplicar diferentes modelos mateméticos para describir la cinética de
deshidratacion de rodajas de manzana y zapallo impregnados con jugo de arandano
para obtener un aperitivo enriquecido con antocianinas. Se trabajé con manzana
(Granny Smith) y zucchini (Cucurbita pepo) que fueron cortados en rodajas (diametro
externo=0,060 m, diametro interno=0,023 m y espesor=0,005 m), impregnadas a vacio
(50mbar-10min y 1049 mbar-10min) con jugo de arandano para incorporarles
antocianinas y secadas a las temperaturas de 40, 50 y 60°C. Cada media hora se
registré la pérdida de agua de las rodajas de manzana (M) y zucchini (Z) impregnadas
y, al inicio y al final de los ensayos, se midi6 el contenido de antocianinas monoméricas
totales (AMT) por el método diferencial de pH. Para describir el comportamiento cinético
de secado de las My Z se evaluo el ajuste de los datos experimentales a los modelos
matematicos de Lewis, Henderson-Pabis, Logaritmico, Page y Weibull. Los
parametros de los modelos matematicos y de bondad de ajuste fueron obtenidos con
software Matlab. Los modelos matematicos describieron satisfactoriamente la cinética
de secado de las M y Z; sin embargo, el modelo que mejor describio la cinética de
secado fue el modelo de Page. Las diferentes temperaturas y matrices provocaron
cambios significativos en k, siendo: kmao°.c=0,2559+0,02 h; kmso°.c=0,3103+0,03 h?;
kmeo°c=0,6271+0,06 h; Kkza0°c=0,3459+0,02 h?!; kz50°c=0,3192+0,02 h?! vy
kze0-.c=0,4329+0,04 h?l. El contenidko de AMT fue MI=639,13+29,97;
M40°C=364,28+17,70; M50°C= 400,05+23,30; M60°C=592,81+52,55;
Z1=591,55+41,32; Z40°C=239,90+22,91; Z50°C=432,79+28,50; Z60°C=464,62+48,44
mg cianidina-3-glucosido/kg materia seca. El tratamiento de 60°C fue el que
proporcioné el aperitivo con mayor contenido de AMT, probablemente debido a que
en éste el tiempo de deshidratacion fue de 8h, mientras que en los de 40 y 50°C fue
10h. El modelo de Page podria aplicarse para predecir los efectos de la temperatura
sobre la velocidad de secado de las rodajas de manzana y zapallo impregnadas con
jugo de arandano, como asi también para estimar el tiempo de deshidratacion. La
mejor temperatura de deshidratacion fue 60°C ya que permitid obtener un aperitivo
con mayor contenido de AMT y a menor tiempo, lo que es de interés desde el punto
de vista tecnoldgico.

215



‘;“ | Congreso Argentino de Biologia y Tecnologia Poscosecha 22

)

@ IX Jornada Argentina de Biologia y Tecnologia Poscosecha ﬁ m

——— e

Palabras clave: secado, modelo matematico, manzana y zapallo impregnados.

Introduccién

Los productos vegetales representan una alternativa importante como fuente potencial
de antioxidantes, ya que contienen una variedad de compuestos biactivos que aportan
beneficios a las funciones fisioldgicas del organismo humano. Estos alimentos entran
en la gama de productos denominados alimentos funcionales (Restrepo et al., 2010).

Muchos autores sugirieron que fitoquimicos presentes en frutas y vegetales
demostraron capacidad para actuar como antioxidantes al secuestrar radicales libres,
contribuyendo a la prevencion de enfermedades cronicas y degenerativas (Molan,
2017). Los arandanos han adquirido especial interés por su alto contenido en
sustancias fendlicas, especialmente antocianinas (Li et al., 2017), por lo que estos
frutos o sus productos se pueden incorporar a otros alimentos para potenciar sus
propiedades antioxidantes (Degirmencioglu et al., 2017).

Mediante la técnica de impregnacién a vacio es posible incorporar componentes
bioactivos dentro de la estructura porosa de alimentos (Martelo et al., 2011), como
rodajas de frutas y hortalizas. Sin embargo, la fruta fresca cortada tiene una vida util
muy corta, debido a su elevado contenido de humedad, a la induccién de cambios
fisicoquimicos vy fisiolégicos por efecto de la mayor accidon enzimética y a deterioros
provocados por microorganismos (Arias et al., 2017; Taghian-Dinani et al., 2014).

Es posible prolongar la vida util del material impregnado con un secado posterior. Sin
embargo, este proceso puede afectar su textura, color, aroma y composicién quimica
(Degirmencioglu et al., 2017); por lo que el secado con aire caliente es un proceso
extremadamente complejo (Barrera et al., 2016) y de dificil prediccion. Para simplificar
el tratamiento del fendmeno se suele interpretar la informacion experimental mediante
modelos empiricos y semiempiricos (Arias et al., 2017).

Diferentes investigaciones han utilizado distintos modelos para predecir la pérdida de
agua de los alimentos, tales como el modelo de Weibull en el secado de rodajas de
coroba (Corzo et al., 2008), el modelo de Page en el secado de pulpa de cupuacu
(Giraldo-Zuniga et al., 2010). Taghian-Dinani et al. (2014) utilizaron los modelos
matematicos de Newton, Page, Page modificado, Henderson-Pabis, Logaritmico,
Exponencial, Midilli-Kucuk, Wang-Singh y Weibull para describir el secado de rodajas
de champifiones; encontrando que el modelo de Midilli-Kucuk fue el que mejor se
ajustd a los datos experimentales; mientras que Montes-Montes et al. (2008)
trabajaron con los modelos de Page, Thompsom, Newton, Page modificado,
Henderson-Pabis y Logaritmico en el secado de iame en capa delgada, determinando
gue el modelo Logaritmico fue el que mejor describi6 el proceso de secado.

El objetivo del presente trabajo fue aplicar diferentes modelos matematicos para
describir la cinética de deshidratacion de rodajas de manzana y zapallo impregnadas
con jugo de arandano para obtener un aperitivo enriquecido con antocianinas y
seleccionar la temperatura de deshidratacion mas adecuada desde el punto de vista
funcional y tecnoldgico.
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Materiales y Métodos
Tratamiento de las muestras

Se trabaj6é con manzanas variedad Granny Smith y zapallos tipo Zucchini. Ambos frutos
fueron adquiridos en el comercio local y tratados, segun se describe a continuacion, en
forma separada.

Los frutos fueron lavados, escurridos, pelados, cortados en rodajas de 0,060 m de
diametro exterior; 0,023 m de diametro interior y de 0,005 m de espesor. A continuacion
las rodajas fueron impregnadas a vacio y secadas.

La operacién de impregnacion se dividié en dos etapas. En la primera etapa las rodajas
fueron sumergidas en el liquido de impregnacion, que consistioé en jugo de arandano, y
el conjunto se coloco en una camara de impregnacion (Vacuum Oven DZF-6020, China)
con las siguientes condiciones de trabajo: presion de vacio 50 mbar, tiempo 10 minutos
y temperatura 25 °C+1 °C. En una segunda etapa se rompio el vacio y las condiciones
de trabajo fueron: presion 1049 mbar, tiempo 10 minutos y temperatura 25 °C+1 °C.

El secado se realiz6 a escala piloto en horno con circulacién forzada de aire (FAC 4554,
Argentina), velocidad de aire 1m/s, humedad relativa 50%. Se ensayaron 3
temperaturas: 40, 50 y 60 °C, realizando tres repeticiones por tratamiento. El tiempo de
secado fue de 10 h para los tratamientos a 40 y 50°C y de 8 h para el de 60°C. Durante
el secado las muestras fueron pesadas en balanza electrénica de precision (Moretti
NJW Series, Argentina) cada media hora para controlar la pérdida de humedad. El
producto deshidratado se denominé aperitivo enriquecido con antocianinas.

Modelos matematicos de cinética de secado

Con el fin de determinar el modelo que mejor describe el comportamiento cinético de
secado de las rodajas de manzana y zapallo impregnadas, se evalué el ajuste de los
datos experimentales a 5 modelos matematicos (Tabla 1), representando la relaciéon de
humedad (RH) en funcion del tiempo de secado (t).
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Tabla 1. Modelos empleados para ajustar los datos experimentales.

Modelo Ecuacion Referencia
Lewis (Newton) RH = exp(—kt) Doymaz et al., 2015.
Henderson- RH = ny exp(—kyt) +nz exp(—ks) Puente-Diaz et al., 2013.
Pabis + n; exp(—ks3)

I _ _ Doymaz et al, 2015;
Logaritmico RH = ¢ + n exp(—kt) Vega-Gélvez et al., 2011,
Page RH = c exp(—kt™") Doymaz et al., 2015.

t\B
Weibull RH = exp [— <E> Corzo et al., 2008.

Dénde: ¢ y n son constantes empiricas, k es parametro cinético (h™) que podria ser
considerado como una pseudo-difusividad. En el modelo de Weibull a es el parametro
de escala (h) y B es el parametro de forma (adimensional).

La relacion de humedad fue calculada segin se muestra en la Ecuacion 1.

_ Xt—Xe
RH = Yoox. (1)
Dénde: X: es la humedad media en el instante t (kg agua/kg MS), Xe es la humedad de
equilibrio (kg agua/kg MS), Xo es la humedad inicial (kg agua’/kg MS) y MS es materia
seca.

Antocianinas Monoméricas Totales (AMT)

En las rodajas de manzana impregnadas (Ml), zapallo impregnadas (ZI) y en los
aperitivos se cuantificd la concentracion de AMT mediante el método diferencial de pH
en espectrofotdmetro UV-Visible (Hach DR600, Alemania). La concentracion de AMT
fue calculada mediante las Ecuaciones 2 y 3 (Zapata et al., 2014).

AA = [A510 - A700](pH=1) - [A51o - A700](pH=4,5) (2)

AMT = AA PMSFID 1000 (3)

Donde: AA= cambio en la absorbancia, AMT= concentracién de antocianinas
monomeéricas totales en mg cianidina-3-glucésido/kg MS; PM= masa molecular para
cianidina-3-glucésido (449,2 g/mol), FD= factor de dilucion, €= coeficiente de extincion
molar para cianidina-3-glucésido (26900), I= longitud de paso de celda (1cm), 1000=
factor de conversion de gramos a miligramos. Los ensayos se realizaron por triplicado.

Andlisis Estadistico

Los parametros empiricos y cinéticos de los modelos mateméaticos fueron obtenidos con
software Matlab al representar la RH en funcién del tiempo de secado. La bondad de
ajuste de los modelos matematicos a los resultados experimentales se obtuvo
evaluando el coeficiente de determinaciéon (R?), la suma del cuadrado de los errores
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(SSE) y el error medio cuadratico (RMSE), los que fueron calculados de acuerdo a las
Ecuaciones 4, 5 y 6. El modelo ajusté mejor cuanto mas cercano a cero fueron la SSE
y el RMSE y mas préoximo a uno R? (Olanipekun et al., 2015; Taghian-Dinani et al.,
2014).

N . 5 3N - .
Rz — Yi=1(RH; RHpre,L) 2i=1(RH; RHexp,L) . (4)

{[ZN,(RH;~RHpre)?] [ZN. 1 (RH;i~RHexp 2]}

1 2
SSE = I Zévzl(RHexp,i - RHpre,i) (5)

1/2
RMSE = [% évzl(RHpre,i - RHexp,l')z] (6)

Dénde: RHexpi ¥ RHprei son la relacion de humedad experimental y predicha,
respectivamente, N es el nimero de observaciones e i es el nUmero de términos.

Mediante analisis de varianza (ANOVA) y procedimiento de diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher se compararon las medias de AMT y los parametros
empiricos y cinéticos de los modelos mateméticos. Para ello se utilizé software
STATGRAPHICS Centurion XV. Se consider6 que hubo diferencias estadisticas
significativas entre medias cuando el p de la tabla de ANOVA fue menor que 0,05.

Resultados y Discusion

El contenido inicial de humedad de las rodajas de Ml y ZI con jugo de arandanos fue
de 7,50+0,10y 7,72+0,06 kg agua/kg MS, respectivamente. Este contenido disminuyd
a medida que fue transcurriendo el tiempo de secado segun se muestra en la Figura
1, donde se observa que la pérdida de humedad fue mayor en las primeras 4 horas
de secado, especialmente cuando se trabajé a 60 °C; mientras que después de las 6
horas el contenido de humedad disminuyo lentamente; lo que podria atribuirse a una
reduccion de la porosidad de las muestras y, en consecuencia, a un incremento de la
resistencia al movimiento del agua (Doymaz et al., 2015). Al final de la etapa de
secado los contenidos de humedad fueron 1,10+0,01 kg agua/kg MS para todos los
casos, excepto para las rodajas de zapallo deshidratadas a 60°C que alcanz6 un
contenido de humedad de 0,65+0,05 kg agua/kg MS.
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Figura 1. Curvas de secado de rodajas de manzana (a) y zapallo (b) impregnadas con
jugo de arandanos a las temperaturas de 40, 50 y 60°C.
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La velocidad de secado al comienzo del proceso fue 0,25+0,01 kg agua’/kg MSxmin,
tanto para las rodajas de manzana como de zapallo, y luego fue disminuyendo con el
incremento del tiempo de secado y a medida que la relacion de humedad fue
decreciendo (Figura 2), proceso durante el cual la difusion molecular interna es el
mecanismo predominante de transferencia de masa (Puente-Diaz et al., 2013).
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Figura 2. Curvas de velocidad de secado de rodajas de manzana (a) y zapallo (b)
impregnadas con jugo de arandanos a las temperaturas de 40, 50 y 60°C.

Los modelos matematicos de Lewis, Henderson-Pabis, Logaritmico, Page y Weibull
describieron satisfactoriamente la cinética de secado de las rodajas de manzana y
zapallo impregnadas, puesto que los valores obtenidos para R? fueron mayores a 0,96;
mientras que para SSE y RMSE fueron menores a 0,06 y 0,07; respectivamente. Sin
embargo, el modelo que mejor describio la cinética de secado fue el modelo de Page
en el que los R? estuvieron comprendidos en el rango 0,9897-0,9961; SSE entre
0,0045-0,0131 y RMSE entre 0,0185-0,0370. Segun el modelo de Page, las diferentes
temperaturas y matrices afectaron los parametros empiricos ¢ y n; como asi también
el parametro cinético k (Tabla 2).

En la manzana el valor de k del modelo de Page fue mayor a 60 °C, indicando una
mayor velocidad de secado a esta temperatura; mientras que los parametros c y n no
mostraron diferencias significativas. En el zapallo k y n fueron mas altos a la
temperatura de 60 °C y ¢ no vario con el incremento de la temperatura de secado.
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Tabla 2. Parametros del modelo de Page. Letras mindsculas distintas en una misma
matriz indica que entre las medias de las diferentes temperaturas hubo diferencias
significativas y letras mayusculas distintas en una misma temperatura indica que entre
las medias de las matrices hubo diferencias significativas.

_ Temperatura
Matriz C k (h?) n
()

40 0,9509+0,0572 & 0,2559+0,02 *  1,3491+0,0792
Manzana 50 0,9594+0,0076 0,3103+0,03 *  1,3710+0,1014 A
60 0,9883+0,0483 0,6271+0,06 **  1,1304+0,1131
40 0,9861+0,0502 A 0,3459+0,02 %8  0,9616+0,0730 28
Zapallo 50 1,0170+0,0315 @8 0,3192+0,02 *  1,0590+0,0859 28
60 0,9872+0,0918 * 0,4329+0,04 P2 1,2190+0,1229 PA

A la temperatura de 40 °C la manzana tuvo menor valor de k y mayor valor de n que
el zapallo, mientras que ¢ no mostro diferencias entre matrices. Cuando la temperatura
de secado fue de 50 °C la manzana tuvo menor valor de ¢ y mayor valor de n, no
observandose diferencias en el parametro cinético k. A 60 °C la manzana obtuvo
mayor k que el zapallo, mientras que ¢ y n no fueron afectados por la matriz. En
consecuencia, los parametros cinético y empiricos estuvieron afectados por las
caracteristicas estructurales del tejido vegetal (Mahn et al., 2017).

Puente-Diaz et al. (2013) en el secado de arandanos a 40 y 60 °C obtuvieron valores
de k de 0,005 y 0,009 min-t; respectivamente. Por lo que al igual que en la presente
investigacion, k fue mayor a valores mas altos de la temperatura del aire de secado.
Sin embargo, Giraldo-Zuniga et al. (2010) en el secado a 50 y 60 °C de pulpa de
cupuacu en forma de rodajas de 0,50 cm de espesor obtuvieron valores de k de 0,2918
y 0,0279 h'1; respectivamente. Por lo que k fue menor al aumentar la temperatura.

El contenido de AMT en las MI fue 639,13+29,97 mg cianidina-3-glucésido/kg MS
(Figura 3). Los aperitivos de manzana obtenidos a de 40, 50 y 60°C conservaron el
57, 63 y 93% de AMT, respectivamente; no observandose diferencias significativas
entre las medias de AMT de las Ml y el aperitivo obtenido a 60°C. Por su parte, el
contenido inicial de AMT en las ZI fue 591,55+41,32 mg cianidina-3-glucésido/kg MS
y conservaron el 41, 73y 79% de la AMT, para las temperaturas antes sefialadas,
respectivamente; siendo los tratamientos de secado a 50 y 60 °C los que conservaron
mayor cantidad de AMT en el aperitivo de zapallo.
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Figura 3. Contenido de antocianinas monomeéricas totales en rodajas de manzana
(MI) y zapallo (ZI) impregnadas con jugo de arandanos y en los aperitivos de manzana
(M) y zapallo (Z) enriquecidos con antocianinas obtenidos a 40, 50 y 60°C. Letras
distintas indican diferencias significativas entre las medias.

La mayor concentracion de AMT en los aperitivos de manzana y zapallo obtenidos a
60°C podria atribuirse a que el tiempo de tratamiento fue de 8 h, mientras que cuando
los tratamientos se realizaron a 40 y 50°C el tiempo fue de 10 h. Si bien la elevacion
de la temperatura provoca degradacion de antocianinas (Peron et al., 2017), en estas
experiencias pareceria que un tiempo de secado 25% superior ocasioné un mayor
deterioro de las AMT. En consecuencia, cuando la temperatura de deshidratacion fue
de 60°C se obtuvieron aperitivos enriquecidos con antocianinas con mejores
propiedades funcionales y en tiempos menores.

Conclusiones

Los modelos matematicos de Lewis, Page, Henderson-Pabis, Logaritmico y Weibull
describieron adecuadamente la cinética de deshidratacion de rodajas de manzana y
zapallo impregnadas con jugo de arandanos a las temperaturas de 40, 50 y 60°C. El
modelo de Page fue el que mejor se ajusto a los datos experimentales. Este modelo
podria aplicarse para predecir los efectos de la temperatura sobre la velocidad de
secado de las rebanadas de manzana y zapallo impregnadas con jugo de arandano,
como asi también para estimar el tiempo de deshidratacion. Los parametros cinéticos
y empiricos del modelo de Page fueron afectados por la temperatura y por el efecto
matriz. La mejor temperatura de deshidratacion fue 60 °C ya que permitio obtener
aperitivos de manzana y zapallo con mayor contenido de antocianinas monomeéricas
totales y a un tiempo de deshidratacion menor. Esto es de interés desde el punto de
vista funcional y tecnolégico ya que permiti6 obtener productos con un mayor
contenido en antioxidantes en tiempos de procesos mas cortos, lo que conlleva a un
menor costo energético.
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