Figura 1. A) Cultivo de brocoli a campo, B) inflorescencias en planta y C) inflorescencias
recién cosechadas.

2.1.4. Calidad poscosecha

La senescencia es el proceso natural de envejecimiento que experimentan las
plantas durante su ciclo de vida. En brécoli este es un fenbmeno critico ya que la
inflorescencia inmadura ha sido separada de la planta madre. El corte aumenta 5-10
veces la produccion de etileno y tasa metabdlica, lo que acelera significativamente la
senescencia y el deterioro poscosecha (Tian et al, 1994; Pogson y Morris, 1997). El
estrés por la ausencia del aporte de energia y nutrientes determina ademas una
gran tendencia a la deshidratacion, pérdida de color verde, ablandamiento y
pudriciones. Esto conlleva a que la vida util del brocoli no supere los 4-5 dias a
temperatura ambiente (Figura 2) (Buchert et al, 2011). La recomendacion general
incluye el pre-enfriado inmediato de las inflorescencias luego de la cosecha para
bajar la temperatura de campo y ralentizar la tasa metabdlica. Luego se debe
mantener la cadena de frio (4 °C y 90% HR) durante todo el almacenamiento
alcanzando de esta forma una vida util de 15 dias (Figura 2) (Ahlawat et al., 2022).
En tanto se requiere una temperatura de 0 °C y 95% HR para optimizar la vida de
almacenamiento a 21-28 dias (Cantwell y Suslow, 2003).
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Figura 2. Avance de la senescencia en brécoli conservado 9 dias a temperatura
ambiente (25 °C) o en refrigeracion (4 °C) (Ahlawat et al., 2022).

Numerosas tecnologias de poscosecha (complementarias a la refrigeracién) han
sido evaluadas para extender la vida util del brocoli. Todas apuntan a retrasar el

amarillamiento y deshidratacién.

En este sentido han sido empleadas con éxito diferentes atmdsferas modificadas y
controladas (Barth et al., 1993; Hurst et al., 1996), tratamientos térmicos (Tian et al.,
1997), radiacion UV-C (Lemoine et al., 2007), 1-metilciclopropeno (1- MCP) (Ku et
al., 1999), luz visible (Blchert et al., 2011) y brasinoesteroides (Sanchez, 2020).

2.2. Generalidades del pimiento
2.2.1. Relevancia econémica, produccién y consumo

El pimiento (Capsicum annumm L.) es una hortaliza de la familia de las Solanéaceas,
nativa de América que se cultiva en todo el mundo. Se produce principalmente en
zonas templadas y/o calidas y se caracteriza por ser un fruto brillante de diversos
colores, formas y nivel de picor (Ruiz y Parera, 2017). Segun FAO, el continente
asiatico produce el 70% de los pimientos del mundo (Biswas et al., 2018). China es
el mayor productor con casi 16 millones de toneladas y le siguen México (2,3
millones), Turquia (2,2 millones) e Indonesia (1,8 millones), luego Espafa y Estados
Unidos (Penella y Calatayud, 2018). Argentina es el principal productor
sudamericano con aproximadamente 13000 ha cultivadas y una produccién de

120000 t anuales (Flores et al., 2015). Las principales zonas productoras son: Salta
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y Jujuy, para produccion de pimentén y primicia; Mendoza y San Juan, para pimiento
de uso industrial; Buenos Aires y el Litoral para pimiento de consumo en fresco
(Galmarini, 1999). Dentro del CHP la superficie cultivada de pimiento suma un total
de 328 ha de las cuales 303 corresponden a la produccion bajo invernadero y las

restantes 25 ha a produccién a campo (CFHB, 2005).

2.2.2. Valor nutricional

El pimiento es una hortaliza ampliamente cultivada por su gran valor nutricional y por
la presencia en su composicion de sustancias bioactivas beneficiosas para la salud
(Soare et al., 2017). Los pimientos aportan a la dieta color, sabor y gran variedad de
nutrientes entre los que se destacan: la provitamina A (caroteno), vitamina E (a-
tocoferol) y altas concentraciones de vitamina C (acido ascorbico) (Tabla 3). Estos
frutos presentan ademas un alto contenido de compuestos fendlicos, especialmente
flavonoides que poseen gran actividad antioxidante, anticancerigena vy
antiinflamatoria (Penella y Calatayud, 2018). En este grupo se destacan los
capsaicinoides que imparten el sabor caracteristico. La capsaicina y la
dihidrocapsaicina son los capsaicinoides mas abundantes (80%-95%) que
contribuyen al picor de los pimientos picantes. En los pimientos dulces predomina un
compuesto similar  (6",7"-Dihidro-5',5"-dicapsaicina) que posee actividad
antioxidante, pero carece de picor (Srinivasan, 2016). Los frutos maduros del
pimiento rojo son ricos en carotenoides, estos compuestos poseen gran capacidad
anticancerigena y antioxidante (Rosa-Martinez et al.,, 2021). Los carotenoides

mayoritarios son en general la capsantina, zeaxantina, B-criptoxantina y -caroteno.

Tabla 3. Composicidon quimica y valor nutritivo de pimiento rojo

Pimiento Pimiento
Composicién

(100g) (100 g)
Materia seca (%) 8,0 Carotenos (mg) 1,8
Energia (kcal) 26,0 Vit B1- Tiamina (mg) 0,07
Proteina (g) 1,3 Vit B2- Riboflavina (mg) 0,08
Fibra (g) 1,4 Niacina (mg) 0,8
Calcio (mg) 12,0 Vit C- Acido ascérbico (mg) 103,0

12



Hierro (mg) 0,9 Valor nutritivo medio (ANV) 6,61

2.2.3. Morfologia, fisiologia y cultivo de pimiento

El cultivo de pimiento se desarrolla principalmente bajo invernadero y se produce
estacionalmente en primavera-verano. De acuerdo con su morfologia, son plantas
autégamas, anuales, bienales o perennes. El tallo es erecto y ramificado. Poseen un
sistema radicular pivotante cuya raiz principal se extiende profundamente en el suelo
y de ella se desarrollan gran cantidad de raices secundarias en cabellera. Las hojas
son simples, alternas y de forma lanceolada u ovalada de un color verde brillante.
Las flores son solitarias, campanuladas y generalmente de color blanco. Los frutos
son bayas carnosas de forma coénica o cuadrada, aunque pueden tener forma
globosa o irregular. Segun la variedad, pueden ser verdes, rojos, amarillos, naranjas
o morados cuando estan maduros y verdes cuando estan inmaduros (Figura 3). El
tipo “Lamuyo” rectangular es el mas cultivado en Argentina. En cuanto a su fisiologia,
la germinacion y emergencia en esta especie es lenta y requiere temperaturas de
entre 20 y 30 °C con una media de 18 °C (Pinto et al., 2016).

La temperatura diurna 6ptima para el cuajado de flores es 20 °C (Erickson y
Markhart., 2002). La maduracién de los frutos se produce a los 120-180 dias
después del trasplante, dependiendo de las condiciones climaticas. La temperatura
diurna 6ptima para el crecimiento del fruto es de 21°C (Bakker y Van Uffelen, 1988).
La cosecha se efectia a mano en forma escalonada, se debe cuidar que el céliz y el
pedunculo queden adheridos al fruto, ya que asi son menos susceptibles al deterioro
y al ataque de podredumbres. Lo recomendable es el corte con tijera para evitar
cualquier tipo de dafno mecanico en el arrancado. Ademas, deben estar firmes y libre

de defectos tales como grietas, pudriciones y quemaduras de sol.
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Figura 3. Cultivo de pimiento en flor y fructificacion.

2.2.4. Calidad poscosecha

Un pimiento de alta calidad se distingue por su coloracion brillante, paredes gruesas
y firmes de textura crujiente, libre de dafios y con el caliz y el pedunculo de color
verde y turgente (O’Donoghue et al., 2018). La temperatura recomendada de
almacenamiento es de 7 °C, alcanzando una vida util de 3-5 semanas (Cuvi et al.,
2001). Sin embargo, por cuestiones de logistica o en establecimiento comerciales /
hogares se los suele conservar a temperaturas inferiores. Por su origen subtropical,
en estas condiciones los pimientos comienzan a presentar sintomas de dafio por frio
(DPF), deterioro fisiolégico que constituye la principal causa de pérdidas poscosecha
en estos frutos. Los sintomas de DPF se manifiestan como pitting o picado
superficial, ablandamiento, deshidratacion y un posterior ataque de patégenos en las

lesiones superficiales (Figura 4) (Cantwell, 2002).

A nivel celular, el DPF altera la estructura y funcion de las membranas celulares, en
principio debido a una transicion de fase desde liquido cristalino a gel-sélido (Liang
et al., 2020). A su vez se ven afectados multiples procesos metabdlicos que
promueven la pérdida de electrolitos, un desbalance energético y una
sobreproduccion de especies reactivas del oxigeno que genera estrés oxidativo
(Wang, 1994). En estados avanzados de deterioro, se produce la ruptura de la
membrana y la muerte celular, con la consecuente pérdida de integridad del tejido y

aparicion de sintomas visibles (Patel et al, 2016).
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Figura 4. Sintomas de dafio por frio en pimiento verde y rojo (Cantwell, 2002).

Numerosas tecnologias de poscosecha complementarias a la refrigeracion han sido
evaluadas para mitigar la incidencia del DPF en pimiento. Estas incluyen métodos
fisicos como radiacion UV-C (Vicente et al., 2005 ), tratamiento térmico (lli'c et al.,
2012 ) y atmoésferas modificadas (MAP) (Serrano et al., 1997 ). La combinacién 1-
metilciclopropeno (1-MCP) con MAP resulté también una estrategia prometedora (Li
et al., 2011 ). Por otra parte, tratamientos con compuestos quimicos naturales como
brasinoesteroides, metil jasmonato y &cido salicilico han tenido variable éxito (Wang
et al., 2012; Fung et al., 2004; Ma et al., 2020). Finalmente, Wang et al. (2016)
hallaron que el tratamiento con glicina-betaina incrementa la tolerancia al DPF de
pimientos verdes almacenados a 3 °C por 16 dias. En esta instancia cabe destacar
que O’Donoghue et al. (2018) encontraron que los pimientos rojos maduros son
menos sensibles al DPF que los pimientos verdes (inmaduros) por tanto la respuesta

al tratamiento puede variar segun el estado de desarrollo de los frutos.

2.3. Tratamientos de poscosecha en hortalizas
2.3.1. Pérdidas poscosecha y alternativas de tratamiento

Las frutas y hortalizas se destacan por su perecibilidad, lo que implica un reducido
tiempo de vida util desde la cosecha hasta su consumo. Debido a condiciones poco
favorables de conservacion, sobreproduccion y/o defectos entre un 25-50% de la
produccion se descarta (FAO, 2023). Esto resulta inaceptable tanto por el
desaprovechamiento directo de alimentos, como por la ineficiencia en el uso de
recursos naturales y econdmicos. Por ello, constantemente se encuentran en
evaluacion tratamientos de poscosecha complementarios a la refrigeraciéon que

permitan reducir el deterioro de los vegetales y maximicen su vida util. Hoy en dia
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podemos encontrar diferentes alternativas segun si estos tratamientos son fisicos o
quimicos. Los tratamientos fisicos involucran la manipulacion de la 1) temperatura
(tratamientos térmicos en agua o aire caliente, acondicionamiento a baja
temperatura) (Kader, 2002), 2) radiacién (aplicacion de luz UV o visible) (Pintos et
al., 2020), 3) atmosfera circundante al producto (atmosferas controladas o
modificadas) (Lurie, 1998), 0 4) sus combinaciones.

Por su parte, los tratamientos quimicos incluyen dos categorias: compuestos de
sintesis o sustancias naturales. En el primer grupo se destaca el 1-metilciclopropeno
(1-MCP) que actua como inhibidor del etileno y se emplea para la regulacion de la
maduracién de frutos climatéricos (manzana, pera, banana) y la inhibicion de la
senescencia de hortalizas (Watkins, 2006). En tanto, las sustancias naturales
incluyen compuestos normalmente producidos por las plantas, que actuan en muy
baja concentracién y que regulan diversos procesos metabdlicos y de defensa.
Incluyen 1) hormonas o reguladores del crecimiento (etileno, citoquininas, auxinas,
giberelinas, brasinoesteroides, poliaminas, y el acido abscisico) (Valenzuela et al.,

2017), y 2) osmoreguladores (glicina-betaina, prolina, manitol, otros) (Pino, 2016).

2.3.2. Glicina-betaina como tratamiento de poscosecha

La glicina-betaina (GB, trimetil-glicina) es una amina cuaternaria derivada del
aminoacido glicina producida por una gran variedad de microorganismos, plantas y
animales, que juega un papel crucial en el ajuste osmaético de los organismos (Wang
et al., 2016). Pertenece a un grupo de compuestos que se conocen colectivamente
como osmoreguladores o “solutos compatibles”, es muy soluble en agua y no toxica
(Ahmad et al. 2013). GB se sintetiza y acumula en los cloroplastos de las plantas en
respuesta a diferentes tipos de estrés abioticos (temperatura, sal, radiacion UV o
metales) (Chen & Murata, 2008). Aplicada como tratamiento en precosecha, GB
actua frente al estrés por la estabilizacion del aparato fotosintético, reduciendo las
especies reactivas del oxigeno (EROs) y protegiendo las proteinas y lipidos de
membranas celulares (Tian et al., 2017; Al-Qurashi et al., 2017; Ledn y Soto, 2023).

En los ultimos anos se ha demostrado ademas la efectividad de GB como
tratamiento poscosecha para la conservacion de la calidad y el retraso de la
senescencia de diversas frutas y hortalizas, incluyendo champifion, uvas y cereza
(Wang et al., 2015; Awad et al., 2015; Zhang et al., 2023). Mas recientemente aun se

comprobd la efectividad de GB para el control del DPF de ciertos productos
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sensibles como pera, banana y durazno, entre otros (Wu et al., 2024). Los beneficios
se asociaron en general a una reduccion de los niveles de estrés mediada por el
mantenimiento de mayores niveles de compuestos y enzimas antioxidantes, la
acumulacién de prolina, la reduccion de la peroxidacién lipidica, mayor integridad de
membranas celulares y una mejora del estatus energético (Guijarro et al., 2023).
Mas alla de estos promisorios antecedentes, no existen al dia de hoy reportes sobre
el estudio de GB como tratamiento previo al almacenamiento para contrarrestar el
avance de la senescencia en brocoli y el DPF en pimiento rojo. Resulta de sumo
interés entonces profundizar en el conocimiento del efecto de GB sobre el
metabolismo y la calidad global de ambas hortalizas con especial énfasis en la

prevencion de sus factores de deterioro poscosecha mas caracteristicos.

3. OBJETIVOS E HIPOTESIS
3.1. Objetivo general

“Evaluar la efectividad de glicina-betaina para retrasar la senescencia de
brécoli y controlar el dafo por frio en pimiento rojo durante el

almacenamiento refrigerado”.

3.2. Objetivos especificos

OE 1: “Analizar la efectividad del tratamiento con glicina-betaina para retrasar la
senescencia de brécoli minimamente procesado, y evaluar su impacto sobre los

principales aspectos de calidad y el nivel de compuestos antioxidantes”.

Hipoétesis 1: “El tratamiento con GB previo al almacenamiento refrigerado, resulta
efectivo para retrasar la senescencia, conservar la calidad y extender la vida util de

brocoli”.

OE 2: “Analizar la efectividad del tratamiento con glicina-betaina para controlar el

dafno por frio en pimiento, y evaluar su impacto sobre los principales aspectos de
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calidad y el nivel de compuestos antioxidantes”.

Hipotesis 2: “El tratamiento con GB previo al almacenamiento refrigerado, resulta
efectivo para controlar el dafio por frio, conservar la calidad y extender la vida util

de pimiento”.

4. MATERIALES Y METODOS
4.1. Material vegetal, seleccion de dosis y tratamiento en brécoli

Se emplearon 40 cabezas de brocoli producidas en un invernadero de la ciudad de
La Plata. Se seleccionaron, se desinfectaron con hipoclorito de sodio 200 ppm, se
dejaron secar al aire y se dividieron en 4 lotes. En cada lote, cada inflorescencia se
separd cuidadosamente en flores individuales las cuales fueron distribuidas en 8
bandejas de 10 unidades. Para su tratamiento el contenido de cada bandeja se
colocd en bolsas de red y fue tratado por inmersion durante 10 minutos. Se
probaron tres concentraciones de GB (5, 10 y 20 mM) y un control (agua destilada).
Las flores tratadas se dejaron secar y se almacenaron a 20 °C. Se trabajo a esta
temperatura a fin de acelerar el proceso de senescencia. Luego de 0, 3, 5 y 6 dias
se evalud la apariencia, el amarillamiento y la pérdida de peso. Se selecciond la
dosis mas efectiva para retrasar el deterioro. Una vez seleccionado el tratamiento
se realiz6 un segundo ensayo para evaluar aspectos bioquimicos y de calidad en
almacenamiento refrigerado. Flores individuales, obtenidas como se menciond
anteriormente, se trataron por inmersion con GB 10 mM o con agua destilada
(control, C). Ambos grupos se almacenaron a 4 °C por 23 d. Peridbdicamente se

realizaron determinaciones en fresco y una parte del tejido se congeld en nitrégeno
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liquido y se conservo a -80 °C para posteriores determinaciones bioquimicas.

4.2. Material vegetal y tratamiento en pimiento

Se emplearon 80 frutos de pimiento producidos en un invernadero de la ciudad de
La Plata. Se seleccionaron por ausencia de defectos y uniformidad de color.
Posteriormente se desinfectaron por inmersién en hipoclorito de sodio 200 ppm
durante 3 minutos, se dejaron secar al aire y luego se dividieron en 3 lotes. Cada
lote fue tratado por inmersion durante 10 minutos en solucién GB 10 mM o en agua
destilada (C, control). Se seleccion6 esta concentracién en base a bibliografia por
resultar la mas efectiva en otros vegetales sensibles al frio (Yao et al., 2018; Guijarro
et al., 2023). Finalmente se dejaron secar al aire, se ubicaron en bandejas y se
almacenaron en condiciones de dafno por frio (4 °C) por 34 dias. Periddicamente se
evaluo la apariencia y calidad en fresco de un lote de 20 frutos de cada condicion. Al
inicio y al final del almacenamiento (0 y 34 d) parte del material se congelé en
nitrogeno liquido y se conservd a -80 °C para posteriores determinaciones

bioquimicas.

4.3. Determinaciones
4.3.1. indice de deterioro por senescencia o dafio por frio (ID)

Se calculdé con una escala hedonica de cuatro grados segun el porcentaje de la
superficie del vegetal afectada: 1 = sin dafos (0-5%), 2 = dafios leves (5-25%), 3
=dafios moderados (25-50%), 4 = dafios severos (mas de 50%), teniendo en cuenta
para brécoli el nivel de deshidratacion y amarillamiento de las flores, y para pimiento
el punteado superficial, ablandamiento y deshidratacion del fruto; y presencia de
pardeamiento y pudriciones en caliz. Se considera que un ID = 3 califica a un
producto como no comercializable y un ID = 4 como no consumible. El indice de
deterioro (ID) se calcul6 segun:
ID = Z (Nivel de deterioro x N° de frutos en el nivel) / N° total de frutos

4.3.2. Pérdida de peso

Al dia inicial y al finalizar cada periodo de almacenamiento se pesaron las bandejas
conteniendo el producto. El porcentaje de pérdida de peso (PP) se calcul6 segun:
PP (%) = [(Pi - Pf)/ Pi]* 100
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Pi es el peso inicial de las bandejas y Pf es el peso final en el dia de muestreo.

4.3.3. Color superficial

Se evaludé empleando colorimetro (Minolta CR-400, Osaka, Japdén) con parametros
L*, a* y b*. Se determind la luminosidad (L*) del vegetal y se calcul6 el tono del color

como angulo Hue (arco tangente de b*/a*).

4.3.4. Pérdida de electrolitos

Se obtuvieron discos de pimiento de 8 mm de diametro y 5 mm de espesor.
Seguidamente, 6 discos (~ 3 g) se colocaron en vasos de precipitado con 25 mL de
agua destilada. Luego de 5 y 30 min de incubacion en agitacion constante se midié
la conductividad inicial (Ci) y final (Cf), respectivamente (Oakton, pH/CON 510, EE.
UU.). Inmediatamente después, los discos en suspension fueron disgregados por
hervor durante 15 minutos y sobre la fase liquida se midié la conductividad total
(CT). Los resultados se expresaron como % de pérdida de electrolitos (PE) segun:
PE (%) = [(Cf-Ci) / CT] * 100

4.3.5. Extraccion de antioxidantes hidrofilicos

El material congelado con nitrogeno liquido se tritur6 en molinillo (Peabody PE-
MC9100, China). A 1 g del polvo resultante se afadieron 5 mL de etanol y se
realizaron dos ciclos de agitacion en vortex de 1 minuto. La suspension resultante se
centrifugé a 13.000 xg por 10 minutos a 4 °C (Sorvall ST 16R). Se recolectd el

sobrenadante y el pellet se extrajo nuevamente en similares condiciones.

4.3.6. Capacidad antioxidante

La determinacion se realizé de acuerdo con Arnao et al. (2001). A 1 mL de solucion
del radical ABTS™ se adicionaron 30 uL de etanol y 20 uL de extracto obtenido en
4.3.5. La mezcla se homogeneizd, se dejé reaccionar por 6 minutos y se leyo la
absorbancia a 734 nm en espectrofotometro (U-1900 Hitachi, Japdén). Se utilizé
Trolox como estandar y los resultados se expresaron como Capacidad Antioxidante
Equivalente a Trolox (TEAC) en mg kg™.
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4.3.7. Compuestos fendlicos totales

Se determiné segun Singleton et al. (1999), empleando el reactivo de Folin-
Ciocalteu. A 100 uL de extracto etandlico obtenido segun 4.3.5., se le adicionaron 50
ML de reactivo de Folin (1:1), 100 pL de Na,CO3, y agua destilada hasta un volumen
final de 2000 pL. La mezcla homogénea se dejo reaccionar por 90 minutos y se leyé
la absorbancia a 760 nm. Se emple6 acido clorogénico (ACG) como estandar y los

resultados se expresaron en mg kg™'.

4.3.8. Extraccion y cuantificaciéon de vitamina C

Se determind segun Lemoine et al. (2010). El material congelado fue triturado en un
molinillo y se mezclaron 2 g del polvo resultante con 8 mL de acido tricloroacético al
6% p/v (TCA). Se agité durante 2 minutos y el homogenato resultante se centrifugé a
13.000 xg durante 10 minutos a 4 °C. Se recolecto el sobrenadante, y el pellet se
extrajo por segunda vez en condiciones similares. Para la cuantificaciéon de vitamina
C, se empled el reactivo de Bipiridil segun Zaro et al (2015). Se midi6 la absorbancia
a 525 nm, utilizando acido ascoérbico (AA) como estandar, y los resultados se

expresaron en mg kg™

4.3.9. Clorofila total

Se determind segun Lichtenthaler (1987). Se pesdé 1 g de tejido congelado
previamente molido y se homogeneizdé con 5 mL de una mezcla de acetona-agua
(80:20 v/v). Se homogeneizd en vortex por 2 minutos y se centrifugd 13.000 xg por
10 minutos a 4 °C. Se colecto el sobrenadante y el pellet se extrajo nuevamente en
similares condiciones. Se midié la absorbancia a 646 y 663 nm. El contenido de
clorofila total (CT) se calcul6 segun:

CT (mg kg™) = 7,05 * Abs 663 nm + 18,09 * Abs 646 nm

4.3.10. Carotenoides totales

Se molio el tejido congelado y se pesé 0.5 g. El polvo obtenido se homogeneizé con
10 mL de una mezcla de hexano: acetona: etanol (2:1:1 v/v), y se afadiéo 2 mL de
agua. Se dejo reposar para permitir la separacion de las fases y se midié la

absorbancia de la fase organica a 450 nm. El contenido de carotenoides se calculd
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utilizando el coeficiente de extincién molar del B-caroteno en hexano (¢ = 2560). Los

resultados se expresaron en mg kg™'.

4.3.11. Azucares totales

El contenido de azucares totales fue determinado de acuerdo con Yemm y Willis
(1954). Se anadio una alicuota de 50 pL del extracto etandlico previamente obtenido
en 4.3.5. a 1 mL de reactivo de antrona (0,05 % p/v en H,SO,). La mezcla de
reaccion se llevd a ebullicion durante 10 minutos y posteriormente se sometié a un
bafio frio en agua-hielo. La absorbancia se midié a 620 nm. Se utilizé glucosa como
estandar y los resultados fueron expresados en mg kg™".

4.3.12. Contenido de prolina

La determinacién se llevd a cabo segun Shan et al. (2016). Aproximadamente 1 g de
tejido congelado se extrajo con 10 mL de acido sulfo-salicilico en caliente durante 10
minutos, se centrifugd a 13.000 xg por 10 minutos a 4 °C y se recuperd el
sobrenadante. La fase recuperada se homogeneizé con tolueno y se midié la
absorbancia de la fase organica a 520 nm. Se empled prolina como estandar y los

resultados se expresaron en mg kg™.

4.4. Analisis estadistico

Las experiencias fueron disefiadas segun un disefo factorial, los resultados fueron
evaluados mediante ANOVA y las medias comparadas mediante la prueba de Fisher
con p< 0,05. Se empleo el software INFOSTAT.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. Efecto de GB en el retraso de la senescencia de broécoli
5.1.1. Seleccion de tratamiento

Los principales aspectos de calidad poscosecha de brocoli, y que determinan la
eleccion de compra del consumidor, son el mantenimiento de la turgencia y el color
verde caracteristico de las inflorescencias. Para comprobar la efectividad del
tratamiento con GB y seleccionar la dosis mas beneficiosa (0, 5, 10 o 20 mM),
ambos factores fueron evaluados en un ensayo de almacenamiento acelerado (20
°C).

Durante el periodo de almacenamiento las inflorescencias presentaron un aumento
rapido y constante de la PP a temperatura ambiente, todos los tratamientos con GB
generaron beneficios respecto de los brocolis no tratados (Figura 5). En particular,
GB 10 mM presentd los mejores resultados reduciendo la PP 15 y 10% en
comparacioén al control luego de 5 y 6 d de almacenamiento, respectivamente.
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Figura 5. Pérdida de peso de brocoli control (C) y tratado con glicina-betaina (GB) 5 mM, 10
mM y 20 mM almacenados a 20 °C por 0, 3, 5y 6 dias. Letras distintas indican diferencias
significativas en test de Fisher (p<0,05).

La evolucion del color de las inflorescencias se evalué mediante los parametros L*
(luminosidad) y angulo Hue (tono). El avance de la senescencia en brocoli se
caracteriza por el incremento de L* que indica la presencia de un tejido mas claro y
una disminucion de Hue debido a la pérdida de color verde y tendencia al

amarilleamiento.

Aqui L* mostré un rapido vy significativo incremento sin diferencias entre el control y
los tratamientos hasta 5 d. Al finalizar el tiempo de conservacion GB 5 y 20 mM
mostraron ciertos beneficios al presentar un menor grado de amarillamiento (8%),
respecto de C y GB 10 mM (Figura 6A). En cuanto al tono del color, la tendencia
hasta el dia 5 acompaino la evolucion de L* con una marcada reduccion de Hue para
todos los tratamientos. Sin embargo, al final del almacenamiento las inflorescencias
tratadas con GB 10 mM lograron diferenciarse y retuvieron efectivamente el color
verde (10%) respecto de las otras combinaciones (Figura 6B). Este resultado junto
con la significativa reduccién de la PP (Figura 5) determin6 que GB 10 mM sea el
tratamiento seleccionado para la evaluacion de la respuesta de parametros

bioquimicos en un posterior ensayo en refrigeracion.
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Figura 6. A) Luminosidad y B) tono de color (Hue) de brécoli control (C) y tratado con (GB) 5
mM, 10 mM y 20 mM almacenados a 20 °C por 0, 3, 5 y 6 dias. Letras distintas indican
diferencias significativas en test de Fisher (p<0,05).

5.2. Efecto de GB sobre la calidad y composiciéon de brécoli
5.2.1. Apariencia, pérdida de peso y color (L* y hue)

Como se mencion6 anteriormente, la refrigeracion permite extender notablemente la
vida util del brécoli. Asi, en el ensayo a 4 °C las inflorescencias se conservaron con
relativa buena apariencia por 23 d (Figura 7A). Hasta el dia 17 se hallé un aumento
constante y similar de la PP en las inflorescencias C y GB (Figura 7B). Sin embargo,
las inflorescencias tratadas culminaron el almacenamiento con un menor nivel de
deshidratacion (10%) respecto del C (Figura 7B).
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Figura 7. A) Apariencia y B) pérdida de peso de brocoli control (C) y tratado con GB 10 mM
almacenado a 4°C por 7, 10, 17 y 23 dias. Letras distintas indican diferencias significativas
en test de Fisher (p<0,05).

Similares efectos positivos de GB para mejorar la capacidad de retencion de agua
fueron observados previamente en peras, ciruelas y citricos (Sun et al., 2020; Habibi
et al., 2022; Zheng et al., 2023). La reduccion de la PP puede asociarse a la probada
funcibn como osmoregulador de GB, que actua ajustando la presién osmotica,
manteniendo el volumen celular y la humedad de equilibrio en los tejidos vegetales

(Wang et al., 2014; Leon y Soto, 2023),

En el transcurso del almacenamiento L* se incrementd con una tendencia similar
para los brécolis de ambos grupos (Figura 8A). En cambio, se hallé que hasta el dia
17 las inflorescencias tratadas conservaron de forma significativa el color verde
respecto del control, con un Hue en el orden del 7% mayor (Figura 8B). Al final del
almacenamiento, si bien la pérdida de color se incrementd, las inflorescencias

tratadas presentaron aun un mayor valor de Hue (Figura 8B).
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Figura 8. A) Luminosidad y B) color (hue) de brécoli control (C) y tratado con GB 10 mM
almacenado por 0, 10, 17 y 23 dias. Letras distintas indican diferencias significativas en test
de Fisher (p<0,05).

En brécoli el cambio de color hacia tonos amarillos apagados es un fendmeno
caracteristico asociado al proceso de senescencia. El cambio de apariencia es
consecuencia de la degradacion de las clorofilas y el desenmascaramiento de
pigmentos carotenoides (Hasperué, 2012). Aqui, los beneficios del tratamiento en la
conservacion del color podrian asociarse al menos en parte, al menor grado de

deterioro observado en el tejido de las inflorescencias tratadas (Figura 7).

5.2.2. Clorofila y carotenoides

En linea con lo observado para la evolucién del color (Figura 8), se evidencié una
disminucion en la concentracion de clorofilas con el tiempo de almacenamiento
(Figura 9). A pesar de ello el tratamiento logré conservar significativamente el
contenido de pigmentos respecto del control. Asi las inflorescencias tratadas
presentaron 25 y 20% mayor contenido de clorofila luego de 10 y 23 d,
respectivamente (Figura 9A). Este resultado se correlaciond con el positivo efecto

sobre la retencion del color verde (Hue) (Figura 8B). Similares resultados fueron
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reportados por Wang et al. (2016), quienes hallaron que el tratamiento con GB (1
mM) en pimientos verdes disminuye significativamente la tasa de degradacion de
clorofila. Los broécolis tratados también exhibieron un mayor contenido de

carotenoides al dia 23, tiempo en el que se hallé una retencion del 15% de estos,

respecto del control (Figura 9B).
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Figura 9. A) Clorofila total y B) carotenoides de brécoli control (C) y tratado con GB 10 mM
0, 10 y 23 dias. Letras distintas indican diferencias significativas en test de Fisher (p<0,05).

Los resultados obtenidos pueden asociarse a la funcion de GB como osmoregulador
en situaciones de estrés abiodtico, ya que actua estabilizando los cloroplastos, el
aparato fotosintético (PSIl) y los pigmentos asociados como clorofilas y carotenoides
(Park et al., 2004; Kayak et al., 2023). Teniendo en cuenta esto, la aplicacion
exdgena de GB en poscosecha favorece la conservacién de la estructura del tejido y

del color verde, tal como se hallé aqui en las inflorescencias tratadas (Figura 8B).
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5.2.3. Compuestos fendlicos totales

Durante el periodo de almacenamiento el contenido de fenoles totales primero se
incremento y luego se redujo respecto de los valores iniciales, con una tendencia
similar en inflorescencias tratadas y control (Figura 10). El envejecimiento o
senescencia de los vegetales determina un incremento del estrés oxidativo por
acumulacién de especies reactivas del oxigeno (ERO’s) que son neutralizadas por
los sistemas antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos presentes en brocoli
(Hasperué, 2012). Entre los antioxidantes no enzimaticos el brécoli se destaca por
presentar altos niveles de compuestos de diferente naturaleza y modo de accion,
incluyendo compuestos fendlicos, vitamina C y glucosinolatos, que le confieren
destacadas propiedades bioactivas (Borowski et al., 2008).

Los compuestos fendlicos suelen ser la primera respuesta de defensa frente al
estrés y se acumulan a través de la rapida activacion de su biosintesis mediada
esencialmente por la enzima fenilalanina amonio-liasa (Habibi et al., 2022), tal como
ocurrié en el presente ensayo. En tanto, el descenso posterior puede asociarse a
una reduccion del equilibrio entre su contenido y su consumo en condiciones de

deterioro mas avanzadas.
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Figura 10. Fenoles totales de brécoli control (C) y tratado con GB 10 mM almacenado por 0,
10 y 23 dias. Letras distintas indican diferencias significativas en test de Fisher (p<0,05).

5.2.4. Contenido de vitamina C

Como se menciond anteriormente el brocoli presenta altos niveles de compuestos

antioxidantes, destacandose su contenido de vitamina C. En el presente trabajo, al
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analizar la evolucion durante el almacenamiento, se hall6 una reduccion de su
contenido en ambos tratamientos (Figura 11). Si bien los brocolis control mostraron
un mayor grado de retencion de la vitamina C en el tiempo, no se diferenciaron
significativamente de las inflorescencias tratadas con GB.
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Figura 11. Vitamina C de brdcoli control (C) y tratado con GB 10 mM almacenado por 0, 10 y
23 dias. Letras distintas indican diferencias significativas en test de Fisher (p<0,05).

5.2.5. Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante del brocoli tratado aumentd progresivamente durante el
tiempo de conservacion, y se enriquecieron hasta un 12% al finalizar el
almacenamiento (Figura 12). En tanto las inflorescencias control no mostraron
variaciones respecto del valor inicial (Figura 12). En los vegetales sometidos a
estrés o durante la senescencia las ERO’s aumentan. Previamente se ha hallado
que el tratamiento con GB en pre y poscosecha induce la expresion de compuestos
antioxidantes para contrarrestar su efecto y mantener el equilibrio redox celular,
estos a su vez contribuyen a la capacidad antioxidante total (Ledn y Soto, 2023). Si
bien aqui los fenoles totales y la vitamina C se redujeron en el almacenamiento
(Figuras 10 y 11), los glucosinolatos y sus productos de degradacion (isotiocianatos)
que estan presentes en los extractos etandlicos de brécoli son censados por TEAC
(Natella et al; 2014). De esta forma pueden ejercer un efecto significativo sobre su
respuesta y ser responsables, al menos en parte, de los incrementos de capacidad
antioxidante observados aqui (Figura 12). Cabe mencionar, que estos compuestos

no fueron evaluados debido a que su analisis excede los objetivos del trabajo.
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Figura 12. Capacidad antioxidante equivalente a Trolox (TEAC) de brocoli control (C) y
tratado con GB 10 mM almacenado por 0, 10 y 23 dias. Letras distintas indican diferencias
significativas en test de Fisher (p<0,05).

5.2.6. Azucares totales

Los resultados obtenidos revelan una tendencia a la disminuciéon de los azucares
totales a medida que avanza el periodo conservacion, con una reduccion mas
significativa en las inflorescencias tratadas al finalizar el almacenamiento (Figura 13)
El descenso gradual en la concentracion de azucares totales puede atribuirse a
diversos procesos metabdlicos que ocurren en la etapa de poscosecha del brocoli,
incluyendo la utilizacion de azucares como fuente de energia o su conversion a otros

compuestos intermediarios de rutas metabdlicas vitales (Hasperuég, 2012).
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Figura 13. Azucares solubles en brocoli control (C) y tratado con glicina-betaina 10 mM (GB
10) almacenado por 0, 10 y 23 dias. Letras distintas indican diferencias significativas en test
de Fisher (p<0,05).

5.3. Efecto de GB sobre el control del dafio por frio de pimiento

5.3.1. indice de dafio de fruto y caliz

Recientemente se ha demostrado la efectividad del tratamiento poscosecha con GB
para el control del DPF en vegetales sensibles como zucchini (Yao et al., 2018),
berenjena (Guijarro et al., 2023) y pimiento verde (Wang et al., 2016). Sin embargo,
segun nuestro conocimiento no existen reportes aun de su empleo en pimiento rojo.
La concentracion GB 10 mM se selecciond en base a bibliografia por ser
normalmente empleada para contrarrestar esta fisiopatia en diferentes frutas y
hortalizas (Yao et al., 2018; Wang et al., 2019; Pan et al., 2019; Zheng et al., 2023).
Los sintomas de DPF se redujeron significativamente con el tratamiento a tiempos
largos de almacenamiento (Figura 14A), y los frutos tratados mostraron un ID 30% y
25% menor respecto al control, luego de 24 y 34 d respectivamente (Figura 14B).
En el anadlisis de la apariencia, estas diferencias se asociaron a una marcada
reduccion del pitting, ablandamiento y deshidratacién, conservando un ID fruto en el

rango comercializable (ID<3) hasta el final del almacenamiento (Figura 14A-B).
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Figura 14. A) Apariencia, B) indice de dafio (ID) fruto, C) ID caliz y D) pérdida de peso de
pimiento control (C) y tratado con GB 10 mM almacenado 0, 14, 24 y 34 dias (d). Letras
distintas indican diferencias significativas en test Fisher (p<0,05).

Al analizar la apariencia del caliz, se hallé que el ID se incrementé en el tiempo con
una tendencia similar para ambos grupos, manteniéndose dentro de valores
comercializables (ID<3) hasta el dia 24 (Figura 14C). A partir de alli, el céliz de los
frutos de pimiento control continué deteriorandose y a 34 d mostraron sintomas de
pardeamiento y deshidratacion, mientras que los frutos tratados conservaron el color
verde culminando con un ID caliz 20% menor (Figura 14C). En conjunto, los
resultados obtenidos para fruto y céliz indican que el tratamiento con GB redujo
marcadamente los sintomas visuales de DPF, y conservo la calidad de los pimientos

tratados por 10 d adicionales respecto del grupo control (Figura 14).

5.3.2. Pérdida de peso

El control de la deshidrataciéon es fundamental en pimiento ya que muestran una
pérdida de agua maxima tolerable del 8% durante el almacenamiento (Afolabi et al.,
2023). En este trabajo, si bien la pérdida de peso se incrementé a lo largo del

almacenamiento para ambos tratamientos no supero este umbral de descarte en

33



ningun caso (Figura 14D). Cabe destacar que los frutos tratados con GB exhibieron
un menor nivel de deshidratacion respecto del grupo control (C) en todos los dias de
evaluacion. Las diferencias fueron significativas a tiempos largos y representaron
una reduccion de la pérdida de peso del 20% luego de 24 y 34 d de almacenamiento
(Figura 14D). El caliz es una ruta importante para la pérdida de agua en pimiento.
Su deterioro debido al DPF, incluyendo su pardeamiento y se ha correlacionado
directamente a una mayor pérdida de peso (Afolabi et al., 2023). En este trabajo el
tratamiento con GB conservo efectivamente la calidad y estructura del fruto y caliz a
tiempos largos de almacenamiento (Figura 14B-C), lo que puede asociarse a la
reduccion de la pérdida de peso observada. Este comportamiento resultd
comparable al encontrado recientemente en citricos (Zheng et al., 2023), uvas (Awad
et al., 2015), y champifidn (Wang et al., 2014) tratados con GB y almacenados a baja

temperatura.

5.3.3. Color (a* y hue)

Se ha demostrado que el DPF puede afectar el normal desarrollo o conservacién del
color del pimiento durante el almacenamiento. La disminucion de la intensidad del
tono rojo suele evidenciarse por reduccion de los valores de a* y hue hallados en el
tejido afectado (Afolabi et al., 2023). Aqui, el parametro a* (rojo) disminuy6 de forma
constante con el tiempo para los frutos control sometidos a temperaturas de DPF,
mientras que en los frutos tratados se halldé una reduccién hasta el dia 24 para luego
permanecer sin modificaciones (Figura 15A). En relacidon, a tiempos largos de
conservacion (34 d) los frutos tratados presentaron valores de a* 15% mas altos que
el control. Resultados similares fueron hallados para Hue (tono de color) (Figura
15B). Si bien el tono rojo fue decreciendo con el tiempo, los pimientos tratados
conservaron en mayor medida (15%) su coloracién respecto de los frutos control
(Figura 15B). Este efecto puede asociarse a la conservacion de la calidad e
integridad del tejido observado en los frutos tratados con GB y menor afectacion de
los pigmentos carotenoides que imparten el color a los frutos (Figura 14).
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Figura 15. A) Parametro a* y B) hue de pimiento control (C) y tratado con GB 10 mM,
almacenado 0, 14, 24 y 34 dias (d). Letras distintas indican diferencias significativas en test
Fisher (p<0,05).

5.3.4. Pérdida de electrolitos

En condiciones de DPF los lipidos de las membranas celulares se ven afectados por
reacciones de deterioro como la peroxidacién, produciendo cambios en la estructura,
fluidez y funcién de la membrana. Si el DPF avanza puede llegar a la ruptura de los
tejidos, la pérdida de compartimentalizacion y liberacién del contenido celular
(Sanchez et al., 2020). La pérdida de electrolitos suele emplearse como indicador
del grado de dano del tejido en general, y de las membranas celulares en particular,
derivado del estrés oxidativo causado por el DPF (Zaro et al., 2015). En este trabajo,
la pérdida de electrolitos se vio significativamente disminuida por el tratamiento con
GB en comparacion a los frutos control que mostraron 20% mas electrolitos libres
luego de 34 d de almacenamiento (Figura 16A). Estos resultados estan en linea con
la mejor conservacion de la calidad, menor grado de dafo estructural y
deshidratacion observados en los pimientos tratados con GB (Figura 14).
Resultados similares se observaron para pimiento verde (Wang et al., 2016),
zucchini (Yao et al.,, 2018) y banana (Chen et al.,, 2021) tratados con GB vy
almacenados en condiciones de DPF.
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Figura 16. A) Pérdida de electrolitos y B) contenido de prolina de pimiento control (C) y
tratado con GB 10 mM, almacenado 0 y 34 dias (d). Letras distintas indican diferencias
significativas en test Fisher (p<0,05).

5.3.5. Prolina

En los vegetales la acumulacién de prolina suele utilizarse como un biomarcador de
DPF ya que es inducida en condiciones de estrés ambiental, como una respuesta de
adaptacién ya que actua equilibrando la osmolaridad celular, estabilizando las
membranas celulares y protegiendo a las células contra el dafio oxidativo (Li et al.,
2014). En concordancia, Kong et al (2018) reportaron recientemente que pimientos
verdes almacenados a temperaturas de DPF (4 °C) sufrian un incremento del nivel
de prolina respecto de aquellos conservados a temperatura recomendada (10 °C).
Aqui luego de un almacenamiento prolongado a baja temperatura ambos grupos de
frutos mostraron un aumento significativo del contenido de prolina (Figura 16B). Sin
embargo, los pimientos tratados culminaron con un 12% menos de prolina respecto
del grupo control (Figura 16B). La menor acumulacion de prolina, junto con la
reduccion de la manifestacion del dano (Figura 14) y la estabilizacion de las
membranas celulares (Figura 16A) permiten inferir que la aplicacion exdgena de GB
disminuye los efectos del estrés y la sensibilidad al frio de los frutos de pimiento rojo,

respuestas asociadas a su funcion como osmoregulador celular.
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5.3.6. Capacidad antioxidante y compuestos bioactivos

El pimiento presenta altos niveles de compuestos con actividad antioxidante,
destacando el contenido de vitamina C, compuestos fendlicos y carotenoides. En
general no existieron mayores cambios debidas al tratamiento con GB y/o al tiempo
de almacenamiento en la capacidad antioxidante (Figura 17A), ni en el contenido
individual de compuestos bioactivos (Figura 17B, C y D). Solo se hallé una leve
disminuciéon del nivel de carotenoides luego de un periodo de conservacion
prolongado (Figura 17C). La disminucién en el contenido de carotenoides,
pigmentos responsables del color de los frutos, esta en linea con lo observado para
la evolucidn del color donde se hall6 una reduccion del tono rojo con el tiempo de

almacenamiento (Figura 15).
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Figura 17. A) Capacidad antioxidante, B) fenoles totales, C) carotenoides y D) vitamina C de
pimiento control (C) y tratado con GB 10 mM, almacenado 0 y 34 dias (d). Letras distintas
indican diferencias significativas en test Fisher (p<0,05).
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6. CONCLUSIONES

A partir de un ensayo de almacenamiento acelerado (6 d a 20 °C) se seleccion? la
concentracion GB 10 mM como tratamiento mas efectivo para conservar la calidad
de brocoli minimamente procesado respecto de los restantes tratamientos (0, 5, y 20
mM). GB 10 mM redujo significativamente la pérdida de peso y mantuvo el color
verde de las inflorescencias. El tratamiento seleccionado se empled posteriormente

para evaluar la efectividad de GB en refrigeracion.

En el almacenamiento a baja temperatura (23 d a 4 °C), GB genero efectos positivos
sobre la calidad y composicidon del brécoli, incluyendo menor pérdida de peso y
amarillamiento, retencion del contenido de clorofila y carotenoides, y un incremento
de la capacidad antioxidante respecto del control. En tanto, el contenido de
compuestos fendlicos y vitamina C no se vieron afectados, y el nivel de azucares se

redujo levemente.

En pimiento, se ensay6 una concentracion de GB 10 mM seleccionada a partir de
bibliografia. El tratamiento redujo significativamente el indice de daino por frio (DPF)
en fruto y caliz, la pérdida de peso y color en comparacién al control. Ademas, los
pimientos tratados mostraron una reduccion de la pérdida de electrolitos y menor
acumulacion de prolina lo que indica una menor expresion de la respuesta al estrés
por frio. En tanto la capacidad antioxidante y el nivel de compuestos bioactivos no se

vieron afectados por el tratamiento.

Los resultados permiten concluir que la aplicacidén exégena de GB disminuye los
efectos del estrés abidtico en brocoli y pimiento; y que las respuestas halladas

pueden asociarse a su funcion como osmoregulador celular.

En resumen, GB mostré una marcada efectividad para retrasar la senescencia
de brécoli e incrementar la tolerancia al DPF de pimiento rojo, extendiendo
significativamente su vida util y potenciando su valor nutricional. El pre-
tratamiento con GB resulta asi una estrategia simple y econémica para reducir
las principales causas de deterioro de estas hortalizas, siendo factible su

aplicacion en lineas de empaque y establecimientos comerciales.
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