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RESUMEN

RESUMEN

En este trabajo de Tesis Doctoral se abordd el estudio, a través de distintos
aspectos fisiolégicos, del efecto de la baja temperatura sobre el desarrollo del dafio por
frio en berenjenas Black nite y la influencia de su almacenamiento en atmoésferas
modificadas pasivas como tratamiento para retardar su manifestacién.

Los frutos se almacenaron a 3°C en bolsas perforadas de polietileno de baja
densidad durante 12 dias usandose frutos almacenados a 20°C como testigo. El
almacenamiento en atmoésfera modificada pasiva (AMP) se realizd en bolsas sin
perforar. Se extrajeron muestras a los 0,5, 1, 2 y 3 dias y, posteriormente, cada 3 dias
realizandose, ademas, la transferencia a 20°C por 48 horas para tiempos de
almacenamiento iguales y superiores a los 3 dias.

A partir del 3° dia de refrigeracion se observaron los primeros sintomas de dario
que se acentuaron con el pasaje a 20°C. La pérdida de electrolitos fue significativa
cuando los frutos alcanzaron un nivel de dafo severo o muy severo y tanto el
almacenamiento a 20°C como la transferencia evidenciaron valores mayores. Durante
los 3 primeros dias de conservacion refrigerada se registré un incremento en la
concentracion de fenoles totales y flavonoides debiéndose, principalmente, Ia
capacidad antiradical a éstos ya que no se detectoé presencia de acido ascorbico. Los
principales acidos grasos fueron palmitico, oleico, linoleico y linolénico y su perfil se vio
influenciado por la temperatura de crecimiento de los frutos siendo mayor la
concentracion de acidos saturados y monoinsaturados y menor la de poliinsaturados de
los frutos desarrollados a mayor temperatura. Se registré un incremento de la actividad
especifica de lipoxigenasa durante las primeras horas que se reflejo en una
disminucion en el contenido de acidos grasos poliinsaturados y fosfolipidos,
observandose un marcado incremento de los primeros luego de 3 dias de refrigeracion.
El grado de peroxidacion aumenté antes de manifestarse signos visibles de dano.

El almacenamiento en AMP retard6é la aparicion del dafo siendo menos
marcadas las variaciones de fenoles totales y flavonoides. La capacidad antioxidante
fue menor a la de los frutos almacenados a 3°C para tiempos de almacenamiento
iguales y superiores a los 3 dias. Los frutos sometidos al tratamiento no evidenciaron el
aumento inicial en la actividad de lipoxigenasa ni la disminucion inicial en los acidos
grasos poliinsaturados y se observé un adelanto en el incremento de los niveles de

fosfolipidos que alcanzaron niveles menores al final de la conservacion.
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1. ASPECTOS GENERALES DE LA BERENJENA

La berenjena (Solanum melongena L.) pertenece a la familia de las
solanaceas y es originaria de las zonas tropicales y subtropicales asiaticas. Se
cultivdo desde muy antiguo en la India, Birmania y China. Hacia el afo 1.200 ya
se cultivaba en Egipto, desde donde fue introducida en la Edad Media a través
de la Peninsula Ibérica y Turquia, para posteriormente extenderse por el
Mediterraneo y resto de Europa (Anonimo, 2003). Fue introducida en América
por los conquistadores y cultivada en Brasil alrededor del afo 1650 (Mangione
y Sanchez, 1999).

Es una planta herbacea y anual, aunque puede rebrotar en un segundo
afno si se cuida y poda de forma adecuada, con el inconveniente de que la
produccion se reduce y la calidad de los frutos es menor. Sus tallos presentan
tejidos lignificados que le dan un aspecto arbustivo (Anénimo, 2003).

Las flores son de color violaceo. Tanto el pedunculo como el caliz
poseen abundantes espinas, aunque actualmente se tiende al cultivo de
variedades sin espinas. Los estambres presentan anteras muy desarrolladas
de color amarillo que se situan por debajo del estigma, dificultando la
fecundacién directa. El caliz de la flor perdura después de la fecundacion y
crece junto al fruto, envolviéndolo por su parte inferior, lo que puede dar lugar a
ataques de botritis (Botrytis cinerea) cuando la humedad relativa es elevada, ya
que los pétalos quedan atrapados entre el caliz y el fruto (Anénimo, 2003).

La mayor parte de las variedades florecen en ramilletes de tres a cinco
flores, una de las cuales es hermafrodita, de pedunculo corto y continuo, desde
el tallo hasta el caliz, y da lugar a un fruto comercial, mientras que el resto de
las flores abortan o dan lugar a un fruto pequefio y de peor calidad.
Normalmente la primera flor aparece en el vértice de la primera bifurcacion o
tallo principal de la planta. La fecundacion de la flor es autégama, aunque
también puede haber cruzamiento con flores de otras plantas e incluso de las
misma planta (Anénimo, 2003).

El ciclo de la berenjena es de nueve a diez meses; desde que se planta

hasta que se inicia la recoleccién suelen transcurrir 100 a 125 dias, segun las
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variedades y la época de cultivo. La planta requiere estaciones largas y calidas
para una produccién exitosa (Salunkhe y Desai, 1984).

Produce frutos con muchas formas diferentes, dependiendo del cultivar;
el tamano del fruto completamente desarrollado varia en un amplio rango,
desde unos pocos gramos o centimetros a mas de 1 kg o 60 cm de largo.
Dichos frutos se caracterizan por tener un exocarpio delgado fusionado con el

mesocarpio (Pantastico y col., 1979).

1.1. VARIEDADES

Los criterios de clasificacion de los cultivares de berenjenas son varios.
Asi, por ejemplo, Mangione y Sanchez (1999) las clasifican, desde el punto de

vista agronédmico, de acuerdo a las siguientes caracteristicas:

v" Precocidad
v" Color de los frutos

v Forma

Dentro de la primera clasificacibn encontramos las variedades
tempranas y tardias segun sea el periodo transcurrido desde que son
plantadas hasta que entran en produccién. Las primeras entran en produccion
luego de 4 meses mientras que las segundas se retrasan hasta 20 dias.

Si utilizamos como criterio de clasificacién el color del fruto podemos
encontrar berenjenas violetas o negras, blancas y jaspeadas o veteadas. Sin
embargo, el criterio de clasificacion mas utilizado es la forma de los frutos que
permite distinguir entre 3 tipos fundamentales: larga, medio larga o semilarga y
redonda.

Por otra parte, segun Cantwell y Suslow (2000), en Estados Unidos se

distinguen las siguientes variedades:

e Americana: de frutos firmes ovalado a globoso y piel color plrpura oscuro.
e Japonesa: elongada, delgada, color purpura claro a oscuro, muy

perecedera.
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e Blanca: pequefa, de forma ovalada a globular y de piel delgada.
e Mini-japonesa: pequefa, elongada, con vetas de diferentes tonalidades de
purpura y violeta.

e China: elongada, delgada y de color purpura claro.

Los cultivos mas importantes comercialmente son los de color purpura,
especialmente en Asia y paises mediterraneos. Asi, en Espafa los tipos mas
apreciados por el mercado son los de forma globosa y semilarga (Anénimo,
2003).

1.2. RECOLECCION E iNDICES DE COSECHA

Las berenjenas se cosechan en diferentes estados de desarrollo.
Dependiendo del cultivar y de la temperatura, el periodo de floracién a cosecha
puede ser de 10 a 40 dias. El fruto de berenjena debe recolectarse antes de
que las semillas empiecen a engrosar, ya que los frutos con semillas disgustan
al paladar, no siendo necesario que el fruto haya alcanzado la madurez
fisiolégica. En el momento adecuado para su recoleccién el fruto presenta un
aspecto brillante (An6énimo, 2003).

Es asi que, los frutos para consumo humano se cosechan cuando estan
fisiologicamente inmaduros, mucho antes de que alcancen su tamafio, textura y
color final como los pepinos y calabazas de invierno (Esteban y col. 1992). El
punto de corte (“indices de madurez de cosecha”) de la berenjena se debe
realizar cuando las semillas todavia no estan formadas totalmente, la pulpa
presenta un color blanquecino uniforme, los frutos manifiestan un color brillante
y un aspecto terso en toda su superficie, con cdliz y pedicelo color verde,
mientras que presentan un ligero reblandecimiento justo debajo del caliz, y
poseen un tamafo aproximadamente comprendido entre los 2/3 y los 3/4 de su
desarrollo maximo, no coincidiendo estas condiciones con la madurez
fisiologica (Mangione y Sanchez, 1999).

Los retrasos en la recoleccién llevan a la obtencion de frutos de

consistencia esponjosa y excesiva cantidad de semillas y su pulpa se vuelve
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amarga cuando llega a la sobremadurez (Mangione y Sanchez, 1999; Cantwel
y Suslow, 2000).

La cosecha se realiza manual y secuencialmente a medida que los frutos
alcanzan el tamafo adecuado. Esto lleva desde 25 a 40 dias después de la
polinizacién (Ryall y Lipton, 1983). Normalmente el tiempo que media entre dos
recolecciones consecutivas es de 5 a 10 dias, dependiendo de las condiciones
ambientales (Anénimo, 2003).

La mejor hora de recoleccién es por la manana, cuando ya no hay rocio
y antes del medio dia en que el calor perjudica a los frutos. Se deben evitar las
magulladuras al cosechar ya que los golpes, ademas de conferirle sabor
amargo el fruto, son puerta de entrada de patégenos (Mangione y Sanchez,
1999). Se recomienda, asimismo, emplear tijeras de podar para no causar
desgarros, dejando al menos un centimetro de pedunculo (Anénimo, 2003)

Las berenjenas de alta calidad deben tener una superficie brillante con el
color tipico de la variedad, un caliz fresco y sin manchas y estar libre de
cualquier contaminacién, decoloracién u otro defecto. La frescura del caliz es
un parametro muy importante de calidad y se considera generalmente que la
apariencia del caliz declina mas rapidamente que la calidad de la fruta en si
misma (Molinar y col., 1996). La calidad tipica de la berenjena tipo Americana
se basa principalmente en su uniformidad de forma (ovalada a globosa),

firmeza y color de la piel purpura oscuro (Cantwell y Suslow, 2000).

1.3. FISOLOGIA Y BIOQUIMICA DE CRECIMIENTO

El periodo de crecimiento y maduracién de los frutos depende, entre
otros factores, de la variedad. Por ejemplo, para berenjenas Jaspeada semi-
redonda, Larga morada y Redonda negra lisa éste se extendi6 mas de 6
semanas después del cuajado de los frutos que alcanzaron su maximo
crecimiento 2 semanas después (Esteban y col, 1993). Sin embargo,
berenjenas Black nite iniciaron su periodo de expansién celular a partir del

noveno dia de la antesis reflejado por un brusco aumento de peso y volumen
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alcanzando a los 13 dias el tamano Optimo para su comercializacién
(Rodriguez, 2000).

Si bien el contenido de antocianinas de la piel refleja diferencias
significativas entre variedades, Molla y col. (1990) encontraron, en las
variedades antes mencionadas, un maximo en su concentracién a los 28 dias
después del cuaje a partir de los cuales se verific6 un descenso en su
contenido coincidiendo con una progresiva decoloracién. Resultados similares
fueron obtenidos por Ranjan y Chakrabarti (2002) para 10 cultivares de
berenjenas moradas.

El patron respiratorio de berenjenas Black nite revel6 una disminucion
progresiva hasta el quinto dia de desarrollo incrementandose, posteriormente,
los niveles de diéxido de carbono para alcanzar un maximo a los 9 dias y
descender nuevamente hasta los 11 dias. Sin embargo, la produccion de
etileno disminuyé progresivamente no presentando ningun cambio asociado
con el proceso de maduracion lo que confirmé su comportamiento como fruto
no climatérico (Rodriguez, 2000) coincidiendo con lo expresado por Fallik y col.
(1995).

Cantwell y Suslow (2000) fijaron un rango de produccion de etileno de
0,1-0.7 ul / kg h a 12,5°C y una intensidad respiratoria variable con el tipo de

berenjena tal como se observa en la siguiente tabla:

INTENSIDAD
BETF;F;%JDEENA RESPIRATORIA A 12,5°C
[mI CO, / kg h]
Americana 30-39
Ovalada blanca 52-61
Japonesa 62-69

FUENTE: Cantwell y Suslow, 2000.

Esteban y col. (1992) determinaron que el contenido de azlcares, en las
3 variedades estudiadas, se debe principalmente a azlcares reductores
constituidos por glucosa y fructosa. Observaron que, durante la evolucion del

fruto, se registr6 una acumulacion de azucares en los primeros dias de
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desarrollo, pero posteriormente la fruta comenzé una fase de crecimiento
intensa con el consecuente consumo de éstos. Superada esta fase, los
azucares comenzaron a acumularse nuevamente. A las seis semanas existio
un maximo de azucares y las frutas alcanzaron su plenitud sensorial.
Posteriormente, el contenido de azlcares disminuyd produciendo frutos de
menor calidad comercial. Glucosa y fructosa también fueron los componentes
mayoritarios de berenjenas Black nite encontrandose en mucha menor
proporcién sacarosa y maltosa. Durante la evolucién de los frutos, la
concentracion de éstos mostrd un continuo crecimiento alcanzando un maximo
en coincidencia con la fase de crecimiento intenso para luego disminuir
ligeramente (Rodriguez, 2000).

Las sustancia responsables del sabor, las caracteristicas sensoriales y
vitaminas de la fruta, tales como polifenoles alcanzaron su maximo valor cerca
de los 42 dias desde la apariciéon de los frutos en las variedades Jaspeada
semi-redonda, Larga morada y Redonda negra lisa, no se encontrandose
grandes diferencia en el comportamiento de los tres cultivares estudiados
(Esteban y col., 1992). Comportamientos similares en el contenido de
polifenoles totales fueron registrados por Ranjan y Chakrabarti (2002) en otros
12 cultivares.

Trabajos posteriores de Esteban y col. (1993), realizados con las
mismas variedades, demostraron que durante el periodo de desarrollo los
polisacaridos pecticos aumentaron mientras que las protopectinas
disminuyeron. Durante la maduracion, las pectinas de alto metoxilo
comenzaron a disminuir debido a una nueva desesterificacion enzimatica que
originé un incremento en las pectinas de bajo metoxilo. La protopectina fue una
fraccion importante que se incrementd antes de la madurez fisiologica y luego
disminuyé con la maduracién y ablandamiento de la fruta. Esta fraccion, junto
con otro material cementante, es responsable del mantenimiento de la textura.

En sintesis, durante el desarrollo y maduracién de los frutos existe un
punto de inflexién cuya duracion depende del cultivar. Es posible, por lo tanto y
segun Esteban y col. (1992), considerar esta etapa como el momento en que la

fruta alcanzé su madurez fisiolégica.
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1.4. CONDICIONES RECOMENDADAS DE CONSERVACION

1.4.1. TEMPERATURA Y HUMEDAD RELATIVA

La temperatura es el factor ambiental de mayor influencia en la velocidad
de deterioro de los productos cosechados. Por cada incremento de 10°C por
encima de la temperatura éptima la velocidad de deterioro se incrementa 2 0 3
veces (Kader, 2002a).

Asimismo, la velocidad de pérdida de agua de frutas y hortalizas
depende de la humedad relativa (HR) del aire que rodea al producto. Esta
pérdida representa no sélo un descenso de peso sino también una disminucién
del valor comercial del producto (Wills y col., 1998).

La condiciones optimas para el almacenamiento de berenjenas son:
temperatura 10 — 12°C y HR: 90 — 95% (Anénimo, 2003; Cantwell y Suslow,
2000; Cantwell y Kasmire, 2002).

El periodo de almacenamiento de las berenjenas es generalmente
inferior a 14 dias debido a que la calidad visual y sensorial se deterioran
rapidamente. También es probable que aumenten las pudriciones cuando se

almacenan por mas de 2 semanas (Anonimo, 2003).

1.4.2. SENSIBILIDAD AL ETILENO

Las berenjenas tienen una sensibilidad al etileno presente en el
ambiente de moderada a alta. Cuando se les expone a mas de 1 ppm de
etileno durante la distribuciéon y el almacenamiento a corto plazo, la abscision
del caliz y el deterioro, particularmente el pardeamiento, pueden convertirse en
un problema (Cantwell y Suslow, 2000; Cantwell y Kasmire, 2002).

Aunque tiene una baja produccién de este gas, como el pimiento, el
meldn, el zapallo, la sandia y las berries, debe cuidarse de no exponer los
frutos a otros productos que si lo generan y que pueden estar presentes en la
camara o en el transporte. La exposicion de estos frutos al etileno disminuye su

tiempo de conservacion de 14 dias a 3-5 dias (Anénimo, 2003).
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1.4.3. ATMOSFERAS CONTROLADAS O MODIFICADAS

El almacenamiento en atmoésferas controladas (AC) o modificadas (AM)
ofrece poco beneficio para la conservacién de la calidad de las berenjenas. Las
concentraciones bajas de O, (3-5%) retrasan por unos dias su deterioro y el
comienzo de pudriciones. Las berenjenas toleran hasta 10% CO, pero el
incremento en la vida de almacenamiento no es superior al que se obtiene con
concentraciones reducidas de O, (Cantwell y Suslow, 2000).

Sin embargo, el dafo por frio y la pérdida de agua se pueden reducir
almacenando las berenjenas en bolsas de polietileno u otras peliculas
plasticas. Aunque un riesgo potencial de esta practica es el aumento de la

pudricién por Botrytis (Cantwell y Suslow, 2000).

1.5. DESORDENES Y ENFERMEDADES POSTCOSECHA

Segln sea su etiologia se puede establecer una diferencia entre las
alteraciones que afectan a la berenjena en poscosecha. Asi se define como
desorden a toda alteracion en el fruto que sea provocada por un factor
abiotico (fisiolégico, mecanico, etc.) y como enfermedad a todo defecto
causado por un microorganismo patégeno ya sea hongo, bacteria o virus

(Mangione y Sanchez, 1999).

1.5.1. DESORDENES

1.5.1.1. DANO POR FRIO

La berenjena es una planta de origen tropical y por tanto sensible a las
temperaturas pudiendo aparecer en sus frutos dafos por enfriamiento o chilling
injury (Lépez-Andréu y col., 1988). Las berenjenas son sensibles al dano por
frio a temperaturas inferiores a 10°C (Anénimo, 2003; Cantwell y Suslow,
2000).
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A 5°C el dafo por frio se presenta en 6-8 dias. Los sintomas son picado
(depresiones en la superficie), bronceado superficial y pardeamiento de las
semillas y pulpa. En frutas sujetas al estrés de esta fisiopatia es comun el
desarrollo acelerado de la pudricion por Alternaria spp. El dafo por frio es
acumulativo y puede iniciarse en el campo antes de la cosecha (Cantwell y
Suslow, 2000).

La manifestacién de esta fisiopatia depende del tipo de berenjena
segun manifiestan Cantwell y Suslow (2000) y se consignan en la siguiente

tabla:

Dias para que los sintomas de dafo por frio se vuelvan
TIPO DE visibles
BERENJENA TEMPERATURA
0°C 2.5°C 5°C 7.5°C
Americana 1-2 4-5 6-7 12
Japonesa - 5-6 8-9 12-14
China 2-3 5-6 10-12 15-16

FUENTE: Cantwell y Suslow, 2000.

1.5.1.2. DANO POR CONGELACION

Se inicia a -0.8°C dependiendo del contenido de soélidos solubles
totales. Los sintomas incluyen pulpa de apariencia vitrea, translicida o acuosa

que se torna parda y seca con el tiempo (Cantwell y Suslow, 2000).

1.5.1.3. DANOS FiSICOS

Las magulladuras y dafios por compresion son muy comunes cuando no
se siguen las practicas de manejo y cosecha recomendadas. Las berenjenas
no pueden estibarse en recipientes a granel (cajas "pallet" de campo) sin sufrir
danos por compresiéon (Cantwell y Suslow, 2000).

Los dafios por rozamiento se manifiestan con areas deprimidas con
cicatrices que favorecen el desarrollo de patégenos secundarios (Mangione y
Sanchez, 1999).
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1.5.2. ENFERMEDADES

Las enfermedades son una causa importante de pérdidas postcosecha,
particularmente en combinacién con el dafio por frio. Los hongos fitopatégenos
mas comunes son Alternaria (pudricién por moho negro), Botrytis (pudricion por
moho gris), Rhizopus (pudricién algodonosa) y Phomopsis (Cantwell y Suslow,
2000).

Sin embargo, la mayor parte de estos microorganismos son débilmente
patégenos en el sentido de que sélo pueden invadir productos danados (Wills y
col., 1998).

La pudricion algodonosa 0 mohosa es causada por Rhizopus stolonifer,
un patogeno estricto de poscosecha, que sblo es capaz de penetrar al fruto a
través de heridas. Se presenta como una mancha de color pardo que se
extiende rapidamente. Generalmente la epidermis se mantiene intacta y los
tejidos internos humedos y blandos. Si la epidermis se rompe aparecen las
fructificaciones del hongo de color oscuro (Mangione y Sanchez, 1999).

El agente causal de la pudricidon por moho negro es Alternaria tenuis. Se
manifiesta con manchas concéntricas oscuras verde-olivaceas. Las mismas
evolucionan hacia el interior comprometiendo a todo el fruto. Generalmente
ataca a tejidos debilitados y se difunde rapidamente cuando la temperatura y la
humedad ambiente son elevadas (Mangione y Sanchez, 1999).

El agente causal del tizon es Phomopsis vexans, un patdégeno frecuente
en el cultivo de berenjena. Se observan manchas pequefas, deprimidas que se
oscurecen y se unen, debajo de éstas se advierte una podredumbre esponjosa.
En las zonas afectadas se observa puntuaciones negras (picnidios) que son las

fructificaciones del hongo (Mangione y Sanchez, 1999).
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2. DANO POR FRIO EN PRODUCTOS VEGETALES

El dafio por frio es un desorden fisiolégico que se presenta en muchos
productos horticolas cuando son expuestos a almacenamientos por debajo de
ciertas temperaturas que son caracteristicas de la especie particular (Purvis,
2002).

Este dafio se manifiesta principalmente en productos de origen tropical o
subtropical cuando son almacenados a temperaturas por encima de su punto
de congelacion y por debajo de 5 a 15°C dependiendo del vegetal (Kader,
2002a).

Si bien la susceptibilidad al dafio por frio estd generalmente asociada
con productos de origen tropical y subtropical, los desordenes fisiolégicos son
también inducidos por la baja temperatura en algunos productos de origen
templado tales como manzanas y peras (Purvis, 2002).

El dano por frio es el principal problema en el manejo de vegetales,
debido a que impide el almacenamiento de muchos productos a temperaturas,
gue de otra manera, prologarian su vida en forma considerable (Pantastico y
col., 1979).

2.1. SINTOMAS DEL DANO POR FRIO

Los sintomas fisicos mas comunes del dafio por frio son decoloraciones
internas y superficiales (pardeamiento), punteado, areas de aspecto acuoso,
maduracion despareja o imposibilidad de maduracién, desarrollo de sabores no
caracteristicos y mayor incidencia de hongos y podredumbres (Kader, 2002a).

Estos sintomas frecuentemente no se desarrollan hasta que el producto
es transferido a mayor temperatura (Purvis, 2002) o bien son mas notables
luego de la transferencia (Kader, 2002a).

El punteado de la piel se debe usualmente al colapso de las células
situadas debajo de la superficie y generalmente va acompafado de
decoloraciones. Estas areas dafnadas pueden incrementar la pérdida de agua

que generalmente acentua la extensién del punteado (Wills y col., 1998).

11
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Las manifestaciones fisiolégicas del dano por frio generalmente
preceden u ocurren concomitantemente con la apariciéon de sintomas visibles e
incluye velocidades incrementadas de produccién de etileno, respiracién e
intercambio de iones (Purvis, 2002).

La amplia variedad de sintomas sugiere que en el desarrollo del darno
por frio intervienen diversos factores; es digno de resaltar, por ejemplo, que los
productos idénticos procedentes de distintas areas geograficas se comportan
de modo distinto y que las variedades de una misma cosecha pueden
responder también de modo diferente al someterlas a una determinada
temperatura (Wills y col., 1998).

Asimismo, el dano por frio esta relacionado con las temperaturas de
crecimiento; esto es, frutos de climas calidos son mas susceptibles al dafio que
los que crecen en climas mas frios (Ryall y Lipton, 1983, Saltveit, 2003a).

Por otra parte, la extension del dano es funcién tanto de la temperatura

como de la duracién de la exposicion. (Purvis, 2002; Saltveit, 2003a)

2.2. MECANISMOS DEL DANO POR FRIO

Los acontecimientos que conducen al dafio por frio pueden separarse
en eventos primarios, por los cuales las células vegetales perciben la baja
temperatura, y las respuestas a largo plazo (eventos secundarios) que
finalmente conducen a la muerte celular (Wills y col., 1998). El evento primario
es un efecto fisico reversible que ocurre instantaneamente a una temperatura
umbral, mientras que los eventos secundarios son efectos metabdlicos
bioquimicos producidos por el evento primario que producen el dafo
irreversible (Whitaker, 1995) que se manifiesta como necrosis varias u otros
sintomas del dano por frio (Wills y col., 1998).

La mayoria de las hipdtesis sobre los mecanismos del dafio por frio
sugieren que las membranas son el sitio probable de los primeros efectos del
enfriamiento (Lyons y col., 1979; Raison y Orr, 1990). Numerosos estudios de

cambios estructurales asociados con el desarrollo de este dafo también

12
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implicaron a las membranas celulares como los sitios primarios (Parkin y col.,
1989).
Wills y col. (1998) refiere como causas mas probables de la sensibilidad

de los vegetales al frio las siguientes:

e ¢l cambio inducido por la baja temperatura en las propiedades
fisicas de las membranas celulares debido a cambios en el

estado fisico de los lipidos de membrana; vy,

e la disociacién de enzimas y otras proteinas en subunidades
inducida por la baja temperatura que ocasionan cambios en la
actividad enzimatica y en proteinas estructurales tales como la

tubulina.

Por otra parte, en los ultimos afios, ha cobrado vigencia la idea de la
participacioén de las especies reactivas del oxigeno en los danos ocasionados a
membranas y fotosistemas en situaciones de estrés como lo es el dano por frio
(Purvis y col., 1995).

2.2.1. TEORIA DE LAS PROTEINAS

Existen evidencias, a partir de estudios realizados tanto en animales
como en vegetales, de que varias enzimas del metabolismo celular sufren una
disociacién a temperaturas cercanas a 0°C. Asi, algunas enzimas multiméricas
se desdoblan en sus subunidades componentes con la consecuente pérdida de
la actividad enzimatica y el cambio en algunas propiedades cinéticas que
provocan un desbalance metabdlico que conduciria a la muerte celular.
Ejemplo de ello serian las proteinas estructurales del citoesqueleto, como la
tubulina, que son labiles a bajas temperaturas y se disocian (Wills y col., 1998).

Las interacciones proteina-proteina y proteina-lipido pueden ser
perturbadas por las bajas temperaturas que disminuyen la fuerza relativa de los
enlaces hidrofébicos. El debilitamiento de las interacciones hidrofébicas puede

explicar el porqué de las disfunciones de enzimas solubles y su consecuente

13
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disociacion en subunidades y/o desdoblamiento en polipéptidos. Asimismo,
puede ser una razén de la disfuncién producida en enzimas de membrana que
participan en interacciones termosensibles con los lipidos. Por ejemplo, se
sugiere que la ATPasa de membrana plasmatica esta influenciada
directamente por la temperatura, tanto la proteina misma como en su
interaccién proteina-lipido. Puesto que hay una conformacion proteica 6ptima
para la actividad normal de la enzima, la solidificacion de los lipidos de
membrana a bajas temperaturas inhibiria la actividad enzimatica induciendo a
cambios conformacionales en la proteina tal como se esquematiza en la Figura
1 (Parkin y col., 1989).

Sitios activos en la molécula de sustrato

Moléculas de agua (no a escala) Proteina

Figura 1. Versién altamente idealizada de una proteina intrinseca en
una bicapa lipidica (a) los lipidos en estado fluido y su capacidad de
deformacion permite a las regiones hidrofébicas de las proteinas
adoptar libremente la conformacién requerida para su Optima
combinaciéon con el sustrato; (b) lipidos en la fase gel; la region
hidrofébica mas rigida y gruesa deforma las areas hidrofébicas de la
proteina. La fase acuosa ordenada se distancia y el campo eléctrico
es mas fuerte por lo que la proteina se deforma y adopta el estado
energético mas bajo posible. En este estado deformado no puede
formar un complejo activado con la molécula de sustrato (Extraido de
Parkin y col., 1989).

14
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Sin embargo esta teoria no ha sido considerada en la misma
profundidad que la teoria de transicion de fase y se considera como una

consecuencia de ésta (Parkin y col., 1989).

2.2.2. TEORIA DE LA TRANSICION DE FASE

Lyons y Raison (1970) fueron los primeros en proponer una transicion
en el ordenamiento molecular de los lipidos de membrana como primer evento
que causa el dano por frio. Postularon que una transicion de los lipidos de
membrana de una fase liquido-cristalina a una fase gel-sélida conduce a
desbalances metabdlicos, pérdida de la compartamentalizacién celular,
incremento en la permeabilidad de la membrana e intercambio de iones y la
estimulacion de la produccion de etileno y la velocidad de respiracién,
resultando en el desarrollo de una variedad de sintomas de dano por frio
(Lyons, 1973).

Esta hipotesis ha sido sostenida durante afios y es la mas aceptada en
la actualidad.

Datos obtenidos, relacionados con la hipétesis lipidica, muestran que
existe un cambio en las propiedades fisicas de los lipidos de membranas a
determinadas temperaturas dentro del rango de 7-15°C. Se encontré que estas
temperaturas coinciden con las temperaturas criticas por debajo de las cuales
los tejidos vegetales manifiestan sintomas de dafo por frio. Si bien se ha
demostrado que solo una pequena proporcion (menos 10%) de los lipidos sufre
el cambio de fase, este cambio fisico modificaria las propiedades de las
membranas. Asi, se verian afectados tanto el movimiento de iones vy
metabolitos como las actividades de las enzimas asociadas a la membrana.
Estos cambios podrian, a su vez, causar desbalances metabdlicos con la
eventual disrupcién de las membranas llevando a la ruptura de Ia
compartamentalizacion celular, muerte de las ceélulas y aparicion de los
sintomas del dafio por frio (Wills y col., 1998).

Sin embargo, esta teoria también ha sido atacada, discutida y criticada.

La principal critica es que es dificil que una mezcla heterogénea de lipidos de
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membranas vegetales que contienen un alto porcentaje de acidos grasos
poliinsaturados sufra una transicion abrupta a una temperatura por encima de
0°C (Bishop, 1986; Minorsky, 1985).

Lo que puede considerarse un refinamiento de la teoria de transicion de
fase (Parkin y col., 1989) es que la bicapa lipidica de la membrana puede sufrir
una continua transicién de fase a una temperatura critica en la que se
formarian micelas inversas que se transformarian posteriormente en micelas
inversas tubulares o de empaquetamiento cerrado que culminarian en
estructuras lipidicas hexagonales de tipo Il o bien cubicas, tal como se

esquematiza en la Figura 2.
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Figura 2. Arreglos moleculares de las estructuras de lipidos de
membrana (a) lamela; (b) micelas invertidas; (¢) micelas invertidas
tubulares; (d) arreglo compacto-cerrado de micelas invertidas en la
bicapa; (e) arreglo hexagonal tipo II; (f) arreglo cubico (Extraido de
Parkin y col., 1989).

Estas estructuras producirian una separacion de fase en las membranas
que causarian perturbaciones estructurales cuyas consecuencias serian la

pérdida de la permeabilidad y la agregacion proteica de las mismas. Estos
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cambios serian irreversibles aun cuando el tejido fuera transferido a
temperaturas fisioldgicas (Parkin y col., 1989).

La presencia de pequefas areas de lipidos en fase gel en la membrana
plasmatica puede ser suficiente para iniciar la cascada de reacciones
catabdlicas que resultan en el dafio por frio (Wang y col., 1992).

Por otra parte, se ha propuesto también que la disrupcion de la
estructura y funcién de la membrana debido al dano por frio iniciaria una
cascada en el catabolismo lipidico analoga a la que ocurre durante la
senescencia normal (Parkin y col.,, 1989; Thompson, 1984a). Este esquema
propone una hidrélisis secuencial y peroxidacion de fosfolipidos y los
catabolitos resultantes serian los que causarian la alteracion de las

propiedades fisicas de la membrana y la actividad enzimatica (Whitaker, 1995).

2.2.3. TEORIA DEL ESTRES OXIDATIVO

Las especies reactivas del oxigeno (ROS) son formas parcialmente
reducidas del oxigeno atmosférico. Se producen generalmente como resultado
de la excitacion del O, para formar oxigeno singlete ('O ) o de la transferencia
de uno, dos o tres electrones al oxigeno para formar radical superéxido (O ),
perdxido de hidrégeno (H2O2) o radical hidroxilo (HO"), respectivamente. Estas
sustancias son capaces de oxidar varios componentes celulares y pueden
ocasionar la destruccién oxidativa de la célula (Mittler, 2002).

Existen muchas fuentes potenciales de ROS en los vegetales. Asi, se
generan durante el curso del metabolismo oxidativo normal (fotosintesis y
respiracion) o su produccion puede verse exacerbada durante situaciones de
estrés abidticos tales como déficit de agua y estrés termico (Whitaker, 2003).

Si bien el nivel basal de ROS puede ser usado por los vegetales para
monitorear su grado de estrés, este nivel debe mantenerse bajo estricto control
debido a que una sobreacumulacién de ROS puede ocasionar la muerte
celular. Dicha muerte puede resultar de procesos oxidativos tales como
peroxidacién de lipidos de membrana, oxidacion de proteinas, inhibicion
enzimatica y danos del ADN y ARN (Mittler, 2002).
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Asi, el dafo por frio estaria mediado, en parte, por estas especies que
causarian danos secundarios a membranas y fotosistemas. La activacion del
oxigeno por los fotosistemas, en presencia de luz excesiva, es probablemente
el sitio principal para la producciéon de radicales libres en hojas. En tejidos no
fotosintéticos otros sistemas de transporte de electrones, como los que ocurren
en mitocondrias o plasmalemma, pueden contribuir a su formacién. Existe
evidencia experimental que indica que las mitocondrias son las principales
fuentes de superdxido en tejidos vegetales sensibles al dafno por frio (Purvis y
col., 1995).

De acuerdo con la terminologia de Raison y Lyons (1986), el estrés
oxidativo podria ser considerado como una respuesta secundaria a una lesion
primaria en un sistema enzimatico redox (Mc Kersie, 1996).

Dentro de este esquema, Shewfelt y Erickson (1991) proponen que la
peroxidacion de lipidos podria alterar las propiedades fisicas de los lipidos de
membrana y, por lo tanto, inhibir la funciéon de proteinas ligadas a membranas
contribuyendo al desarrollo de los sintomas visuales del dafio. Este mecanismo
tiene en cuenta la cinética del proceso del dafo por frio asumiendo que, a
bajas temperaturas, las reacciones de iniciacién ocurren reversiblemente y por
debajo del limite de deteccion; y que las reacciones de propagacion no se
hacen evidentes hasta que el tejido es transferido a temperaturas superiores.
Solamente si las reacciones de propagacion exceden la capacidad de los

antioxidantes, el dafio se hace irreversible.
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OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto de la baja temperatura sobre el desarrollo del dafio por frio
en berenjenas Black nite y observar la influencia de su almacenamiento en
atmoésferas modificadas pasivas como tratamiento para retardar su

manifestacion.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estudiar la evolucion de los sintomas del dafo por frio en berenjenas

Black nite almacenadas a 3°C.

¢ Investigar la evolucién de compuestos antioxidantes y su actividad en

berenjenas Black nite almacenadas a 3°C.

e Caracterizar la actividad de lipoxigenasa de la pulpa de berenjenas
Black nite y analizar la variacion de su actividad durante el

almacenamiento de los frutos a bajas temperaturas.

e Analizar el deterioro de las membranas de berenjenas Blake nite
sometidas a dano por frio evaluando los cambios en la composicion

lipidica y estudiando su estado de peroxidacion.

e Investigar el efecto del almacenamiento en atmésfera modificada pasiva
en la reduccion o retardo de la incidencia del dafo por frio en berenjenas
Black nite y comparar los parametros analizados con los de los frutos

que solo fueron refrigerados.
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DANO POR FRIO EN BERENJENAS

I.1. INTRODUCCION

l.1.1. DANO POR FRIO

Dano por frio (chilling injury) es un término usado para describir el dafo
fisiologico que ocurre en muchas frutas y hortalizas como resultado de la
exposicién a bajas temperaturas (Parkin y col., 1989). Este dafio se manifiesta
en algunos vegetales, principalmente de origen tropical y subtropical, que se
mantienen a temperaturas por encimas de su punto de congelacion y por
debajo de 5° a 15°C, dependiendo del producto (Kader, 2002a). Asi, por
ejemplo, la exposicion prolongada de tomates verde-maduros a temperaturas
por debajo de 12°C induce dafo por frio (C6té y col., 1993).

La temperatura por debajo de la cual se manifiesta el dafno por frio se
conoce como temperatura critica.

Entre las frutas y hortalizas, el dafio por frio es el causante de grandes
pérdidas econdmicas durante el almacenamiento y transporte (Pantastico y
col., 1979).

Los principales sintomas visibles del dafno son pardeamiento, escaldado
superficial, punteado, piel marchita, etc. Difieren segun el producto y varian de
acuerdo con el tejido afectado. Un sintoma comun consiste en la apariciéon de
manchas en la piel, debido al colapso y la decoloracién de las células situadas
inmediatamente debajo de la superficie (Wills y col., 1998).

Los sintomas del dano por frio aparecen generalmente mientras el
producto se encuentra a bajas temperaturas; pero, en ocasiones, solo se
manifiesta cuando el producto es transferido de la baja temperatura a una
temperatura mayor (Wills y col., 1998).

La extensién del dafio visible no sélo es funcién de la temperatura, la
especie vegetal y las condiciones morfoldgicas y fisioldégicas del material
vegetal, sino también de la duracién de la exposicién a las bajas temperaturas
(Lyons y col., 1979).

Por otra parte, dicho dafo es reversible si la exposicion a la baja

temperatura es breve. La disfuncién fisiolégica que resulta de los cambios
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moleculares inducidos por las bajas temperaturas pueden ser revertida (o
reparada) si el tejido es transferido a temperaturas a las que no se produce el
dano antes de que este realmente ocurra (Lyons y col., 1979).

Puesto que las berenjenas son sensibles a esta fisiopatia a temperaturas
inferiores a 10°C, Cantwell y Suslow (2000) recomiendan temperaturas y
humedades relativas Optimas de conservacién de 10-12°C y 90-95%
respectivamente alcanzandose con estas condiciones periodos de
almacenamiento inferiores a los 14 dias. Asimismo, estos autores indican que
el dafo se presenta en 6-8 dias cuando los frutos son almacenados a 5°C.

En las berenjenas, los principales sintomas visuales de dafo descriptos
son areas marrones y decoloradas, punteado superficial que conduce a
grandes areas deprimidas, decoloracion del caliz, pardeamiento de semillas y

pulpa y olor no caracteristico (Cantwell y Kasmire, 2002).

| . 1.2. PERDIDA DE ELECTROLITOS

Existen numerosos sintomas del dafio por frio en frutas y vegetales que
pueden atribuirse a la alteraciéon de biomembranas (Murata y Tatsumi, 1979) lo
que podria alterar su permeabilidad.

Asi, Lieberman y col. (1958) fueron los primeros en reportar que la
velocidad de pérdida de iones, principalmente potasio, en discos de batata se
incrementaba cuando se almacenaban a 7,5°C.

Por otra parte, el dafio por frio al causar danos en la membrana celular
ocasiona la pérdida de electrolitos que puede ser determinada midiendo la
conductividad eléctrica de lixiviados de tejidos (Cété y col., 1993). Esta pérdida
de electrolitos es considerada generalmente como una medida indirecta del
dafo de la membrana celular vegetal (Furmanski y Buescher, 1979; King y
Ludford, 1983; Wang, 1989; Woods y col., 1991).

Numerosos estudios de permeabilidad de tejidos sensibles muestran un
incremento en la velocidad y/o porcentaje de intercambio de electrolitos
(Murata y Tatsumi, 1979; Cété y col., 1993; Saltveit, 2002; Kuo y Parkin, 1989;

etc.). Dicho intercambio idnico, que se correlaciona con la aparicion de
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En raices de jicama, la blancura de la pulpa es una caracteristica
importante de calidad y pueden producirse pardeamientos causados por dafio

por frio y senescencia (Cantwell y col., 2002).
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|.2. OBJETIVOS

I.2.1. Objetivo general

Estudiar la evolucién de los sintomas del darfo por frio en berenjenas

Black nite almacenadas a 3°C.

|. 2.2. Objetivos especificos

A partir del objetivo general, se fijaron los siguientes objetivos

especificos para el presente capitulo:

a) Caracterizar los sintomas del dafio por frio en berenjenas Black
nite almacenadas a 3°C y estudiar su evolucién durante el

almacenamiento refrigerado.

b) Evaluar la variaciéon de la pérdida de electrolitos con el dafo por
frio en berenjenas Black nite almacenadas a 3°C y compararla
con los valores correspondientes a frutos testigos almacenados a
20°C.

c) Analizar la evolucién de los parametros de color durante el

almacenamiento refrigerado de berenjenas Black nite.
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|. 3. MATERIALES Y METODOS

I. 3.1. Material vegetal

Se trabaj6é con berenjenas del cultivar Black nite provenientes de una
finca ubicada en la localidad de La Darsena del Departamento Banda,
Provincia de Santiago del Estero, Argentina.

Los frutos se cosecharon manualmente, en horas tempranas de la
manana, con grado de madurez comercial correspondiente a un peso de 300 —
400 g. Las berenjenas se seleccionaron segun forma, tamafo y ausencia de
defectos.

Una vez en el laboratorio, los frutos se lavaron con agua clorada, se

escurrieron y se dejaron secar.

. 3.2. Almacenamiento

Los frutos se envasaron individualmente en bolsas de polietileno de baja
densidad (PEBD) perforadas (190 perforaciones/m” de 13 mm de diametro)
para permitir un buen intercambio gaseoso. Posteriormente se conservaron a
3°C durante 12 a 17 dias, usandose como testigo frutos almacenados a 20°C.

Se extrajeron muestras compuestas de cinco frutos cada una a los 0,5,
1, 2 y 3 dias y, posteriormente, cada 3-5 dias. Para tiempos de
almacenamiento iguales y superiores a los 3 dias, una muestra de las
berenjenas que permanecieron a 3°C, fue transferida a 20°C durante 48 horas

para simular condiciones de venta.

| . 3.3. Determinaciones

I. 3.3.1. Caracteristicas visuales de dafo por frio e indice de dafo

Inmediatamente a la salida de la camara y luego de mantenerse durante

48 h a 20°C, los frutos se evaluaron, en forma visual, a fin de determinar la
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presencia de sintomas externos e internos de dafo por frio y el nivel de éste
alcanzado.

La evaluacion del indice de dano (ID) se realizé utilizando una escala
numeérica subjetiva del 1 al 5, disefiada especialmente y que se muestra en la

Tabla I.1.
Asimismo, para cada muestra se calculé el indice de dafio definido de la

siguiente manera:

e > (n; x puntaje)

donde:
n; : numero de frutos de cada puntaje;

N : numero total de frutos de cada tiempo y tratamiento.

Tabla I.1: Escala numérica usada para describir la intensidad del dafio por frio en berenjenas
almacenadas a 3°C basada en observaciones visuales internas y/o externas de los frutos.

Puntaje | Severidad del dafio Sintomas
1 Ninguno No visibles.
- Caliz verde con pocas lesiones superficiales.
2 Incipiente

Puntedo incipiente.

Lesiones de tamano pequefioc a medio (zonas
escaldadas de color pardo con depresiones
superficiales).

Ligero oscurecimiento de la pulpa.

Frutos ligeramente deteriorados.

Distribucién heterogénea del dafio entre los frutos.

3 Moderado

Lesiones superficiales grandes, extendidas en un
area superficial no mayor a 1/3 del fruto, de color
4 Severo pardo oscuro.

Moderado oscurecimiento de la pulpa.

Frutos deteriorados no comercializables.

Areas superficiales grandes necrosadas.
Oscurecimiento de la pulpa y las semillas.
Apariencia acuosa de la pulpa.

Severo deterioro de los frutos.

5 Muy severo

Para ID mayores a 2,5 los frutos presentaban ya danos considerables vy,

por lo tanto, no eran comercializables.
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|.3.3.2.- Pérdida de electrolitos

La determinacion de la pérdida de electrolitos se realizé a traves de la
medicion de la conductividad eléctrica.

Para ello se extrajeron, con un sacabocado, discos de 13 mm de
diametro y 2 mm de espesor de la regién ecuatorial de cada fruto y se les retird
la piel. Una muestra representativa del tejido, aproximadamente 2 g, fue lavada
repetidamente con abundante agua bidestilada, colocada en un erlenmeyer y
cubierta con 100 ml de solucién de manitol 0,4 M. La solucién se incubd
durante 4 horas a 25°C y se ley6 su conductividad. Posteriormente, tejido y
manitol se autoclavaron a 121°C durante 30 minutos, a fin de liberar todos los
electrolitos, se enfrio a 25°C y se determiné la conductividad de los electrolitos
totales sobre las mismas muestras.

Cada determinacién se realizé por triplicado empleandose para ello un
conductimetro ANTARES III.

La pérdida de electrolitos se expresa en porcentaje de electrolitos

totales.

l.3.3.3. Pardeamiento de la pulpa

Utilizando un colorimetro Minolta CR-300, se midi6é el parametro L* en
rodajas recién cortadas de 0,5 cm de espesor. Dichas rodajas se obtuvieron de
la zona ecuatorial de cada fruto muestreado (5 frutos / muestra) y las
mediciones se realizaron sobre cuatro puntos equidistantes de la misma.

Los resultados se expresan como L.
|. 3.3.4. Potencial de oxidacién

Se midié el parametro L*, al cabo de 30 minutos de cortadas, en los
mismos puntos de las rodajas obtenidas segun se describié en el item anterior,

a fin de evaluar el potencial de oxidacién (AL).

Dicho valor se expresa segun la siguiente relacion:
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AL = (LO = I-30 min.)

I.3.3.5. Color de la piel

La medicion del color superficial se realizd en cuatro puntos

equidistantes sobre la zona ecuatorial de los frutos enteros muestreados.

Se midieron y calcularon las siguientes variables:

L* (Luminosidad) equilibrio entre negro (0) y blanco (100)

a* = equilibrio entre verde (-a) y rojo (+a)

b* = equilibrio entre azul (-b) y amarillo (+b)

Cr (Croma) = (@ + b*®)”* = grado de saturacion del color
Hue = arctg (b*/a*) = color

Las determinaciones se realizaron con un colorimetro Minolta modelo
CR-300.

|.3.3.6. Analisis estadistico

Las experiencias se realizaron segun un disefio factorial, siendo los
factores la temperatura y el tiempo de almacenamiento, llevandose a cabo por
lo menos cuatro ensayos de almacenamiento a 3°C.

Se realizd6 un Analisis de Varianza (ANAVA) de los resultados
comparandose las medias con el test LSD para un nivel de significancia (a)

igual a 0,05 utilizandose el software estadistico SPSS 10.0.
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|. 4. RESULTADOS Y DISCUSION

| . 4.1. Caracteristicas visuales de daio por frio e indice de dano

Los principales sintomas visuales del dafio por frio en berenjenas fueron
punteado superficial, lesiones caracterizadas por zonas escaldadas de color
pardo con depresiones superficiales (que se acentuaron y extendieron a
medida que aumenté el tiempo de exposicion a las bajas temperaturas),
marchitamiento y oscurecimiento del caliz y pardeamiento de pulpa y semillas.

En la Figura |.1 se muestra una fotografia de las berenjenas
conservadas por 12 dias a 3°C, donde se observan los sintomas antes

descriptos.

Figura 1.1. Aspecto de las berenjenas Black nite al cabo de 12 dias de
almacenamiento a 3°C.
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Estos sintomas coinciden con los descriptos para diferentes variedades
de berenjenas (Fallik y col., 1995; Molinar y col., 1996; Cantwell y Suslow,
2000).

El primer signo visible del dafo por frio se manifestd ya al cabo de los 3
dias de almacenamiento a 3°C con la aparicién de punteado en la superficie. A
medida que avanz6 el tiempo de almacenamiento aparecieron pequefias
depresiones pardas que se extendieron sobre toda la superficie de los frutos
acompafadas, cuando el dafo fue muy severo, del oscurecimiento de pulpa y
semillas. Asimismo, el céaliz fue adquiriendo aspecto marchito y color verde
grisaceo.

Lopez-Andréu y col. (1988) registraron la aparicién de escaldadura,
decoloracion y pérdida de brillo en berenjenas luego de 18 dias de
conservacién y Esteban y col. (1989b) observaron la aparicién de punteado
superficial luego de 13 dias de almacenamiento de frutos del cv. Black Roud
conservados a 5°C.

Por otra parte, Fallik y col. (1995) observaron la aparicién de dafo por
frio recién a los 10 dias de almacenamiento a 6°C en berenjenas cv. Classic
cosechadas en primavera; mientras que Molinar y col. (1996) notaron niveles
de dafio moderado a los 7 dias de almacenamiento a 0° y 2,5°C en berenjenas
cv. Black Bell conservadas en bolsas de polietileno ventiladas extendiéndose
ese periodo a 14 dias cuando los frutos se almacenaron a 5°C.

En todos los casos, los sintomas fueron mas marcados luego de que los
frutos fueron transferidos a 20°C durante 48 horas, tal como puede observarse
en la Figura 1.2. En ésta se muestran berenjenas de igual periodo de
almacenamiento en frio que el de la figura anterior a las que se las transfirié a
20°C durante 48 horas.

Las berenjenas testigos, almacenadas a 20°C, al cabo de 12 dias de
almacenamiento presentaron signos evidentes de senescencia caracterizados
por su caliz marchito, color pardo grisaceo, con desarrollo incipiente de hongos,
consistencia blanda y superficie arrugada tal como puede observarse en la
Figura 1.3. Sin duda, este dafo por sobremaduracién trajo como consecuencia

frutos no aptos para su comercializacion.
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12d 3°C +
2d20°C

Figura 1.2. Aspecto de las berenjenas Black nite al cabo de 12 dias de
almacenamiento a 3°C y transferidas durante 2 dias a 20°C.

12d20°C

Figura 1.3. Aspecto de las berenjenas Black nite al cabo de 12 dias de
almacenamiento a 20°C.
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Sigrist (1984a) observo que en berenjenas cv. Black Bell almacenadas a
12,5°C o temperaturas superiores comenzaron a desarrollarse hongos sobre
sus calices, éstos se oscurecian y aparecian lesiones necréticas en la zona de
unién del caliz al fruto que se transformaban en areas con aspecto acuoso y se
extendian a todo el fruto. Por otra parte, Jha y Matsuoka (2002) apreciaron una
disminucién significativa en la consistencia de berenjenas cv. Ryoma con el
tiempo de almacenamiento a 20°C.

En la Figura |.4. se grafica la evolucion del indice de dafio en funcién del
tiempo de almacenamiento para berenjenas conservadas a 3°C y luego de

transferidas a 20°C por 48 horas.

m3°C
4 4 @3°C+20°C

Indice de dafio

Tiempo (dias)

Figura 1.4. Evolucion del indice de dafio de berenjenas Black nite
almacenadas a 3°C y de frutos transferidos a 20°C durante 48 h.
LSD0.05 S 0,64

Tal como se observa en la misma, el indice de dano aumenté a medida
que aumentd el tiempo de almacenamiento a 3°C, siendo superior luego del
pasaje a 20°C.

Cuando los frutos alcanzaron un ID igual a 2,5 presentaron sintomas que
los tornaron no comercializables. Estos valores se alcanzaron a 6 dias de

almacenamiento a bajas temperaturas.
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Kozukue y col. (1979) notaron, también, que los sintomas de dafio por
frio se acentuaron cuando frutos cv. Hyonaga fueron transferidos a 20°C luego
del almacenamiento a 1°C. Resultados similares fueron reportados por Sigrist
(1984b) para berenjenas cv. Black Bell almacenadas a 2,5° y 7,5°C.

Asimismo, el incremento del nivel de dafio por frio con el pasaje a
temperaturas mas altas fue informado por diferentes autores para otros
productos sensibles; entre ellos podemos citar pimientos (Purvis, 2002) y

mango (Phakawatmongkol y col., 2004).

|.4.2. Pérdida de electrolitos

El aumento en la permeabilidad de la membrana y en las velocidades de
intercambio i6nico estan asociadas con el dafo por frio de tejidos sensibles,
aun cuando el incremento observado en la permeabilidad generalmente ocurre
luego de un enfriamiento prolongado (Saltveit, 2002).

Numerosos trabajos han examinado el efecto del enfriamiento en la
permeabilidad de las membranas (Murata y Tatsumi, 1979; Kuo y Parkin, 1989,
entre otros) y presentaron datos indicando que un incremento en el intercambio
idnico ocurre en tejidos sensibles cuando se mantienen a una temperatura fria
(Saltveit, 2002).

En nuestros ensayos, tal como puede verse en la Figura 1.5., los valores
de pérdida de electrolitos de los frutos almacenados a 3°C permanecieron
constantes en el tiempo (p >0,05) manifestando un aumento significativo en los
valores obtenidos sélo en los ultimos dias de almacenamiento cuando los frutos
han alcanzado un nivel de dafio importante. Asi, los valores de pérdidas de
electrolitos obtenidos al cabo de 17 dias de almacenamiento fueron,
aproximadamente, un 30% mayor con respecto a los valores obtenidos para el
tiempo 0. Sin embargo, Murata y Tatsumi (1979) notaron que en berenjenas los
valores siguieron la misma tendencia que en pimiento donde no observd
incremento durante el almacenamiento a 2°C o0 12,5°C.

Estudios cinéticos del intercambio i6nico de discos de pericarpio de

tomate mostraron que el incremento de permeabilidad se desarrolldé lentamente
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durante el enfriamiento y que se necesitaron varios dias de frio para que las
velocidades de intercambio sean significativamente mayores a las de los

controles no refrigerados (Saltveit, 2002)
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Figura 1.5. Variacion de la pérdida de electrolitos en berenjenas
Black nite almacenadas a 3°C, 20°C y frutos transferidos a 20°C
durante 48 h. LSDO‘05 =422.

A partir del dia 13 de almacenamiento, se registraron diferencias
significativas en el pasaje a 20°C siendo estos valores mayores que los
obtenidos para 3°C. Dichos incrementos superaron el 20% para tiempos de
almacenamiento iguales o superiores a los 13 dias.

Sin embargo, Coéte y col. (1993) encontraron que la pérdida de
electrolitos disminuyé después que distintas variedades de tomate eran
retornadas a 20°C por 4 o 7 dias luego de un almacenamiento a 3°C.

Kuo y Parkin (1989) informaron que en pepinos cv. Carolina el
porcentaje de electrolitos perdidos comenz6 a aumentar a partir de los 7 dias
de almacenamiento a 4°C y las frutas no refrigeradas mostraron solo un
moderado incremento en estos valores para los mismos periodos de
almacenamiento. Las frutas transferidas a 14°C durante 8 dias no manifestaron
incrementos en este parametro sino hasta después de 10 — 18 dias de
almacenamiento siguiendo una tendencia similar a las continuamente

refrigeradas.
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En los frutos testigo, almacenados a 20°C, se registrd un aumento
asintético del porcentaje de perdidas de electrolitos debido a su maduracién. Si
comparamos los valores a los 13 dias de almacenamiento con los
correspondientes al tiempo 0, los resultados indican que practicamente se ha
duplicado.

En todos los casos, los valores obtenidos a 20°C superan a los
correspondientes a 3°C; asi, a los 8 y 13 dias de almacenamiento las pérdidas
de electrolitos son mas del doble a 20°C que a 3°C. Esta tendencia coincide
con lo informado para otros productos. En el caso de tomate, Céte y col. (1993)
registraron valores aproximadamente 1,5 veces superiores a 12,5°C que a 3°C
a partir del octavo dia de almacenamiento y Bergevin y col. (1993) obtuvieron
tendencias similares.

Representando el porcentaje de pérdida de electrolitos en funciéon del ID,
tal como se muestra en la Figura 1.6., observamos que esta medida es
indicativa del dafo por frio alcanzado por los frutos cuando el ID supera un
determinado nivel. Los resultados encontrados indican que dichos porcentajes
superan el 30% cuando los frutos alcanzaron ID superiores a 2,5. A partir de

ese valor de ID los frutos se consideraron no comercializables.
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Figura 1.6. Relacién entre la pérdida de electrolitos y el ID de
berenjenas Black nite almacenadas a 3°C y frutos transferidos a 20°C
durante 48 h. LSDg s = 3,95.
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Las diferencias en el comportamiento de las tendencias de la pérdida de
electrolitos encontradas en diferentes tejidos, llevaron a Cété y col. (1993),
Saltveit (2002) y Bergevin y col. (1993) a confirmar la limitacion del uso de este

parametro como medida indirecta del dano por frio.
| . 4.3. Pardeamiento de la pulpa

La pulpa de los frutos recién recolectados se caracterizé por tener una
alta luminosidad ya que los valores correspondientes al parametro Lo fueron
superiores a 75 indicando la preponderancia del blanco. Molla y col. (1990)
encontraron valores de L* superiores a 70 en pulpa de berenjenas de las
variedades Larga morada y Redonda negra lisa al cabo de 42 dias de

desarrollo de los frutos.

100 1
m3°CE3°C+20°C
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Figura I.7. Cambios del parametro L, durante el almacenamiento de
berenjenas Black nite a 3°C y frutos transferidos a 20°C durante 48 h.
LSDo_os = 2,07

En la Figura 1.7. se muestra la evolucion de Lo a los largo del
almacenamiento. Se observa que los valores de Ly no registraron diferencias
durante el tiempo de almacenamiento ni después del pasaje a 20°C. El nivel de

dafno moderado alcanzados por los frutos a los 12 dias de almacenamiento se
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corresponde con un ligero pardeamiento interno de la pulpa. Este es sélo uno
de los sintomas ponderado en la evaluacion de ID.

Sin embargo, Concellén (2003) encontré que para berenjenas Monkey
Market N° 2 conservadas a 0° y 5°C, el valor de Ly fue disminuyendo con el
avance del tiempo de almacenamiento siendo mas pronunciado este efecto a
0°C que a 5°C.

Asimismo, se registré una disminucién de L* en raices de jicama durante
su almacenamiento a una temperatura de 10°C que provoca dafo por frio
(Cantwell y col., 2002).

| . 4.4. Potencial de oxidacién

Larrigaudiere y col. (1998), trabajando con peras, encontraron una
correspondencia entre el pardeamiento del tejido y la disminucién de AL

(potencial de oxidacion).

m3°C@3°C+20°C

Potencial de oxidacion

Tiempo (dias)

Figura 1.8. Evolucién del potencial de oxidacién (AL, ) durante el
almacenamiento de berenjenas Black nite a 3°C y frutos transferidos a
20°C durante 48 h. LSDg o5 = 2,05.

Los datos obtenidos presentaron una gran variabilidad adoptando

valores en su mayoria positivos y algunos valores negativos (1 de 5). Asi por
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ejemplo, el valor inicial de AL fue, en promedio, 2,80 variando entre un minimo
de —0,05 y un maximo de 5,62 (-0,05 fue el unico valor negativo registrado).

Como las diferencias de L* son positivas cuando el tejido se oscurece,
en la mayoria de los casos se registré6 oscurecimiento del tejido luego de 30
min de exposicion al aire.

Sin embargo, si analizamos la variacion AL en los ensayos realizados no
se registraron diferencias significativas (Figura 1.8.) ni durante el
almacenamiento a 3°C ni luego del pasaje a 20°C.

No obstante, Concellon (2003) observé una disminucion de este
parametro en berenjenas cv. Money Maker N°2 almacenadas a temperaturas

de dafo por frio.

|1.4.5. Color de la piel

El color caracteristico de las berenjenas Black nite es purpura oscuro.
Este color caracteristico se manifiesta desde el momento de la formacién del
fruto tal como puede observarse en la Figura 1.9. en la que se muestran
berenjenas recolectadas luego de 3 dias de la caida de los pétalos de las
flores.

La medicion objetiva del color de los frutos recién recolectados genero
valores positivos de a* (rojo) y negativos de b* (azul) que variaron entre 3,40 -
6,31 y (-2,38) - (-1,42) respectivamente; el intervalo de variacién de L* fue
45,32 - 43,68 cercano al equilibrio entre blanco y negro.

Mediciones del color durante el desarrollo de berenjenas de las
variedades Larga morada y Redonda negra lisa presentaron valores menores
de L* (12,11 y 9,64 respectivamente), mayores de a* (7.8 y 8,08
respectivamente) y valores positivos de b para ambos cultivares a los 42 dias
de desarrollo de los frutos, fecha recomendada como Oéptima para su

recoleccion (Molla y col., 1990).
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Figura 1.9. Aspecto de berenjenas Blake nite recolectadas a los 3 dias de caida
de los pétalos de las flores.

En la Figura 1.10. pueden verse los valores obtenidos de estos
parametros a lo largo del almacenamiento refrigerado. El valor de L* mostré un
incremento (17%) luego de 1 dia de aimacenamiento a 3°C para disminuir, a
partir del tercer dia, a niveles similares al inicial permaneciendo sin
modificaciones hasta el final del periodo de conservacién. El pasaje a 20°C no
registré diferencia significativa en los valores de L*.

Por su parte, el valor de a* no manifesté diferencias significativas tanto
durante el almacenamiento refrigerado como luego de pasaje. Sin embargo, el
valor de b* se mantuvo practicamente constante hasta el dia 2 aumentando
aproximadamente 1,4 veces a partir del tercer dia continuando lentamente con
esta tendencia hasta el final del almacenamiento. No se evidencié diferencia
significativa con los valores obtenidos para los frutos que sufrieron el pasaje a
20°C.
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Figura 1.10. Variacion de las coordenadas de color a*, b* y L* de
berenjenas Black nite durante el aimacenamiento a 3°C y luego del
pasaje a 20°C por 48 h. LSDggs (L*) = 1,27; LSDgos (2*) = 1,10;

LSDoes (b%)

=0,41.
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Asimismo, el parametro Croma (Cr) mostré6 una marcada disminucién a
los 3 dias tanto en los frutos refrigerados como en los frutos transferidos a 20°C
por 48 h, tal como puede apreciarse en la Figura .11, aumentando nuevamente
al final del almacenamiento. Sin embargo, el valor de Hue aumenté en los
primeros dias de almacenamiento permaneciendo relativamente constante

(p>0.05) hasta el final de la conservacion.
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Figura 1.11. Variacién de los parametros Cr y Hue de berenjenas
Black nite durante el almacenamiento a 3°C y luego del pasaje a
20°C por 48 h. LSDg s (Cr) = 1,06; LSDg s (Hue) =493

En productos tolerantes al dafo por frio se encontraron resultados

disimiles con respecto al comportamiento del color durante el almacenamiento
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refrigerado. Asi, en frutillas cv Chandler almacenadas a 0°, 5° y 10°C no se
encontraron diferencias significativa en el color de la piel entre las temperaturas
de almacenamiento pero si en el tiempo (Ayala-Zavala y col., 2004). Sin
embargo, en uvas de mesa cv Napoledon almacenadas en polipropileno
perforado por 38 dias a 0°C seguido de un pasaje por 6 dias a 15°C en aire, no
se observaron diferencias significativas en el tiempo para los parametros de
color L*, Cry Hue (Artés-Hernandez y col., 2003).

En el caso de berenjenas cv Money Maker N°2 almacenadas en bolsas
perforadas de polietileno de baja densidad a 0°, 5° y 10°C durante 15 dias no
se registr6 grandes variaciones de color en la zona del centro de los frutos
(Concellon, 2003).

Se realizaron, ademas, determinaciones de los parametros de color en
las manchas producidas por el dano por frio cuando el tamano de las mismas
permitié su medicién. Los valores de L* y Cr no presentaron diferencias con los
obtenidos para la piel pero si lo hizo el Hue siendo menor el de la piel que el de
las manchas. Esta diferencia se debi6 a valores menos negativos de b*
disminuyendo la incidencia del color azul en las manchas cuya coloracién

tiende al marrén (datos no mostrados).
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. 5. CONCLUSIONES

e En berenjenas Black nite se observé dano por frio a partir del tercer dia
de almacenamiento a 3°C. Los sintomas de dafio fueron
incrementandose con el tiempo de almacenamiento a 3°C y se

acentuaron con el pasaje de los frutos a 20°C.

¢ Los sintomas de dano por frio fueron punteado superficial, aparicién de

zonas punteadas, decoloracién del caliz, pardeamiento de semillas y

pulpa.

e La pérdida de electrolitos fue significativa una vez que los frutos
alcanzaron un determinado nivel de dafo siendo esta medida indirecta

del dafio sensible para berenjenas con dafio severo o muy severo.

e Tanto el almacenamiento como la transferencia de los frutos a 20°C

evidenciaron valores de pérdida de electrolitos mayores que a 3°C.

e No se registraron diferencias significativas en el pardeamiento de la
pulpa y en el potencial de oxidacion de los frutos durante el tiempo de

conservacién estudiado.
e El parametro Cr de la piel disminuyd a los 3 dias de conservacion y se
registr6 un incremento de la luminosidad y el Hue de los frutos

almacenados a 3°C a tiempos cortos.

e Las manchas de dano por frio se distinguieron por valores de Hue

mayores que la piel debido a su coloracion marrén caracteristica.
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COMPUESTOS FENOLICOS Y ACTIVIDAD ANTIRADICAL

Il.1. INTRODUCCION

Los antioxidantes son compuestos que inhiben o disminuyen la
oxidacion inhibiendo la iniciacién o propagacién de las reacciones oxidativas en
cadena (Bergman y col., 2001). Determinados tipos de estrés abiotico inducen
la produccion de antioxidantes en vegetales para contrarrestar el incremento de
radicales libres (Bartosz, 1997; Starzyriska y col., 2003) producidos por el
mismo.

Los principales compuestos antioxidantes presente en frutas y hortalizas
son acido ascorbico, carotenoides, flavonoides y otros fenoles (Roberts y
Gordon, 2003).

Il. 1.1. Compuestos fendlicos

Los flavonoides y acidos fendlicos, ampliamente distribuidos en el reino
vegetal, incluyen un amplio grupo de compuestos naturales. El reciente interés
en estos compuestos bioactivos se ha visto estimulado por los beneficios
potenciales para la salud debido a sus roles como antioxidantes. (Awad y
Jager, 2003).

Se realizaron numerosos estudios sobre las funciones de estos
compuestos ya que poseen propiedades biolégicas y quimicas en comun:
caracter reductor, capacidad de secuestrar especies reactivas del oxigeno
(ROS) y quelar iones metalicos, tendencia a la auto-oxidacién y capacidad por
regular la actividad de algunas enzimas celulares (Robards y col., 1999). Asi,
por ejemplo, Benkeblia (2000) encontré que las antocianinas y flavonoides
presentes en cebolla podrian estar involucrados en la respuesta de los tejidos
al estrés por frio.

Asimismo, los cambios de color que ocurren durante el desarrollo del
dano por frio en frutas y vegetales estan generalmente asociados con el
metabolismo de compuestos fendlicos (Saltveit y Morris, 1990).

En manzanas, la concentracion de flavonoides y acido clorogénico

generalmente disminuye durante el desarrollo del fruto hasta alcanzar un nivel
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bajo, mas o menos estacionario, durante la maduraciéon. Sin embargo, los
patrones de los cambios en fenoles durante el almacenamiento y la vida util

son variables (Awad y Jager, 2003).

Il.1.2. Flavonoides

El término flavonoides denota un grupo muy amplio de compuestos
polifendlicos caracterizados por una estructura benzo-y-pirano (Figura 11.1), los
cuales estan ampliamente distribuidos en el reino vegetal y se encuentran de
forma universal en las plantas vasculares, en forma de glicésidos (Cartaya y
Reynaldo, 2001).

Figura II.1. Estructura basica del esqueleto flavondélico
(Extraido de Cartaya y Reynaldo, 2001).

Entre éstos se encuentran, principalmente, los siguientes:

a) Flavonas y flavonoles: son los mas comunes y estan
ampliamente distribuidos en todos los pigmentos amarillos de las
plantas.

b) Flavononas y flavanonoles: existen en pequefias cantidades
comparados con los otros flavonoides. Son incoloros o soélo
ligeramente amarillos.

c) Antocianinas: siempre se encuentran en forma de glicésidos y

son el grupo de pigmentos, después de la clorofila, mas
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importante en las plantas proporcionando el color rojo, violeta o

azul, segun su estructura, a numerosas flores y frutos.

Las diferencias individuales entre cada grupo se deben a la variacion en
el nimero y arreglo de los grupos hidroxilos asi como a la naturaleza y
extensioén de la alquilacion y/o glicosilaciéon de estos grupos (Rice-Evans y col.,
1996).

Las flavonas y flavonoles mas comunes son los dihidroxilados en las
posiciones 3’ y 4’ del anillo B. El sitio de glicosilacién preponderante es la
posicién 3 y menos frecuentemente la posicion 7 (Rice-Evans y col., 1996).

El azucar que generalmente esta presente en los flavonoides es la
glucosa, aunque también se pueden encontrar galactosa, ramnosa y xilosa y el
disacarido rutinosa.

Los flavonoides se encuentran localizados en la membrana del tilacoide
de los cloroplastos (Cartaya y Reynaldo, 2001) y juegan roles diferentes en la
ecologia de los vegetales. Debido a sus colores atractivos, las flavonas,
flavonoles y antocianinas actian como sefales visuales para los insectos
polinizantes (Pietta, 2000). Debido a su astringencia, las catequinas y otros
flavanoles pueden representar un sistema de defensa contra insectos
perjudiciales para el vegetal (Mazza y Miniati, 1993). Los flavonoides actuan
como catalizadores en la fase luminosa de la fotosintesis y/o como reguladores
de los canales de hierro involucrados en la fosforilacién (Pietta y Simonetti,
1999). También, debido a sus propiedades de absorcion de UV, los flavonoides
protegen a los vegetales de dicha radiacion solar y eliminan especies oxigeno
reactivas generadas por UV (Ingram y col., 1997). Asimismo, actuan como
protectores contra el estrés en células vegetales eliminando especies oxigeno
reactivas producidas por el sistema fotosintético de transporte de electrones
(Harborne, 1994).
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Il . 1.3. Actividad antiradical.

Los antioxidantes fenélicos forman una clase importante de compuestos
que sirven para inhibir la oxidacion de productos tanto de importancia comercial
como biolégica (Wright y col., 2001). La actividad antioxidante de los fenoles se
debe principalmente a sus propiedades redox, que les permiten actuar como
agentes reductores, dadores de hidrégeno y secuestrantes de oxigeno singlete
(Pyoy col., 2004).

La funcion de los antioxidantes es interceptar o reaccionar con radicales
libres a una mayor velocidad que el sustrato existiendo dos caminos para la
oxidacién en los que los antioxidantes juegan un rol preventivo (Wright y col.,
2001) como se describe a continuacioén:

El primero es la transferencia de un atomo de hidrégeno, importante en

el mecanismo de oxidacion de lipidos que se ilustra seguidamente:

RH — R* (iniciacion) (1)
R* + O, — ROy* (adicién de Oy) (2)
RO,* + RH — ROOH + R* (intercambio de H) (3)

Una vez generado el radical libre R*, las reacciones (2) y (3) forman una
reaccion en cadena que, en el caso de los lipidos, convergen en hidroperéxidos
lipidicos (ROOH). El papel de los antioxidantes (ArOH) es interrumpir la

reaccién en cadena de acuerdo a la siguiente ecuacion:

RO,* + ArOH — ROOH + ArO* (4)

Para ser efectivo, ArO* debe ser un radical libre relativamente estable
gue reacciona lentamente con el sustrato RH y rApidamente con RO,*.

El otro mecanismo posible por el cual un antioxidante puede desactivar
un radical libre es la transferencia electronica, en la cual se forma primero el
cation seguido de una deprotonaciéon rapida y reversible en solucion, de

acuerdo a las siguientes reacciones:
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RO,* + ArOH —» RO, + ArOH" (transferencia de electron)
ArOH" + H,O0 < ArO* + H30" (equilibrio de deprotonacion)
RO, + H3;0" < ROOH + H,O (formacién de hidroperédxido)

El resultado neto de las ecuaciones anteriores resulta en la misma
ecuacion (4).

Por lo tanto, el efecto antioxidante global de los flavonoides sobre la
peroxidacion lipidica esta relacionado con sus propiedades secuestrantes de
-OH y O;" y su reaccién con radicales peroxy (Husain y col., 1987).

Los factores de estrés que influyen en los tejidos vegetales causan el
incremento de radicales libres de oxigeno en las células, dando lugar al estrés
oxidativo (Bartosz, 1997). Si la actividad del sistema antioxidante en las células
vegetales no es lo suficientemente alto, se produce las senescencia intensa del
tejido (Hodges y col., 2001). Este mecanismo constituye la base de los cambios
fisiolégicos que se producen en los tejidos vegetales almacenados,
determinando su durabilidad postcosecha. Ademas de las enzimas, los
antioxidantes no enzimaticos como los fenoles y flavonoides constituyen
agentes importantes de defensa de los vegetales contra estos radicales libres
(Starzyriska y col., 2003).

Los alimentos cotidianos tiene una amplia variedad de moléculas que
reaccionan con radicales libres; asi, frutas, vegetales, té, vino, etc. son
productos ricos en compuestos antioxidantes tales como flavonoides,
antocianinas, carotenoides y vitaminas (Soler-Rivas y col., 2000)

Actualmente se presta especial atencion al metabolismo postcosecha de
estas sustancias. Ademas, segun reportes recientes, se encontré una
correlacién altamente positiva entre los fenoles totales y la actividad
antioxidante en muchas especies vegetales (Leja y col., 2001).

Por otra parte, los antioxidantes de las frutas protegen los tejidos no sélo
contra situaciones de estrés sino también contra enfermedades. La resistencia
postcosecha a enfermedades puede también ser inducida por moléculas
antifungicas especificas, por ejemplo, compuestos fendlicos tales como

fitoalexinas y proantocianidinas (Ayala-Zavala y col., 2004).
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Como el almacenamiento postcosecha puede afectar el nivel de
antocianinas, compuestos fendlicos y capacidad antioxidante de frutas y
vegetales, el contenido de antioxidantes se ha transformado en un parametro
cada vez mas importante con respecto a la calidad de frutas y vegetales
destacandose el interés por evaluar los cambios en su capacidad antioxidante
durante el almacenamiento postcosecha de cultivos horticolas (Ayala-Zavala y
col., 2004).

Asi, se ha estudiado la capacidad antioxidantes, por diferentes métodos,
de muchos productos vegetales como brécoli, zanahorias, coliflor, uvas,
cebollas, frutilias (Roberts y Gordon, 2003), espinacas (Bergman y col., 2001),
mora (Zhishen y col., 1999) y hongos (Cheung y Cheung, 2005), entre otros.
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II.2. OBJETIVOS

Il. 2.1. Objetivo general

Investigar la evolucion de compuestos antioxidantes y su actividad en

berenjenas Black nite almacenadas a 3°C
Il . 2.2. Objetivos especificos
a) Evaluar la variacion de los compuestos fendlicos en berenjenas
Black nite almacenadas a 3°C y compararla con los valores

correspondientes a frutos testigos almacenados a 20°C.

b) Estudiar las modificaciones en la concentracion de flavonoides

durante el almacenamiento refrigerado de berenjenas Black nite.

c) Determinar las modificaciones en el contenido de acido ascérbico

durante el almacenamiento a 3°C de berenjenas Black nite.

d) Analizar el efecto del estrés por bajas temperaturas en la

actividad antiradical de berenjenas Black nite.
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Il. 3. MATERIALES Y METODOS
Il. 3.1. Material vegetal

Se trabajé con berenjenas del cultivar Black nite provenientes de una
finca ubicada en la localidad de La Darsena del Departamento Banda,
Provincia de Santiago del Estero, Argentina.

Los frutos se cosecharon manualmente, en horas tempranas de la
mafana, con grado de madurez comercial correspondiente a un peso de 300 —
400 g. Las berenjenas se seleccionaron segun forma, tamano y ausencia de
defectos. Una vez en el laboratorio, los frutos se lavaron con agua clorada, se

escurrieron y se dejaron secar.
Il. 3.2. Alimacenamiento

Los frutos se envasaron individualmente en bolsas de polietileno de baja
densidad (PEBD) perforadas (190 perforaciones/m? de 13 mm de diametro)
para permitir un buen intercambio gaseoso. Posteriormente se conservaron a
3°C durante 12 a 17 dias, usandose como testigo frutos almacenados a 20°C.

Periédicamente (cada 12-24 h hasta los 3 dias y, posteriormente, cada 3
dias) se extrajeron muestras compuestas de cinco frutos cada una. Para
tiempos de almacenamiento igual y superiores a los 3 dias, una muestra de las
berenjenas que permanecié a 3°C, fue transferida a 20°C durante 48 horas

para simular condiciones de venta.
Il . 3.3. Determinaciones
Il. 3.3.1. Fenoles
Se determinaron los polifenoles a través de la evaluacién global de los

mismos por el método de Folin-Ciocalteu utilizando la metodologia descripta
por Swain y Hillis (1959).
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a.- Preparacion de las muestras

La muestra para analisis se prepardé cortando una rodaja de 2 cm de
espesor de la zona ecuatorial de cada fruto muestreado para cada tiempo y
ensayo. Las rodajas se dividieron en cuatro porciones tomandose dos de los
extremos opuestos a los que se les retird la piel. Posteriormente las muestras
se congelaron, perfectamente acondicionadas en papel de aluminio y film auto
adherente, hasta el momento de su analisis. La submuestra para el analisis se

obtuvo dividiendo cada uno de los cuartos por la mitad.

b.- Extraccion

Se homogeneizo6 el tejido vegetal en una procesadora de uso domeéstico
para lo cual se pesé aproximadamente 10 g del mismo en un erlenmeyer
mezclandose con 40 ml de alcohol etilico 96°.

Luego se realiz6 la extraccidén a reflujo durante 1 hora y a temperatura
de ebullicién. Posteriormente, el extracto alcohdlico obtenido se dejé enfriar, se
filtré bajo vacio y se llevé a 50 ml con alcohol etilico.

Las soluciones se guardaron en frascos de color caramelo a —18°C

hasta su cuantificacion.

c.- Curva de calibracion

Se realiz6 utilizando una solucion de catequina al 0,05% como estandar.
En tubos de ensayo y por duplicado, se prepararon las diluciones de la solucion
patron mediante la adiciobn de agua destilada, en cantidad suficiente para
completar 1800 ul, a 0, 20, 40, 60, 80 y 100 ul de la solucién de catequina. Se
agreg6 400 pl del reactivo de Lowry, se agité en Vortex y se dejoé reposar
durante 10 minutos.

El reactivo de Lowry se preparé mezclando 50 ml de solucién de Na,CO3;
2 % en NaOH 0,1 N (Solucién A) con 1 ml de solucién de CuSO,4. 5 H,O 1% -
Tartrato de Nay K 2% (1:1) (Solucién B).
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A continuacién, se agregaron 200 ul del reactivo de Folin—Ciocalteu
(diluido 1:1 en agua destilada) agitandose nuevamente en Vortex y se dejo
reposar por 30 minutos.

Se midié la absorbancia a 760 nm en un espectrofotémetro UNICAM
UV2 y se regresionaron los datos a fin de obtener la ecuacién correspondiente

de la curva de calibracién.

d.- Cuantificacion

En sendos tubos de ensayo se mezclaron 200-300 pul del extracto
alcohodlico vegetal con cantidad suficiente de agua destilada para completar
1800 ul. Posteriormente se hizo reaccionar la mezcla con los reactivos de
Lowry y Folin—Ciocalteu tal como se describi6 en el apartado anterior.

Se leyd la absorbancia a 760 nm y se calculé, con la curva de
calibracion obtenida, la cantidad de compuestos fendlicos del extracto.

Las determinaciones se realizaron por triplicado y los resultados se

expresan en mg de catequina equivalente / 100 g de tejido vegetal fresco.

Il. 3.3.2. Flavonoides

Se utilizé la técnica descripta por Zhishen y col. (1999) con algunas

modificaciones que se detallan a continuacion.

a.- Extracto vegetal

Se utilizé el mismo extracto obtenido para la cuantificaciéon de fenoles.

b.- Curva de calibracion

Se realiz6 utilizando una solucién patron de catequina para cuya

preparacion se pesaron 10 mg, se disolvieron en agua destilada y se llevo a
100 ml.
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Posteriormente se prepararon, en tubos de ensayo y por duplicado, las
diluciones de la solucion patron mediante la adicion de agua destilada, en
cantidad suficiente para completar 3 ml, a 0, 200, 400, 600, 800 y 1000 ul de la
solucion de catequina. A tiempo cero (t = 0) se agregaron 300 ul de NaNO, al
5%. Luego de 5 min se afadieron 300 ul de AICl; al 10% y al cabo de 6 min se
adicionaron 2 ml de NaOH 1 M. Inmediatamente se agregé cantidad suficiente
de agua destilada para completar 5 ml y se agité en Vortex.

Se midid la absorbancia a 510 nm en un espectrofotometro HITACHI y
se ajustaron los datos a fin de obtener la ecuacién correspondiente de la curva

de calibracion.

c.- Cuantificacion

En sendos tubos de ensayo se mezclaron 0,6-1 ml del extracto
alcohdlico con cantidad suficiente de agua destilada para completar 3 ml.
Posteriormente se hizo reaccionar la mezcla con los reactivos tal como se
describi6é anteriormente.

Se leyé la absorbancia a 510 nm y se calculd, con la curva de calibracion
obtenida, la cantidad de flavonoides del extracto.

Las determinaciones se realizaron por triplicado y los resultados se

expresan en mg de catequina equivalente / 100 g de tejido vegetal fresco.

ll. 3.3.3. Acido ascorbico

Su determinacién se realizé utilizando 2,6-diclorofenolindofenol segun la

metodologia descripta por la Association of Official Analytical Chemists (1975).

a.- Preparacion de las muestras
La muestra para analisis se prepard cortando una rodaja de 2 cm de

espesor de la zona ecuatorial de cada fruto muestreado para cada tiempo y

ensayo. Las rodajas se dividieron en cuatro porciones tomandose dos de los
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extremos opuestos a los que se les retird la piel. La submuestra para el analisis

se obtuvo dividiendo por la mitad cada uno de los cuartos obtenidos.

b.- Preparacion del extracto y cuantificacion

Se homogeneizaron 10-20 g de tejido vegetal en una procesadora de
uso domeéstico con 30 ml de buffer.

El buffer se preparé disolviendo 30 g de acido metafosférico en 80 ml de
acido acético que se diluyeron con agua destilada hasta completar 1 litro. Esta
solucion se prepard6 semanalmente debido a la hidrélisis del acido
metafosforico.

El homogeneizado obtenido se filtr6 y se tituld 15 ml del filtrado con
solucién de autoindicador 2,6 diclorofenolindofenol al 0,025% hasta la aparicion
de color rosado.

Para obtener el titulo del autoindicador, se titulé con una solucién patrén
recién preparada de acido ascérbico al 0,1% en buffer metafosférico-acético.

Las determinaciones se realizaron por triplicado y los resultados se

expresan en mg de acido ascérbico / 100 g de tejido vegetal fresco.
Il. 3.3.4. Actividad antiradical
La técnica empleada fue la descripta por Brand-Williams y col. (1995)
utilizandose como radical estable el 2,2-difenil-1-picrilhidrazol (DPPH*) en
solucién metandlica.
a.- Preparacion de las muestras
La muestra se preparo tal como se describié para la determinacion de

fenoles y los analisis se efectuaron inmediatamente después de finalizado el

ensayo de almacenamiento.
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b.- Extraccion

Se homogeneizaron 10 g de tejido vegetal en una procesadora de uso
domeéstico con 30 ml de MeOH. Se filtr6 el homogeneizado obtenido llevandose
nuevamente el filtrado a 30 ml mediante la adicién de cantidad suficiente de
MeOH.

c.- Cinética de la reaccion

En una cubeta se agregd 60 ul de extracto con cantidad suficiente de
solucién metandlica de 2,2-Difenil-1-picrilhidrazol (DPPH*) de 5,5 x 10 molll.
Se determiné la disminucién de la absorbancia a 515 nm cada minuto desde el
tiempo 0 min hasta los 20 min y posteriormente cada 5 min a fin de determinar
el tiempo necesario para alcanzar el platé de la reaccion. Las mediciones se
efectuaron con un espectrofotometro UV- Visible CAM SPEC M330.

d.- Cuantificacion

Para determinar la actividad antiradical (actividad antioxidante) de la
muestra, se colocaron volumenes variables del extracto en una cubeta con
solucion metandlica de DPPH* hasta completar los 3 ml. Se ley6 la absorbancia
antes del agregado del extracto (Ao) y al cabo del tiempo determinado
anteriormente como el necesario para alcanzar el platé (A.). Se graficd el %
(A< / Ag) en funcion del volumen de extracto afadido, regresionandose los
datos a fin de obtener el volumen de extracto necesario para disminuir la
concentracion inicial de DPPH* en un 50% (concentracién eficiente = ECsg).

Las determinaciones se efectuaron por duplicado midiéndose su
absorbancia en un espectrofotometro UV- Visible CAM SPEC M330.

Los resultados se expresan como 1/ECsy 0 poder antiradical.
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Il. 3.3.5. Analisis estadistico

Las experiencias se realizaron segun un disefio factorial llevandose a
cabo por lo menos cuatro ensayos. Los factores analizados fueron temperatura
y tiempo de almacenamiento.

Se realizd6 un Analisis de Varianza (ANAVA) de los resultados
comparandose las medias con el test LSD para un nivel de significancia (o)

igual a 0,05 utilizandose el software estadistico SPSS 10.0.
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Il . 4. RESULTADOS Y DISCUSION

Ii. 4.1. Fenoles

Muchos tejidos vegetales responden al estrés ambiental con cambios en
el metabolismo de compuestos fendlicos. Asi, la exposicion de ciertos tejidos a
temperaturas bajas estimula el metabolismo de estos compuestos (Rhodes y
col., 1981).

La Figura I1.2. muestra la evolucion en el contenido de fenoles totales de

los frutos aimacenados a 3°C y luego del pasaje a 20°C
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Figura l1.2. Evolucién del contenido de fenoles, en valores relativos al
inicial, de berenjenas Black Nite durante el almacenamiento a 3°C,
20°C y almacenadas a 3°C y transferidas a 20°C por 48 h. LSDggs =
0,03.

En ésta se observa que dicho contenido se incrementa ya al cabo de 0,5
dias de almacenamiento, manteniendo esta tendencia hasta el tercer dia en el
que alcanza un valor 1,6 veces mayor que el inicial. En este tiempo de
almacenamiento los frutos mostraron las primeras manifestaciones del dafo
por frio (incipiente) con un indice de dano préximo a 2. Posteriormente, a los 6
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dias de almacenamiento se registra una disminucién en el contenido de fenoles
tendencia que continda hasta 12 dias de conservacion.

Las muestras transferidas a 20°C arrojaron valores superiores a las
almacenadas a 3°C tanto a los 3 dias como a los 6 dias de almacenamiento. A
los 9 dias, el pasaje ocasioné una ligera disminucion en el contenido de fenoles
no encontrandose diferencias significativas al final del periodo de conservacién.

Lépez-Andréu y col. (1988) también comprobaron el aumento de fenoles
durante los primeros dias de almacenamiento a 5°C en berenjenas cv.
Redonda Negra Lisa seguido de una disminucion al cabo de los 18 dias.
Observaron, también, tendencias similares en los frutos almacenados a 10° y
20°C siendo mas acusadas las pérdidas a esta ultima temperatura.

Sin embargo, estudios realizados con berenjenas cv. Hyonaga
mostraron una disminucién a menos de la mitad del valor inicial de acido
clorogénico luego de 2 dias de almacenamiento a 1°C seguido de un rapido
aumento para disminuir, nuevamente, a los 10 dias de conservacion (Kozukue
y col, 1979). Estos autores también analizaron el comportamiento del
contenido de este acido en frutos transferidos a 20°C observando un
incremento de 2,5 veces en el mismo ya a las 10 horas de efectuada la
transferencia de frutos almacenados durante 2 dias; no obstante, no registraron
incrementos en las frutas almacenadas a 1°C por 4, 7 y 10 dias.

El incremento marcado en la concentracién de fenoles totales durante el
almacenamiento refrigerado se observé también en otros productos que sufren
dano por frio. Asi, Rhodes y col. (1981) encontraron un continuo incremento en
el contenido de acido clorogénico en papas hasta los 50 dias de
almacenamiento a 0°C seguido de una tendencia a disminuir. Un
comportamiento similar se registré cuando se almacenaron papas a 2°C
desplazandose el pico a los 75 dias.

Igualmente, en raices de jicama almacenadas a 10°C (temperatura de
dano), la concentracion de fenoles aumentdé luego de 14 dias de
almacenamiento, mientras que a 13°C dichas concentraciones permanecieron

en los niveles iniciales. La transferencia a 20°C ocasiond un gran incremento
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del contenido de fenoles de las raices almacenadas a 10°C y pocos cambios
en las almacenadas a 13°C (Cantwell y col., 2002).

Por otra parte, en vegetales que no sufren dafo por frio también se
encontraron incrementos en los contenidos de compuestos fenolicos totales.
En frutillas cv. Chandler almacenadas a 5° y 10°C se registr6 un aumento
continuo de los mismos aunque las frutas almacenadas a 0°C mantuvieron un
nivel constante durante el periodo de almacenamiento (13 dias) (Ayala-Zavala
y col., 2004). Asimismo, comportamientos similares se observaron en lechuga
(Leja y col., 1994), en piel de manzanas (Pérez-llzalbe y col., 1997) y brécoli
(Starzyriska y col., 2003), entre otros.

Durante el almacenamiento de los frutos testigos, el contenido de
fenoles, que también se representa en la Figura 11.2., registr6 un incremento
creciente hasta el final de su conservacion. Sin embargo, los contenidos
alcanzados en los primeros dias a 20°C fueron menores que los
correspondientes a 3°C.

Un aumento gradual también fue registrado por Kozukue y col., (1979)
durante el almacenamiento a 20°C de berenjenas cv. Hyonaga a través del
incremento en el contenido de acido clorogénico.

Del mismo modo, se observaron incrementos en brécoli almacenado a
20°C (Starzyriska y col., 2003; Leja y col., 2001) y cebollas (Berkeblia, 2000),
productos no susceptibles al dafo por frio.

Dado el comportamiento similar observado en productos sensible y no
sensibles al dafo por frio, el incremento en la sintesis de compuestos fendlicos
ratifica este mecanismo como instrumento de defensa de los vegetales ante

situaciones de estrés por bajas temperaturas y senscencia.
Il. 4.2. Flavonoides
A fin de evaluar la incidencia de la participacién de los flavonoides en la

concentraciéon total de compuestos fendlicos se siguié su evolucion a lo largo

del periodo de almacenamiento.
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Asi, en la Figura 11.3. se muestra el comportamiento de estos

compuestos en los frutos almacenados a 3°C y luego del pasaje a 20°C.
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Figura 1.3. Evolucion del contenido de flavonoides de berenjenas
Black Nite durante el almacenamiento a 3°C y almacenadas a 3°C y
transferidas a 20°C por 48 h. LSDg o5 = 1,37.

Las modificaciones experimentadas en dicho contenido siguen un patrén
similar al de los compuestos fendlicos totales registrandose un marcado
incremento hasta el 3° dia de conservacion a 3°C. Asimismo, también se
observa que las muestras transferidas a 20°C arrojaron valores inferiores de
flavonoides al cabo de 3 dias de almacenamiento. A los 6 y 9 dias dicho
contenido fue significativamente mayor no encontrandose diferencias al final
del periodo de conservacién. Comparando este comportamiento con el
verificado para fenoles totales, existen tendencias diferentes sélo en las
muestras de 3 y 9 dias de conservacién en frio.

El porcentaje de aporte de los flavonoides a los fenoles totales fue
superior al 85% en los frutos recién recolectados, proporcion que fue
incrementandose hasta el segundo dia de almacenamiento seguido luego por

una lenta disminucién tal como puede apreciarse en la Figura [1.4.
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Figura 1l.4. Variacion del aporte del contenido de flavonoides a los
compuestos fendlicos totales de berenjenas Black Nite durante el
almacenamiento a 3°C y almacenadas a 3°C y transferidas a 20°C por
48 h. LSDo‘os =3,77.

Por otra parte, el porcentaje de flavonoides en el contenido global de
fenoles es, en general, menor en las muestras transferidas a 20°C que en las

muestras almacenadas a 3°C, presentando variaciones entre el 82 y el 87%.
Il. 4.3. Acido ascérbico

Los extractos para esta determinacion se prepararon a partir de
diferentes cantidades de tejido hallandose soélo trazas, que no pudieron
cuantificarse.

Lépez-Andréu y col. (1988) determinaron el contenido de acido
ascoérbico en berenjenas de la variedad “Redonda Negra Lisa” y encontraron
valores muy bajos de 3,92 mg/100 g. Asimismo, observaron que durante el
almacenamiento de estos frutos a 10° y 20°C, se producia una disminucién del
79% y 81% respectivamente, luego de 18 dias de conservacion. A 5°C la
degradaciéon fue mucho menor y las pérdidas llegaron al 60%. Resultados

similares encontraron Esteban y col. (1989a) trabajando con la misma variedad.
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En el caso de zuchini cv. Elite conservados a 5°C, también se percibid
una disminucion progresiva en el contenido de acido ascorbico detectada ya a
partir del segundo dia de almacenamiento (Wang, 1996).
Il. 4.4. Actividad antiradical
Il . 4.4.1. Cinética de disminucién del DPPH*

La Figura 1.5 muestra la cinética de disminucién del DPPH* obtenida a

fin de determinar el tiempo necesario para alcanzar el estado estacionario en la

reaccion.
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Figura II.5. Comportamiento cinético de los extractos de berenjenas al
reaccionar con el DPPH*.

Como puede verse en la misma, al minuto de reaccién se verificd una
drastica caida en los valores de la absorbancia disminuyendo posteriormente
de manera mas lenta. Al cabo de los 35 minutos se alcanzé el platé
correspondiente, por lo cual para la determinaciéon de A, de las muestras se

leyé la absorbancia luego de 40 min de reaccién.
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Il.4.4.2. Evolucion de la actividad antiradical durante el almacenamiento

En la Figura 11.6. se muestran los valores relativos de 1/ECs; obtenidos
para las diferentes muestras almacenadas. Cabe aclarar que mayores valores

de 1/ECso corresponde a mayor actividad o poder antiradical.
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Figura 11.6. Evolucién de 1/ECs de extractos de berenjenas
almacenadas a 3°C y luego del pasaje a 20°C posterior al
almacenamiento refrigerado. Los datos se expresan en unidades
relativas al valor inicial. LSDg s = 0,02.

Tal como puede observarse en la misma, se registré una ligera
disminucién en la actividad antiradical de los extractos analizados durante las
primeras horas del almacenamiento, para luego continuar con una tendencia
similar a la observada en la evolucién de flavonoides en las berenjenas
almacenadas tanto a 3°C como después del pasaje a 20°C.

Por lo tanto, se encontré una mejor relacion positiva entre el contenido
de flavonoides y la actividad antiradical que entre el contenido de fenoles
totales y ésta. Asimismo, Ayala-Zavala y col. (2004) determinaron que existia
una correlacion positiva entre la capacidad antioxidante y el contenido de
fenoles totales o antocianinas en frutillas.

Leja y col. (2001) observaron un marcado incremento en la capacidad

antioxidante de floretes de brécoli cv. Lord durante su almacenamiento a 5°C
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por siete dias, siendo mayores los valores obtenidos durante el
almacenamiento a 20°C. Asimismo, incrementos significativos en la capacidad
antioxidante de frutillas cv. Chandler se encontraron durante el almacenamiento
a 5°C y 10°C si bien se registraron cambios muy pequenos durante el
almacenamiento a 0°C que podrian estar relacionados con los diferentes
niveles de fenoles totales (Ayala-Zavala y col., 2004).

Puesto que, en nuestros ensayos, se encontré un marcado incremento
en la concentracién de fenoles totales y flavonoides durante los 3 primeros dias
de almacenamiento de los frutos sometidos a temperaturas de dafio, este
comportamiento indicaria una estimulacion del sistema antioxidante del vegetal
para contrarrestar el estrés provocado por el frio. Sin embargo, cabe resaltar
que si la actividad antlradical no es lo suficientemente alta, el mismo se

manifiesta.
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.5

. CONCLUSIONES

Se registré un incremento en la concentracion tanto de fenoles totales
como de flavonoides durante los 3 primeros dias de almacenamiento de

berenjenas Black nite a 3°C.

Los compuestos fendlicos de los frutos almacenados a 20°C mostraron

un incremento positivo lineal con el tiempo de almacenamiento.

Los flavonoides constituyen mas del 85% de los fenoles totales de

berenjenas Black nite.
La actividad antiradical mostré una evolucién similar a la de flavonoides
durante el almacenamiento de las berenjenas tanto a 3°C y como luego

del pasaje a 20°C.

No se detect6 acido ascérbico en las berenjenas Black nite.
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Il . 1. INTRODUCCION

Las lipoxigenasas (LOX: linoleato oxigeno oxidoreductasa, EC
1.13.11.12) son enzimas que catalizan la adicién de oxigeno molecular a los
acidos grasos que contienen uno o mas sistemas cis,cis-1,4-pentadieno para
producir hidroperdxidos del acido graso insaturado.

La oxidacién de estos acidos grasos poliinsaturados, catalizada por la
mayoria de las lipoxigenasas, estd caracterizada por una alta especificidad
posicional. Asi, los productos derivados del acido linoleico generalmente
contienen grupos hidroperéxidos en C-9 o C-13 (Lépez-Nicolas y col., 2001), tal

como se esquematiza en la Figura lll.1.

QOH
\M:A/KN\/\/ COOH

Acido 9-hidroperoxilinoleico

A~= A~ ~~CO0H - O, Lipoxigenasa
Acido linoleico
OOH
/\W\AMCQOH

Acido 13-hidroperoxilinoleico

Figura Ill.1. Reaccion primaria catalizada por la lipoxigenasa usando acido linoleico
(acido cis,cis-9,12-octadecadienoico) como sustrato indicando los dos posibles
productos de reaccién, acido 9- y 13-hidroperoxilinoleico (Extraido de Siedow,
1991).

El producto hidroperoxidado resultante contiene un juego de dobles
enlaces cis, trans que estan ahora conjugados como resultado de la migracién
de un doble enlace durante el ciclo catalitico (Siedow, 1991).

Estas enzimas estan ubicuamente distribuidas en animales y plantas y
tienen una funciéon clave en la formacion de sustancias bioldgicamente activas
(Siedow, 1991) tal como acido jasmédnico.

Lépez-Nicolas y col. (2001) encontraron que LOX de berenjenas cv.
Belleza negra mostraba una fuerte preferencia por el acido linoleico siendo

mucho menor su actividad frente al acido linolénico (menos del 4% de la
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obtenida para acido linoleico). Asimismo no detectaron actividad, cuando la

enzima era incubada con acido araquidénico.

lll.1.1. Tipos de lipoxigenasas

Se han detectado multiples isoformas de LOX en un amplia variedad de
plantas, animales y microorganismos que se distinguen por los diferentes pH
optimos de reaccion, pl, especificidad de sustrato y producto, localizacion
subcelular y en tejidos especificos, y sintesis en estados particulares de
desarrollo (Cheny col., 2004).

Asi, por ejemplo, trabajos realizados con cotiledones de soja permitieron
identificar 3 isozimas: lipoxigenasas-1,-2 y -3. Estas isozimas son proteinas
globulares, solubles en agua, que consisten en un unico polipéptido de peso
molecular aproximado de 96 kDa. Difieren en su punto isoeléctrico que es 5,68,
6,25 y 6,15 para las lipoxigenasa-1, -2 y -3, respectivamente. (Siedow, 1991).
Anadlisis efectuados con LOX purificadas provenientes de soja indicaron la
presencia de un atomo de hierro por cada 96 kDa de proteina (Chan, 1973;
Pistorius y col., 1974).

Las diferencias entre estas isozimas radican en sus reactividades. Asi,
las lipoxigenasas-1 poseen un pH éptimo alrededor de 9,0 y muestran una
marcada preferencia por acidos grasos cargados y poca reactividad con acidos
grasos esterificados. Por otra parte, las lipoxigenasas-2 y -3:. poseen pH
optimos cercanos a 6,5 y 7, respectivamente; son mas reactivas con acidos
grasos neutros pero pueden reaccionar con acidos grasos libres sobre todo a
pH por debajo de 7,0 (Siedow, 1991).

En el caso de berenjenas, Grossman y col. (1972) determinaron la
existencia de dos fracciones de lipoxigenasa (A y B) capaces de oxidar al acido
linoleico, siendo mas activa la fraccién A.

Sin embargo, Nakayama y col. (1995) no diferenciaron isozimas en la
caracterizacion de lipoxigenasa purificada de berenjenas cv. Naganasu.
Determinaron que dicha enzima es monomeérica con una masa molecular de 95

kDa, un punto isoeléctrico de 4,4 y que contenia 1,3 atomo-gramo de hierro no
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heminico por enzima. Su actividad especifica y el valor de K, para la
oxigenacion de linoleato fueron 7,8 pmol min™ mg™' y 0,8 mM, respectivamente,
a25°CypH?7.

lll . 1.2. Rol fisiolégico

Si bien el rol fisiolégico de las lipoxigenasas vegetales esta poco
comprendido, sus productos son sustratos para la posterior accién de otras
enzimas (Lopez-Nicolas y col., 2001).

Es asi que se han realizado numerosos investigaciones a fin de
relacionar la actividad de esta enzima con el crecimiento y desarrollo vegetal, la
biosintesis de moléculas reguladoras, la senescencia, la respuesta de los
vegetales a lesiones e infeccion de patogenos (Siedow, 1991) asi como con la
participacion de sus productos en la sintesis de compuestos volatiles.

En ese sentido, se han reportado incrementos en la actividad de LOX
inmediatamente después de la germinacién y durante las primeras etapas de
crecimiento de plantas jévenes tales como arroz (Ohta y col., 1986), trigo (Guss
y col., 1968), mostaza (Oelze-Karow y col., 1970), lupines (Beneytour y col.,
1988) y pepinos (Matsui y col., 1988). En general parece existir una correlacién
entre la actividad de esta enzima en tejidos vegetales y la velocidad de
elongacion siendo mayor sus niveles en tejidos que crecen rapidamente
(Siedow, 1991).

Por otra parte, existen dos rutas principales para metabolizar los
hidroperoxidos producidos por accién de la lipoxigenasa sobre los acidos
grasos en las plantas superiores, tal como puede observarse en la Figura Il11.2.

El acido jasmoénico producto del metabolismo y su metil éster poseen
funciones similares a las del acido abcisico. Asi, algunos de los efectos
fisiologicos atribuidos al acido jasmaénico son la estimulacién de la produccién
de etileno en frutas maduras, la induccidén de proteinas especificas en la
senescencia de hojas y una inhibicion general del crecimiento en plantas

jovenes de arroz (Vick y Zimmerman, 1984). Por otra parte, también se ha
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demostrado que la aplicacién de metil jasmonatos parece incrementar la

tolerancia al dafio por frio de diferentes productos.

OOH
\/"W\:/\N\/\ COOH

Acido 13-hidroperoxilinolénico

hidroperéxido ciclasa hidroperéxido liasa
COOH =" CO0H
NS (o]
I Acido 12-oxi-cis-9-duodecenoico
Acido 12-oxi-fitodienoico ‘
+ (o]
) '\M/\/\/\ COOH
# Acido 12-oxi-trans-10-duodecenoico

(traumatina)

&

# l

e g Acido trans-2-duodecenedioico
lo] (acido traumatico)

Acido jasménico

Figura 1.2, Ruta para la biosintesis de acido jasmonico, traumatina y acido
traumatico a partir del acido 13-hidroperoxilinolénico, producto de la reaccién de
la lipoxigenasa (Extraido de Siedow, 1991).

El papel que juega la lipoxigenasa en la senescencia de los vegetales es
probablemente la teoria mas vieja de su funcién. Asi, diversos estudios
indicaron que un incremento en la actividad de la lipoxigenasa es un hecho
comun en tejidos vegetales senescentes. Sin embargo, algunos de estos
estudios se realizaron en tejidos retirados de la planta por lo que, segun Siedow
(1991), ese incremento podria deberse a una respuesta inducida por la lesién y

no a la senescencia propiamente dicha.
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De acuerdo con Hildebrand y col. (1988) la induccién de LOX en
vegetales como respuesta a lesiones por agentes bioldégicos externos tales
como bacterias, hongos o virus podria tener ventajas por diferentes razones.
Asi, un incremento de su actividad inducido por un dafio fisico ocasionaria la
produccién de hidroperéxidos, varias especies que contienen radicales libres y
productos de descomposicién los cuales, a su vez, podrian provocar dafos en
la membrana celular conduciendo a una muerte celular localizada (Dixon vy
Lamb, 1990). Es asi que, por ejemplo, se ha demostrado que el incremento de
la peroxidacion lipidica es un paso importante en el desarrollo de este
mecanismo en cotiledones de pepino luego de la infeccidn con Pseudomonas

syringae pv. pisi (Keppler y Novacky, 1986).
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lll. 2. OBJETIVOS
lll. 2.1. Objetivo general

Caracterizar la actividad de LOX de la pulpa de berenjenas Black nite y
analizar |la variacion de su actividad durante el almacenamiento de los frutos a
bajas temperaturas.

lll . 2.2. Objetivos especificos

A partir del objetivo general, se fijaron los siguientes objetivos

especificos para el presente capitulo:

a) Determinar las condiciones 6ptimas de actividad de LOX asi como

su estabilidad térmica.

b) Estudiar la evolucién de la actividad enzimatica en los frutos

sometidos a estrés térmico.
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Il . 3. MATERIALES Y METODOS

lll . 3.1. Material vegetal

Se trabajé con berenjenas del cultivar Black nite provenientes de una
finca ubicada en la localidad de La Darsena del Departamento Banda,
Provincia de Santiago del Estero, Argentina.

Los frutos se cosecharon manualmente, en horas tempranas de la
manana, con grado de madurez comercial correspondiente a un peso de 300 —
400 g. Las berenjenas se seleccionaron segun forma, tamano y ausencia de
defectos.

Una vez en el laboratorio, los frutos se lavaron con agua clorada, se

escurrieron y se dejaron secar.

lll. 3.2. Aimacenamiento

Los frutos se envasaron individualmente en bolsas de polietileno de baja
densidad (PEBD) perforadas (190 perforaciones/m® de 13 mm de diametro)
para permitir un buen intercambio gaseoso. Posteriormente se conservaron a
3°C durante 12 dias, usandose como testigo frutos almacenados a 20°C.

Se extrajeron muestras compuestas de cinco frutos cada una a los 0,5,
1, 2y 3 dias y, posteriormente, cada 3 dias.

Para tiempos de almacenamiento iguales y superiores a los 3 dias, una
muestra de las berenjenas que permanecié a 3°C, fue transferida a 20°C

durante 48 horas para simular condiciones de venta.

Il . 3.3. Determinaciones

Il . 3.3.1. Medicion de la actividad enzimatica

La actividad enzimatica se midié siguiendo el método descripto por

Zhuang y col. (1994) que se detalla a continuacion.
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a.- Preparacion de las muestras

La muestra para analisis se prepar6é cortando una rodaja de 2 cm de
espesor de la zona ecuatorial de cada fruto muestreado para cada tiempo y
ensayo. Las rodajas se dividieron en cuatro porciones tomandose dos de los
extremos opuestos a los que se les retird la piel. Cada cuarto se dividié a su
vez por la mitad constituyendo el pool de todas las rodajas la submuestra para

el analisis.

b.- Extraccion

Se pes6 una muestra representativa del tejido vegetal, aproximadamente
10 g, y se triturd en una procesadora de uso doméstico conjuntamente con 1%
p/p de PVPP y 30 ml de buffer fosfato 50 mM pH 7 al que se adicion6 Tween
20 (0,1%).

Posteriormente se centrifugo el homogenato en una centrifuga
refrigerada HERMLE Z 323 K, a 4°C y 10.000 r.p.m. durante 20 minutos.

Se realizaron, al menos, dos extractos para cada condiciéon de ensayo.

c.- Actividad de la enzima

Inmediatamente antes del ensayo se preparé el sustrato fresco para lo
cual se mezcld acido linoleico 99% (SIGMA) con buffer fosfato 50 mM pH 7
adicionado de Tween 20 (0,1%). La concentracion de acido linoleico utilizada
fue 1,12 mM.

La reaccién se inici6 agregando 20 pl del extracto de tejido (diluido 1:3
en el buffer de extracciéon) a 3 ml de la solucién de sustrato. Posteriormente se
registro el incremento de absorbancia (Inc. ABS) a 234 nm, a 30°C, durante 20
ciclos separados 20 segundos cada uno utilizandose como blanco 3 ml de
solucion de sustrato.

Para la medicién de absorbancia se utilizé un espectrofotémetro

UNICAM UV2 y en todos los casos la determinacion se realiz6 por triplicado.
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La actividad especifica se calculd a partir de la porcion lineal de la curva,
una vez superada la fase lag, y se expresa como (Inc. ABS) min” (g de

proteina)™.
Il . 3.3.2. Caracterizacion de la enzima
a.- Efecto del pH

La extraccion se realizé como se describiéo anteriormente utilizandose
buffers fosfato 50 mM, barriendo un rango de pH entre 5 y 8, a los que se
adicion6 un 0,1 % de Tween 20.

El valor 6ptimo de pH obtenido en estos ensayos se utiliz6 en todas las
determinaciones posteriores.

La actividad se determiné segun lo indicado en el punto ¢ del apartado

anterior realizandose todas las determinaciones por triplicado.
b.- Optimizacion de la concentracion de sustrato

Se realizdé la extraccion tal como se indico en el punto b del apartado
anterior.

Posteriormente, se prepararon soluciones de acido linoleico en un rango
de concentraciones de 0,48 a 1,12 mM midiéndose la actividad tal como se

describioé anteriormente y por triplicado.
c.- Efecto de la concentraciéon de enzima

Se midié la actividad de LOX tal como se indicé en el apartado ¢ del item
anterior adicionando cantidades variables del extracto enzimatico diluido
obtenido estudiandose el efecto del porcentaje de extracto enzimatico entre 0,5
y 1 % v/v con respecto al volumen final de la mezcla de reaccion.

Todas las determinaciones se efectuaron por triplicado.
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d.- Efecto de la temperatura

La extraccidon y la determinacién de actividad enzimatica se realizaron
segun lo indicado en los puntos b y ¢ del apartado anterior, respectivamente,
modificandose soélo la temperatura a la que se realizé la cinética.

Se trabajd, por triplicado, con temperaturas desde 10° hasta 60°C
utilizandose para la medicién de absorbancia un espectrofotometro HEWLETT
PACKARD HP 8453E termostatizado con un bafo de recirculacién HAAKE.

Las mediciones posteriores se realizaron a la temperatura Optima

determinada en esta etapa.

e.- Estabilidad térmica

El extracto enzimatico obtenido se incubd a 0, 5, 10, 25 y 30°C durante
15, 30 y 60 minutos midiéndose posteriormente, y por triplicado, la actividad tal

como se indico anteriormente.

lll . 3.3.3. Contenido de proteinas

Para la determinacion de proteinas en los extractos, obtenidos como se
indicé anteriormente para la determinacién de actividad enzimatica, se utilizé el

método de Lowry (1951) empleando albumina bovina como patron.

a.- Curva de calibracion

Se prepararon, en tubos de ensayo y por duplicado, las diluciones de la
soluciéon patron mediante la adicion de buffer fosfato 50 mM pH 7 en cantidad
suficiente para completar 400 ul a 0, 40, 80, 120 y 160 ul de la solucién de
albumina. Posteriormente, se agregd 2 ml del reactivo de Lowry, se agité en

Vortex y se dej6 reposar durante 10 minutos.
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El reactivo de Lowry se prepardé mezclando 50 ml de solucién de Na,COs3
al 2 % en NaOH 0,1 N (Solucién A) con 1 ml de solucion de CuSO,4. 5 H,O0 1%
- Tartrato de Nay K 2% (1:1) (Solucién B).

A continuacion, se agregaron 200 ul del reactivo de Folin — Ciocalteu
(diluido 1:1 en agua destilada) agitandose nuevamente en Vortex y se dejo6
reposar por 30 minutos.

Se midié la absorbancia a 750 nm en un espectrofotometro UNICAM
UV2 y se obtuvo la ecuacién correspondiente de la curva de calibracién

aplicando cuadrados minimos.
b.- Dosaje de proteinas

En tubos de ensayo se mezclaron 40 pl del extracto de tejido vegetal con
360 ul de buffer. Posteriormente se hizo reaccionar la mezcla con los reactivos
de Lowry y Folin — Ciocalteu tal como se describi6é en el apartado anterior.

Se ley6 la absorbancia a 750 nm y se calculd, con la curva de calibracion
obtenida en cada caso, la cantidad de proteina del extracto.

Las determinaciones se realizaron por triplicado. Los resultados,
expresados en (g de proteina) (g de tejido vegetal fresco)” , se utilizaron para

calcular la actividad enzimatica especifica.
lll. 3.3.4. Analisis estadistico

Las experiencias se realizaron segun un disefo factorial, siendo los
factores la temperatura y el tiempo de almacenamiento, llevandose a cabo por
lo menos cuatro ensayos completos.

Se realizd un Analisis de Varianza (ANAVA) de los resultados
comparandose las medias con el test LSD para un nivel de significancia (a)

igual a 0,05 utilizandose el software estadistico SPSS 10.0.
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Il . 4. RESULTADOS Y DISCUSION

Il . 4.1. Caracterizacion de la enzima

Il . 4.1.1. Actividad enzimatica

La reaccion catalizada por LOX de berenjenas mostré un periodo de
induccién por lo que para la actividad especifica se calculd a partir de la porcion
lineal de la curva, una vez superada esta fase (datos no mostrados).

Suurmeijer y col. (1998) y Schilstra y col. (1993) encontraron un
comportamiento similar al analizar la cinética de LOX de tomate y de

lipoxigenasa-1 de soja, respectivamente.
lll. 4.1.2. Efecto de la concentracion de sustrato

La actividad de lipoxigenasa aument6 con la concentracion de sustrato
tal como puede observarse en la Figura lll.3., obteniéndose valores de
actividad maximos a partir de concentraciones de sustrato de 0,8 mM. Es por
ello que, para las subsecuentes determinaciones de actividad de la enzima, se
utilizé una solucién de acido linoleico (LA) 1,12 mM a fin de garantizar el
exceso de sustrato.

El valor maximo promedio de actividad especifica obtenido fue de 11,54
(Inc. ABS) min™' (mg de proteina)™.

La cinética observada corresponde a una curva sigmoidal. Un
comportamiento similar fue observado por Suurmeijer y col. (1998) al trabajar
con extractos enzimaticos obtenido de tomates cv. Trust al agregar Tween 20
tanto a la solucién de sustrato como al buffer de extraccion.

El agregado de detergentes como el Tween 20 se debe a que, en los
estudios espectrofotométricos de la reaccion de LOX a pH neutro, se requiere
superar la baja solubilidad de los acidos grasos y, por lo tanto, la turbidez
visual. El detergente forma micelas que solubilizan y clarifican 6pticamente las

suspensiones. Por otra parte, Pinsky y Grossman (1971) demostraron que la
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adicién de otro detergente (Triton) aumentaba tanto la solubilizacién como la
actividad de LOX de berenjenas.

Debido a que con las preparaciones sin el agregado de Tween 20 se
obtuvieron curvas del tipo Michaelis-Menten, Suurmeijer y col. (1998)
atribuyeron este comportamiento al estado de agregacion de los acidos grasos
en un medio de reaccion heterogéneo que involucra un sustrato lipidico y un
extracto enzimatico acuoso, concluyendo que la lipoxigenasa de tomate posee
una mayor afinidad por el acido linoleico en forma monomérica que incorporado

en micelas.
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Figura lIl.3. Efecto de la concentracion de sustrato sobre la actividad de
lipoxigenasa en berenjenas. LSDy o5 = 0,84.

Cistola y col. (1988) establecieron que, dependiendo del pH y de la
concentracion del acido graso, el sustrato puede estar presente como
monomeros, micelas, bicapas o como una fase oleica separada.

Es asi que, Lépez-Nicolas y col. (2001), en base a trabajos previos que
demostraron la habilidad de la ciclodextrinas (CDs) para solubilizar acidos
grasos en ensayos con LOX, realizaron un estudio usando estos compuestos
para solubilizar el acido linoleico y utilizaron LOX extraida de berenjenas cv.
Belleza negra. Entre las ventajas atribuidas a las CDs citaron la transparencia

de la solucién inclusién-complejo y la baja absorcion de la B-CD, ain a muy
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bajas longitudes de onda, lo que permitié la caracterizacién UV de la reaccién.
Definieron una concentracién micelar critica (CMC) como el valor de la
concentracion de acido linoleico a la cual el acido graso comienza a agregarse
demostrando una alta dependencia de la cinética enzimatica con las
propiedades fisicoquimicas del acido. Asi, cuando usaron concentraciones de
LA menores a CMC (20 uM) (forma monomérica), el sustrato fue rapidamente
consumido y la enzima mostré un comportamiento cinético Michaeliano con
valores de Km Y Vmax de 1,4 uM y 2,2 umol min™ (mg de proteina)™,
respectivamente. Cuando la concentracién de LA estuvo por encima de CMC,
el LA formé agregados que activaron la LOX. Atribuyeron este doble
comportamiento cinético observado a una cooperatividad aparente del sustrato
interpretada como una actividad sustrato-agregacion dependiente similar a la

descrita para LOX de papas y otras enzimas.
Ill. 4.1.3. Efecto de la concentracion de enzima

La actividad especifica mostré un incremento lineal con la concentracion
de la enzima, obteniéndose valores de incremento de dicha actividad iguales a
1,32 por pul de extracto (? = 0,99) (datos no mostrados). Las determinaciones
subsiguiente se realizaron con una concentracion del 0,7 % v/v de extracto
respecto del volumen final de la mezcla de reaccién, correspondiendo a la

porcion lineal de la curva.
lll. 4.1.4. Efecto del pH

La Figura Ill.4. muestra la variaciéon de la actividad especifica de LOX en
funcién del pH. Tal como puede observarse, la actividad aumenté a medida
que aumentd el pH obteniéndose el valor maximo (29,38 (Inc. ABS) min™ (mg
de proteina)’) a pH 7. Para valores mayores, la actividad disminuyé
gradualmente alcanzandose un valor, para pH 8, igual al 75% del valor

maximo. Esta fuerte disminuciéon de la actividad a pH basicos, tipica de otras
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LOX, también fue observada por Grossman y col. (1972) y Lopez-Nicolas y col.

(2001) trabajando con LOX de berenjenas.
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Figura Ill.4. Variacion de la actividad de lipoxigenasa en funcién del
pH LSDO‘05 = 2,44

Zhuang y col. (1994) encontraron que el pH 6ptimo de esta enzima en
floretes de brécoli cv. Iron Duke era 5,5 — 6,0. Hildebrand y Hymowitz (1981)
determinaron como pH 6ptimo valores de 6,8 6 9 en LOX de embriones de
soja. Ridolfi y col. (2002) notaron la maxima actividad en LOX de diferentes
cultivares de aceitunas a pH 6,0 utilizando buffer fosfato 0,2 M si bien
determinaron también una apreciable actividad en el rango de 5,0 a 7,0.
Kuribayashi y col. (2002) encontraron un pH éptimo de 8,0 con un pico menor a
4.5 al trabajar con LOX de hongos. Las diferencias encontradas se atribuyen a
las diferentes isoformas de LOX estudiadas.

En el caso de berenjenas, Lopez-Nicolas y col. (2001) trabajando con
LOX del cv. Belleza negra encontraron un pH éptimo cercano a la neutralidad.
Asimismo, Grossman y col. (1972) y Nakayama y col. (1995) determinaron un
pH o6ptimo de 7,0 usando el ensayo espectrofotométrico y la oxidacion del
linoleato, respectivamente, para la determinacién de la actividad. Estos

resultados coinciden con los encontrados en nuestros ensayos.
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lll. 4.1.5. Efecto de la temperatura

El efecto de la temperatura sobre la actividad para el rango de
temperaturas estudiadas (10°C — 60°C) se muestra en la Figura I11.5. Tal como
puede observarse la actividad de la enzima aumentdé gradualmente hasta
alcanzar el valor maximo de 58,69 (Inc. ABS) min™' (mg de proteina)™ a 30°C. A
partir de dicha temperatura la actividad comenzé a disminuir existiendo, en
todos los casos, diferencias estadisticamente significativas (o = 0,05).

La actividad a 30°C fue, aproximadamente, 6 veces mayor que a 10°C y

2 veces mayor que a 60°C.
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Figura 111.5. Efecto de la temperatura sobre la actividad de lipoxigenasa en
berenjenas. LSDg s = 3,39.

La temperatura optima obtenida coincide con la encontrada por Todd y
col. (1992) y Ridolfi y col. (2002) en tomates y aceitunas, respectivamente. Es
por ello que todas determinaciones posteriores de actividad enzimatica se

realizaron a 30°C.
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Il . 4.1.6. Estabilidad térmica de la enzima

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura Ill.6 en la que se
representan los valores relativos de la actividad enzimatica residual con
respecto al valor inicial en funcion del tiempo de incubacion a las distintas

temperaturas ensayadas.
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Figura Ill.6. Estabilidad térmica de LOX de berenjenas Black nite en
funcion del tiempo de incubacion a diferentes temperaturas. Los datos se
expresan en unidades relativas al valor inicial. LSDg g5 = 0,07.

En todos los casos, la actividad residual disminuy6 luego de 15 min de
incubacién, siendo menor el valor obtenido a 10°C (47,64%). Los extractos
incubados a 0°, 25° y 30°C mantuvieron actividades préximas al 80%.

No se encontraron diferencias significativas a 30°C para los tiempos de
incubacién mayores ensayados. Sin embargo, si se determiné una menor
actividad residual al cabo de 60 min de incubacion a 25°C.

La menor actividad residual, luego de 60 min de incubacion, se registré a
5°C con un valor promedio préoximo al 40% del valor inicial. A 0°, 10° y 25°C la
actividad residual promedio fue superior al 65% para el mismo tiempo de

incubacion, sin encontrarse diferencias significativas entre ellas.
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No obstante, resultados diferentes fueron informados por otros autores.
Asi, Grossman y col. (1972) determinaron que la LOX purificada de berenjenas
en buffer 0,2 M y pH 6,5 no perdi6 actividad a temperatura ambiente por 24 h y
Kuribayashi y col. (2002), quienes realizaron pretratamientos de la enzima
purificada de hongos a varias temperaturas por 5 min, revelaron que ésta era
relativamente estable por debajo de 40°C pero perdia rapidamente actividad
por encima de 40°C.

Por otra parte, Suurmeijer y col. (1998) determinaron que la enzima
purificada de tomate permanecidé estable durante una semana cuando se
almacend, en buffer fosfato pH 6,5, a 4°C disminuyendo su actividad en un
50%, aproximadamente, al cabo de dos meses. Asimismo, informaron que, a

temperatura ambiente, la enzima perdié su actividad en el dia.

Il . 4.2. Modificaciones de la actividad de LOX durante el almacenamiento

La Figura llIl.7 muestra los resultados obtenidos en los ensayos de
almacenamiento de los frutos almacenados a 3°C, almacenados a 3°C y
transferidos a 20°C por 48 h asi como los de las berenjenas testigo
almacenadas a 20°C. Tal como puede observarse, se registré un incremento
de la actividad (=61%) en los frutos almacenados a 3°C durante las primeras
horas de almacenamiento para luego disminuir a los niveles iniciales. A partir
del tercer dia, donde el dafio comienza a manifestarse, se registré6 un aumento
paulatino en la actividad especifica para disminuir nuevamente a los valores
iniciales a los 12 dias, al cabo de los cuales los sintomas, mas que evidentes,
tornaron los frutos no comercializables.

Los frutos transferidos a 20°C por 48 horas presentaron, en general,
actividades menores asi como también los frutos control mantenidos a 20°C
durante todo el ensayo. Luego de 12 dias de almacenamiento, tanto los frutos
testigos como los que sufrieron el pasaje por 48 h a 20°C, presentaron los
valores mas bajos de actividad (=20% y =14%, respectivamente, con respecto

a los frutos refrigerados).
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Figura lll.7. Actividad de lipoxigenasa en berenjenas Black nite durante el
almacenamiento a 3°C, almacenadas a 3°C y transferidas a 20°C por 48
h y almacenadas a 20°C. LSDg s = 1,00.

Zhuang y col. (1997) encontraron una declinacion linear en la actividad
de LOX en muestras de floretes de brécoli cv. Iron Duke almacenados a 23°C
con un 63% menos de actividad al final del periodo de almacenamiento (144
dias) mientras que en las muestras almacenadas a 2°C no registraron cambios

significativos durante el almacenamiento.
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Il. 5. CONCLUSIONES

¢ En la oxidacion del LA catalizada por LOX de berenjenas Black nite se

observo un periodo de induccidn.

e Los resultados de la caracterizacion enzimatica indicaron que el pH y la
temperatura o6ptima para su reaccién fueron 7,0 y 30°C,
respectivamente, aumentando en forma lineal su actividad al aumentar

la concentracion de LOX en el medio de reaccion.

e La enzima fue mas estable a 30°C luego de 60 min de incubacién

manteniendo su actividad en niveles cercanos al 80%.

e Se registré un incremento de la actividad especifica de LOX durante las

primeras horas de almacenamiento de los frutos a 3°C.
e Tanto el pasaje a 20°C como el almacenamiento continuo a 20°C

proporcionaron niveles de actividad menores registrandose el minimo,

en ambos casos, a los 12 dias de conservacion.
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| EVALUACION DE LOS CAMBIOS EN LA
COMPOSICION Y PEROXIDACION DE

LIPIDOS




ACIDOS GRASOS, FOSFOLIPIDOS Y PEROXIDACION

IV . 1. INTRODUCCION

IV . 1.1. Membranas biolégicas

Las membranas biolégicas son conjuntos organizados constituidos
principalmente por proteinas y lipidos que le confieren a las células su
individualidad al separarlas de su entorno.

Las membranas plasmaticas de las células actuan como barreras
selectivamente permeables permitiendo el pasaje de algunas sustancias como
agua y gases y limitando el pasaje de otras que, a fin de proporcionar el control
necesario de las concentraciones intracelulares, requieren de procesos de
transporte (Stanley, 1991).

Las células eucaribticas contienen ademas membranas intracelulares
que delimitan estructuras tales como mitocondrias, cloroplastos, lisosomas,
nucleo, etc. (Stanley, 1991).

Las membranas controlan también el flujo de informacién entre las
células y su medio ambiente. Contienen receptores especificos para los
estimulos externos y algunas generan sefiales quimicas o eléctricas por lo que
juegan un papel importante en las comunicaciones bioldgicas.

Evidencia experimental ha demostrado que la senescencia de varias
frutos, vegetales y flores esta asociada con la degradacion de membranas
biolégicas y que la pérdida de su integridad es un rasgo fundamental de la
senescencia (Palma y col., 1995).

Los procesos deteriorativos de la membrana incluyen temperaturas de
transicion de fase elevadas de la mayoria de sus lipidos y una disminucion de
su fluidez (Thompson, 1988; Marangoni y col., 1990), hidrolisis de fosfolipidos
de membrana a acidos grasos libres constituyentes y peroxidacién de acidos
grasos poliinsaturados con la correspondiente produccién de radicales libres
(Thompson, 1988; Paliyath y Droillard, 1992). Estos radicales libres catalizan
reacciones de deterioro posteriores que llevan a la muerte celular y a una

disminucion de la calidad en frutas, vegetales y flores (Palma y col., 1995).

87



ACIDOS GRASOS, FOSFOLIPIDOS Y PEROXIDACION

Condiciones de estrés de los vegetales tales como el dano por frio
producen una degradacién de la membrana similar a la senescencia acelerada,
via mecanismos bioquimicos similares a los descriptos anteriormente
(Marangoniy col., 1989; Todd y col., 1992).

IV . 1.2. Estructura de la membrana

Las membranas vegetales se identifican como bicapas fluidas de
fosfolipidos que contienen proteinas y esteroles intercalados (Marangoni y col.,
1996).

El modelo mas aceptado de membrana biolégica es el propuesto por
Singer y Nicolson en 1972 denominado “mosaico fluido” que sostiene: 1) los
lipidos y proteinas estan dispuestos en una especie de organizaciéon en
mosaico, y 2) las membranas biologicas son estructuras casi liquidas, en las
cuales tanto los lipidos como las proteinas integrales pueden realizar
movimientos de traslacién dentro de la bicapa (Stanley, 1991).

La Figura V.1 muestra una representacion esquematica de las
caracteristicas principales de este modelo. Los lipidos complejos anfipaticos,
que forman la bicapa lipidica, proporcionan la matriz fluida en la que se
intercalan las proteinas que pueden estar localizadas en una interfase .o
atravesar la membrana, expuestas a ambas interfases (Raison, 1980).

Esta estructura maximiza tanto la interaccién hidrofébica de las cadenas
alquilicas como las atracciones hidrofilicas de los grupos polares con el medio
acuoso y por lo tanto proporciona una estructura termodinamicamente estable.
Sin embargo, debido a que no existen fuerzas de atraccién fuertes entre las
cadenas alquilicas adyacente, la estructura es también fluida (Raison, 1980).

La fluidez de la membrana es esencialmente una propiedad de los
lipidos y su grado de instauracién juega un rol fundamental en la determinacion

de la temperatura de transicion de fase (Stanley, 1991).
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Figura IV.1. Vista esquematica de la seccién transversal de una membrana.
Los grupos cabezas de los lipidos polares estan representados por 6valos y las
cadenas hidrocarbonadas por lineas quebradas. Las proteinas integrales se
muestran como areas sombreadas y aparecen como unidades simples
intercaladas en ambas monocapas lipidicas, como agregados de dos
subunidades en una monocapa 0 como unidades simples que atraviesan la
bicapa. Las regiones hidrofilicas de proteinas y lipidos estan representadas

como cargas &y ©. Las regiones hidrofébicas estan representadas por CHs y
grupos =. (Extraido de Raison, 1980).

IV . 1.3. Lipidos de membrana

Los tres tipos principales de lipidos de membrana son los fosfolipidos,
los glicolipidos y el colesterol.

Muchos fosfolipidos contienen un acido graso saturado (normalmente
palmitico) en la posicién sn-1 del glicerol; la posicidn sn-2 esta generalmente
ocupada con un acido graso insaturado de cadena larga (oleico, linoleico o
linolénico) y en la posicién sn-3 se encuentra el grupo polar que contienen el
fosfato (Stanley, 1991; Leshem, 1992).

Las cadenas de acidos grasos de los lipidos pueden encontrarse, en las
bicapas, en forma ordenada y rigida o en forma relativamente desordenada, es
decir, en estado fluido. En el estado ordenado, todos los enlaces C-C tienen
conformacion trans, mientras que, en estado desordenado, algunos estan en
conformacion gauche. La transicion de estado rigido a estado fluido se
presenta cuando la temperatura supera la temperatura de fusion. Esta
temperatura de transicion depende de la longitud de las cadenas de acidos
grasos, de su grado de instauracién y del contenido de esteroles (Stanley,
1991).
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Los lipidos en la bicapa son capaces de moverse transversalmente en el
plano de la membrana, pero la libertad de este movimiento esta determinada
por la temperatura y la fase o estado de las estructuras lipidicas (Stanley,

1991). El concepto de fluidez de la membrana se refiere este movimiento.

IV . 1.4. Mecanismos de deterioro de la membrana

Es posible valorar el deterioro de la membrana directamente evaluando
cambios en su composicién, estructura o funciones tales como fluidez o
permeabilidad, o indirectamente monitoreando cambios quimicos que incluyen
el estado de peroxidacion de los lipidos y la pérdida de funcionalidad proteica,
por ejemplo actividad o desnaturalizacién de enzimas (Stanley, 1991).

Asi, los cambios biofisicos en los lipidos de membrana y su
peroxidacion, enzimatica o no enzimatica, alteran sus propiedades y ocasionan
el intercambio iénico y la descompartamentalizacion celular, entre otros efectos
(Marangoni y col., 1996).

Una hipoétesis corriente es que el dano por frio es esencialmente una
forma acelerada de senescencia (Lyons y Breidenbach, 1987) en la cual los
efectos adversos de la baja temperatura en el metabolismo lipidico y la funcién
de la membrana, produce una cascada de reacciones deteriorativas que
resultan finalmente en la muerte celular. La descomposicion de los lipidos de
membrana por hidrolasas acilicas que producen acidos grasos libres se cree
que es uno de los primeros eventos en la senescencia (Whitaker, 1991a).
Como consecuencia de esta deacilacion, particularmente de los glicolipidos, se
produce la liberacién y acumulacién de acidos grasos libres (Zhuang y col.,
1994). La degradacion de acidos grasos poliinsaturados (linoleico y linolénico)
por la lipoxigenasa, generando peroxidos y radicales libres, contribuye a la
senescencia postcosecha de frutas y vegetales (Mazliak, 1987; Watada y col.,
1990).

Estudios realizados comparando los efectos del enfriamiento vy
maduracion en el contenido de lipidos de pericarpio de tomate han mostrado

que se produce una pérdida de fosfolipidos y un incremento en acidos grasos,
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si bien estos cambios son relativamente pequefios a las temperaturas de
refrigeracion (Whitaker, 1991a).

El mecanismo propuesto de senescencia en tejidos vegetales implica
una serie de etapas catabdlicas en las cuales se degradan los fosfolipidos y se
liberan acidos poliinsaturados que son atacados por las lipoxigenasas ligadas a
la membrana produciendo hidroperoxidos (Fobel y col.,, 1987; Thompson,
1984a). La pérdida de fosfolipidos, la acumulacion de hidroperoxidos y la
generacion de radicales libres en las membranas celulares se piensa que
desestabiliza la bicapa lipidica lo que resulta en una pérdida de la funcién de la
membrana celular (Parkin y col., 1989; Thompson, 1984b).

Por otra parte, existe evidencia que el grado de instauracion de los
acidos grasos de los lipidos de membrana asi como la peroxidacion lipidica
estan relacionadas con la incidencia de la severidad del dafo por frio en
productos sensibles (Parkin y col., 1989).

La iniciacion de la peroxidacion ocurre a causa del ataque de cualquier
especie quimica que tiene reactividad suficiente para quitar un atomo de
hidrégeno de un metilcarbono en un acido graso (Stanley, 1991) y el contenido
de malondialdehido (MDA) se usa generalmente como un indicador de la

peroxidacion lipidica resultante del estrés oxidativo (Smirnoff, 1995).
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IV.2. OBJETIVOS
IV . 2.1. Objetivo general

Analizar el deterioro de las membranas de berenjenas Black nite
sometidas a dafio por frio evaluando los cambios en la composicién lipidica y
estudiando su estado de peroxidacion.

IV . 2.2. Objetivos especificos

A partir del objetivo general, se fijaron los siguientes objetivos

especificos para el presente capitulo:

a) Monitorear los cambios de los principales acidos grasos durante
el almacenamiento a 3°C de berenjenas Black nite
comparandolos con los valores obtenidos durante la senescencia

de frutos almacenados a 20°C.

b) Estudiar las modificaciones en la concentracién de fosfolipidos

durante el almacenamiento refrigerado de berenjenas Black nite.

c) Analizar el efecto del estrés por bajas temperaturas en el grado

de peroxidacion de los lipidos de membrana.
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IV. 3. MATERIALES Y METODOS
IV . 3.1. Material vegetal

Se trabajé con berenjenas del cultivar Black nite provenientes de una
finca ubicada en la localidad de La Darsena del Departamento Banda,
Provincia de Santiago del Estero, Argentina.

Los frutos se cosecharon manualmente, en horas tempranas de la
mafana, con grado de madurez comercial correspondiente a un peso de 300 -
400 g. Las berenjenas se seleccionaron segun forma, tamafo y ausencia de
defectos.

Una vez en el laboratorio, los frutos se lavaron con agua clorada, se

escurrieron y se dejaron secar.

IV. 3.2. Almacenamiento

Los frutos se envasaron individualmente en bolsas de polietileno de baja
densidad (PEBD) perforadas (190 perforaciones/m? de 13 mm de diametro)
para permitir un buen intercambio gaseoso. Posteriormente se conservaron a
3°C durante 12 a 17 dias, usandose como testigo frutos almacenados a 20°C.

Se extrajeron muestras compuestas de cinco frutos cada una a los 0,5,
1, 2, 3 dias y, posteriormente, cada 3 dias. A los 3 dias y subsiguientemente a
cada tiempo, una muestra de las berenjenas que permanecieron a 3°C, fue

transferida a 20°C durante 48 horas para simular condiciones de venta.

IV . 3.3. Determinaciones

IV . 3.3.1. Lipidos totales

a.- Preparacion de la muestra
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La muestra para analisis se prepard cortando una rodaja de 2 cm de
espesor de la zona ecuatorial de cada fruto muestreado para cada tiempo y
ensayo. Las rodajas se dividieron en dos porciones tomandose una de ellas a
la que se le retiré la piel y las semillas. Posteriormente las muestras se
congelaron, perfectamente acondicionadas en papel de aluminio y film auto
adherente, hasta el momento de su analisis. La submuestra para el analisis se

obtuvo dividiendo las muestras por la mitad.

b.- Extraccion

Se realiz6 siguiendo la metodologia descripta por Whitaker (1991a).

Se homogeneizé en una procesadora de uso doméstico el tejido vegetal
congelado y se pesdé aproximadamente 10 g del mismo en un erlenmeyer
mezclandose con 50 ml de soluciéon de CHCIls — MeOH (2:1) acidificada con
0,1% de acido acético.

La mezcla se dejo reposar durante 1 hora a temperatura ambiente y se
filtrd6 bajo vacio a través de un embudo de vidrio fritado reservandose el
extracto obtenido.

El residuo se reextrajo con 40 ml de la solucién de CHCI; — MeOH en las
mismas condiciones que en el caso anterior y se filtr6 nuevamente.

Luego se combinaron ambos extractos, se transfirieron a una ampolla de
decantacioén y se lavaron con 20 ml de solucién de CINa 0,8 % (2 veces) y 20
ml de solucion MeOH — H,0 (1:1).

El extracto cloroférmico obtenido, conteniendo los lipidos totales (LT), se
evaporé bajo corriente de N, hasta peso constante.

Los resultados se expresan en mg LT/g tejido fresco.
c.- Resuspension del residuo
El residuo obtenido fue resuspendido en 5 ml de una solucion de MeOH

+ 0,001% BHT + 2 % H,SO, separandose 2,5 ml para la determinacién de

acidos grasos y 2,5 ml para la determinacion de fosfolipidos.
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Ambos extractos lipidicos se conservaron a —-15°C en frascos color
caramelo herméticamente sellados bajo atmésfera de N, hasta el momento de

su analisis.

IV . 3.3.2.- Acidos grasos

a.- Metilacion de los acidos grasos

La metilacion se realizé segun la técnica descripta por Zhuang y col.
(1994) a partir del método desarrollado por Dahmer y col. (1989).

Se transfirieron 2,5 ml del extracto lipidico a un tubo de ensayo al que se
le agregd 500 pl de acido heptadecanoico 1,85 mM (17:0, patrén interno)
preparado con el mismo solvente en el que se resuspendieron los lipidos. Esta
mezcla se concentré hasta 0,5 ml en bafo maria a 90°C y se enfrié 4°C. Los
acidos grasos metilados se extrajeron posteriormente con 2 porciones de 0,5
ml de hexano, calidad cromatografica, durante 1 hora a 4°C.

Los extractos se transfirieron a frascos herméticos color caramelo,
especialmente disefiados, conservandose a —15°C bajo atmésfera de N; para
su cuantificacion.

El disefio de los frascos implicé la fabricacién de tapas de teflén, de 1,3
cm de alto y 2,5 cm de diametro, con un asiento de 3 mm de profundidad en su
parte central a los efectos de colocar un septun de 11 mm de diametro.
Asimismo se realizé una perforacién a través de la tapa que permitié la

introduccidn de una jeringa Hamilton para la extraccién de la muestra.

b.- Identificacion y cuantificacién

Se realizd por cromatografia gaseosa empleandose un cromatdgrafo
KONIC HRGC 3000C e inyectandose, con jeringa Hamilton, alicuotas de 1 - 3
ul de muestra manteniéndose el inyector a una temperatura de 250°C.

Se usé Nz como gas de corrida con un caudal de 1,8 mi/min y una
columna capilar J & W SCIENTIFIC DB17 (diametro: 0,25 mm; longitud: 30 my
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espesor de film: 0,25 um). Se operdé en modo splitless/split (caudal: 27,3
ml/min) y se utilizé un detector de ionizacién de llama a 270°C.

El programa de temperaturas utilizado para la separacién vy
cuantificacion fue 15 min a 220°C , incremento de 10°C/min hasta 240°C,
temperatura que se mantuvo durante 20 minutos.

La cuantificacion se realizé utilizando el método de patrén interno. Se
utilizé acido heptadecanoico como tal el que debié metilarse a fin de agregarse
a los estandares de acidos grasos. Para ello se disolvido 25 mg en 2,5 ml de
MeOH + 0,001% BHT + 2 % H,SO4 y se derivatiz6 tal como se describié en el
apartado anterior. La solucién concentrada se extrajo con un total de 3 mi de
hexano, calidad cromatografica, llevandose luego a 25 ml con el mismo
solvente.

Los estandares de ésteres metilados de acidos grasos (SIGMA), a
saber: palmitico (6%), estearico (3%), oleico (35%), linoleico (50%), linolénico
(3%) y araquidénico (3%) disponibles en ampollas de 100 mg, se diluyeron en
hexano agregandose a esta solucién cantidad suficiente del patron derivatizado
para alcanzar rangos similares de concentracion los que variaron entre 2.10™
%y 33,7.10* %.

Cada determinacién se realizd por triplicado y los resultados se

expresan en % acidos grasos/ LT y ug de acido graso /g LT.

IV . 3.3.3.- Fosfolipidos

Se utilizé la técnica descripta por Ames (1966) para la determinacion de
fosfato total cuya metodologia se describe a continuacién:

En tubos de ensayo Pirex se colocaron 200 ul del extracto lipidico a los
que se adicion6 90 ul de una solucién de Mg(NO3),.6H,O al 10% preparada
con alcohol etilico de 96°. Luego se secaron en llama directa hasta
desaparicion de humos marrones. Simultaneamente, se prepard el blanco
reemplazando el extracto lipidico por agua destilada y siguiendo la misma

metodologia.
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Una vez frios, se agregaron 900 ul de HCI 0,5 N y se calentaron a bano
maria en ebullicién durante 15 minutos a fin de hidrolizar a fosfato cualquier
pirofosfato formado durante el proceso de calcinacion. Durante esta etapa, los
tubos permanecieron tapados para minimizar la evaporacion.

Nuevamente los tubos se enfriaron y se adiciond, a cada uno, 2,1 ml de
la mezcla de reaccion preparada en el momento.

La mezcla de reaccion se obtuvo combinando solucién de acido
ascorbico al 10% (1 parte) y soluciéon de molibdato de amonio tetrahidratado al
0,42% en H,SO4 1 N (6 partes).

Posteriormente, los tubos se incubaron en un bafo termostatizado a
45°C durante 20 minutos leyéndose a continuacion su absorbancia a 820 nm
en un espectrofotometro UNICAM UV2.

Para la cuantificacion se utilizo la siguiente equivalencia: 0,01 umoles de
fosfato organico = 0,240 de absorbancia y las determinaciones se realizaron
por triplicado.

Los resultados se informan en umoles de fosfato/g LT.

IV . 3.3.4. Peroxidacion de lipidos

El grado de peroxidacién se determiné a través de la cuantificacién de
malondihaldehido (MDA) y monoaldehidos (MA), sustancias estas que
reaccionan con el acido tiobarbiturico (TBA) segun la técnica descripta por
Zhuang y col. (1997).

a.- Preparacion de la muestra y extraccion

La muestra para analisis se preparé cortando una rodaja de 2 cm de
espesor de la zona ecuatorial de cada fruto muestreado para cada tiempo y
ensayo. Las rodajas se dividieron en cuatro porciones tomandose dos de los
extremos opuestos a los que se les retiré la piel. Cada cuarto se divididé a su
vez por la mitad constituyendo el conjunto de todas las rodajas la submuestra

para el analisis.
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Se pes6 una muestra representativa del tejido vegetal, aproximadamente
10 g, y se trituré en una procesadora de uso doméstico conjuntamente con 1%
p/p de PVPP y 30 ml de buffer fosfato 50 mM (pH 7) al que se adicioné Tween
20 (0,1%).

Posteriormente se centrifugo el homogeneizado en una centrifuga
refrigerada HERMLE Z 323 K, a 4°C y 10.000 r.p.m. durante 20 minutos.

Los extractos se conservaron congelados en frascos color caramelo

hasta su cuantificacion.
b.- Cuantificacién

A 200 ul del extracto obtenido se le adicionaron 2800 pl de solucién de
acido tricloacético (TCA) al 20 % + acido tiobarbiturico (TBA) al 0,5 %. La
mezcla se realizé en tubos de centrifuga de polipropileno los que
posteriormente fueron incubados a bafio maria a 95°C durante 30 minutos.

Inmediatamente de extraidos, fueron transferidos a un bafo de hielo
para enfriarlos y, posteriormente, se centrifugaron a 10.000 rp.m. y 5°C
durante 10 minutos.

A continuacion, se ley6 la absorbancia de las muestras a 532 nm (MDA)
y 455 nm (MA) en un espectrofotémetro UNICAM UV2.

Para su cuantificacion se utilizaron como coeficientes de extincion (E)
1,56 x 10° (M/cm)’' para MDA y 0,457 x 10° (M/cm)’' como coeficiente
promedio para cinco aldehidos (propanal, butanal, hexanal, heptanal y
propanal-dimetilacetal) (MA) (Zhuang y col., 1997).

Las determinaciones se efectuaron por triplicado y los resultados se

informan en umoles de MDA é MA/g tejido fresco.

IV . 3.3.5. Analisis estadistico

Las experiencias se realizaron segun un disefo factorial llevandose a

cabo por lo menos cuatro ensayos.
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Los factores analizados fueron temperatura y tiempo de

almacenamiento.
Se realiz6 un Analisis de Varianza (ANAVA) de los resultados
comparandose las medias con el test LSD para un nivel de significancia (o)

igual a 0,05 utilizandose el software estadistico SPSS 10.0.
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IV .4. RESULTADOS Y DISCUSION
IV . 4.1. Acidos grasos

Se sabe que los lipidos juegan un papel importante como uno de los
principales constituyentes de las membranas asi como también se reconoce su
bajo contenido en frutas y hortalizas. Es asi que, en nuestras determinaciones,
los valores de lipidos totales no superaron el 0,1 % siendo su valor promedio
de 0,068 + 0,01% a lo largo de todo el periodo de almacenamiento.

Los principales acidos grasos que se detectaron en las berenjenas
fueron palmitico, estearico, oleico, linoleico, linolénico y araquidénico, los que
constituyeron, aproximadamente, el 32% de los lipidos totales en los frutos
recién recolectados.

Los acidos estedrico y araquiddnico fueron los que se encontraron en
menor proporcién. Las cantidades de oleico y linolénico siguieron en orden de
importancia, en proporciones similares, y los acidos palmitico y linoleico fueron
los mas abundantes siendo este ultimo el acido graso predominante. La Tabla
IV.1 muestra los porcentajes promedios de dichos acidos referidos a los lipidos

totales (LT) y a los acidos grasos libres (FFA).

ACIDO GRASO % LT % FFA
PALMITICO 7,18 22,71
ESTEARICO 0,33 1,04
OLEICO 5,55 17,54
LINOLEICO 12,21 38,60
LINOLENICO 5,66 17,88

ARAQUIDONICO 0,70 2,22

Tabla IV.1. Composicion de acidos grasos de berenjenas Black nite.

Durante nuestros ensayos se observé que la temperatura de crecimiento
de los frutos influy6é en la composicion de acidos grasos. En la Figura IV.1. se
presentan los resultados obtenidos de ensayos realizados con berenjenas
cosechadas en Diciembre y Febrero. Los grados-dias acumulados para un

periodo de 13 dias fueron 78,8°C y 113,2°C, respectivamente.
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Rodriguez (2000) determind que el periodo de crecimiento de
berenjenas cv. Black nite fue de 13 dias, contado a partir de tercer dia de la
caida de los pétalos de las flores, al cabo de los cuales los frutos alcanzaron el
tamano optimo para su comercializacidén. Por ello, se calcularon los grados-dia
acumulados a partir de los datos de temperaturas medias diarias registrados 13
dias antes de la fecha de recoleccién y tomando como temperatura base para

la fructificacion 15°C.
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Figura IV.1. Composicion de acidos grasos de berenjenas cv. Black nite
correspondiente a diferentes fechas de recoleccion. LSDggs (Palmitico) =
5,43. LSDgos (Estearico) = 0,05, LSDggs (Oleico) = 6,40, LSDgpgs
(Linoleico) = 18,53; LSDg o5 (Linolénico) = 9,91; LSDqes (Araquiddnico) =
2,18.

En la Figura IV.1 se observa un incremento en la concentracion de
acidos grasos saturados y monoinsaturados (palmitico, oleico y araquidonico) y
una disminucién en la cantidad de acido linolénico de los frutos desarrollados a
mayor temperatura. Los &cidos palmitico y oleico de las berenjenas
cosechadas en febrero superaron en mas de un 50% a las concentraciones
encontradas en los frutos cosechados en diciembre. Asimismo, se registré un
porcentaje mayor al 60% en la disminucién en el contenido de acido linolénico.
Los acidos estearicos y linoleico no mostraron variaciones y el acido

araquidonico presento un incremento del 34%.
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Condiciones diferentes de niveles de luz, radiaciéon ultravioleta vy
temperatura durante el crecimiento de pimientos cv. Gator Bell, cultivados en
invernadero y a campo, mostraron cambios en la composicion de los lipidos de
plastidos y microsomas siendo los mas importante las proporciones relativas de
esteroles libres, esterilglicésidos y esterilglicosidos acilados asi como la
relacion esterilipidos : fosfolipidos que registraron aumentos en los microsomas
y disminucion en los plastidos durante la maduracién de los frutos. Variaciones
mucho mas marcadas de estas tendencias se observaron en los pimientos
cultivados a campo. Estas observaciones indujeron a su autor (Whitaker,
1991b) a plantear la necesidad de realizar estudios sobre el efecto de las
condiciones de crecimiento de los frutos en la composicion de los lipidos de
membrana.

La alteracion en la composicion de lipidos de membrana de
microorganismos, necesaria para mantener su fluidez, ha sido estudiada por
numerosos autores a diferentes temperaturas de crecimiento. Asi, por ejemplo,
ensayos realizados con la cianobacteria marina unicelular Synechococcus sp.
PCC 7002 revelaron un incremento en el grado de insaturacion de acidos
grasos de 18 atomos de carbono en células que crecieron a 22°C comparadas
con las que se desarrollaron a 38°C (Sakamoto y col., 1997).

Por otra parte, Larkindale y Huang (2004) investigaron los cambios en la
composicion de lipidos de membrana y sus niveles de saturacién en tejidos
foliares y radiculares de tres cultivares de Agrostis stolonifera, una hierba
rastrera, sometidas a una aclimatacién a alta temperatura y estrés térmico (28
dias a 35°C en camara de crecimiento). Verificaron un incremento en el nivel
de saturacion de los lipidos en el extracto lipidico total proveniente de las hojas
sometidas a estrés debido a una disminucién del acido linolénico y un
incremento de los acidos linoleico y palmitico.

Norman y col. (2001) sugirieron la habilidad de cultivares de coleus para
adaptarse a las bajas temperaturas de crecimiento, alterando la composicién
de los lipidos de membrana, al observar un incremento en el grado de
instauracion en respuesta a la reduccién de la temperatura de 20°C a 13°C

debido al aumento de las especies moleculares que contenian acido linolénico.
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La evolucion del contenido de los principales acidos grasos
determinados en las berenjenas conservadas a 3°C, almacenadas a 3°C y
transferidas a 20°C y mantenidas a 20°C se observa en la Figura IV.2.

Los acidos palmitico y oleico no mostraron diferencias significativas
durante las primeras horas de almacenamiento refrigerado. A los 3 dias se
incrementaron sus concentraciones en, aproximadamente, un 83% y 76%
respectivamente. Al aumentar el periodo de conservacién, ambos acidos
grasos disminuyeron en el tiempo siendo mas marcada la pérdida del acido
oleico.

En los frutos almacenados a 20°C, el contenido del acido palmitico fue
siempre menor y mostré un comportamiento similar al de las berenjenas
almacenadas a 3°C para periodos de conservacion superiores a los 3 dias.
Durante la transferencia de los frutos a 20°C por 48 horas los valores obtenidos
también fueron significativamente menores.

La evolucion de la concentracion de acido oleico present6, asimismo,
una tendencia decreciente menos marcada durante el almacenamiento a 20°C
obteniéndose valores superiores al cabo de 12 dias de conservacion. En tanto,
el pasaje a 20°C soélo registro valores inferiores a los 3 dias, no se registraron
diferencias significativa a los 6 y 9 dias y aumentd a los 12 dias al comparar su
evolucion con los frutos almacenados a 3°C.

El acido araquidénico no presenté diferencias hasta los 6 dias de
almacenamiento tanto a 3°C como a 20°C. Sdlo se registré un incremento a los
9y 12 dias en los frutos conservados a 3°C (datos no mostrados).

Los acidos grasos poliinsaturados disminuyeron hasta los 2 dias de
almacenamiento a 3°C para registrar un incremento muy marcado al cabo de 3
dias. El acido linoleico aumentd mas de 2,2 veces mientras que el linolénico
s6lo registr6 un aumento ligeramente superior al 60% con respecto a su
concentracion inicial. A los 6 dias de conservacién, ambos acidos grasos
disminuyeron para permanecer sin variaciones significativas durante el resto

del almacenamiento.

103



ACIDOS GRASOS, FOSFOLIPIDOS Y PEROXIDACION

140

120 4
100 - *
80

Acido Palmitico
(mg/g LT)

20

120

100 3

o n
¢

80 <

60 oo

Acido Oleico
(mg/g LT)
L
%

40 -

20 -

350

300 4

e

250 °
200 -
150 -

Acido Linoleico
(mg/g LT)

1001 " &
50

140
120 - @ o
100 -

on
°

80 4

*n
*
¢

60 4
40 { &4
20 | - © 3°C m20°C ©3°C + 20°C

Acido Linolenico
(mg/g LT)

0 3 6 9 12 15
Tiempo (dias)

Figura IV.2. Evolucion de los principales acidos grasos de berenjenas
Black nite durante el almacenamiento refrigerado, a 20°C vy
almacenadas a 3°C + 20°C por 48 horas. LSDgps (Palmitico) = 7,31;
LSDgos (Oleico) = 13,77, LSDges (Linoleico) = 18,13; LSDgps
(Linolénico) = 9,76.
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A 20°C, estos acidos poliinsaturados también se incrementaron a los 3
dias sin mostrar diferencias significativas con los frutos almacenados a 3°C. A
mayores tiempos de conservacion, el acido linoleico disminuyé mas lentamente
alcanzando valores menores recién a los 12 dias. E! acido linolénico, sin
embargo, registré otro incremento importante a los 9 dias manteniéndose
siempre sus niveles por encima del de las berenjenas conservadas a 3°C. Un
comportamiento similar se evidencié en los frutos luego del pasaje a 20°C.

El particular comportamiento de los acidos grasos determinados a los 3
dias de almacenamiento, momento en el que comienza a manifestarse el dano
por frio, coincidié con una disminucion en el contenido de lipidos totales de los
frutos analizados. Sin embargo, al referir sus contenidos en base a los gramos
de tejido fresco, las tendencias observadas fueron similares a las antes
descriptas.

Estas observaciones concuerdan con las indicadas por Stanley (1991)
quién mencion6 la existencia de evidencia que demuestra que el estrés por
bajas temperaturas ocasiona una sintesis de cantidades mayores de acidos
grasos insaturados para permitir mantener la fluidez de la membrana.
Asimismo, Sinensky (1974) informé el incremento en la sintesis de acidos
grasos insaturados, para éste mismo propoésito, en Escherichia coli sometida a
bajas temperaturas denominando al fenémeno "aclimatacién homeoviscosa”.

Por otra parte, Zhuang y col. (1994) registraron una disminucién en el
contenido de acidos grasos poliinsaturados de floretes de brécoli cv. Iron Duke
almacenados durante 6 dias a 5°C atribuyendo dicha disminucién a la pérdida
de acido linolénico debida a la senescencia del tejido. No encontraron
diferencias significativas en los acidos grasos saturados y el acido oleico
aumenté a las 24 horas permaneciendo sin variaciones al cabo de 6 dias de
conservaciéon. En otro estudio, realizado con el mismo producto, Zhuang y col.
(1997) no encontraron diferencias significativas en los acidos grasos de floretes
almacenados a 2°C durante un almacenamiento de 144 horas. Sin embargo, el
aumento de la temperatura (13°C y 23°C) causd una disminucién en su
contenido, disminuyendo también los acidos grasos saturados,

monoinsaturados y poliinsaturados luego de 144 horas de conservacion. Las
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muestras almacenadas a 2°C registraron niveles significativamente mas altos
de acidos saturados y poliinsaturados. Atribuyeron la disminucién de acidos
grasos totales a las pérdidas antes mencionadas con mas del 80% de la
pérdida debida al menor contenido de poliinsaturados.

Si bien Mazliak (1987) adjudicé la rapida pérdida de lipidos,
especialmente lipidos de membrana, al deterioro de tejidos vegetales, Whitaker
(1991b) determindé que el contenido de acidos grasos libres de tomates cv.
Rutgers, almacenados a 15°C, aumentaba gradualmente durante los primeros
4 dias de almacenamiento, bruscamente entre los 4 y 8 dias y no variaba
durante los 4 dias finales. La suma de acidos linoleico y linolénico mostraron la
misma tendencia. Por el contrario, en los frutos mantenidos a 2°C, el contenido
de acidos grasos libres disminuyo6 los 2 primeros dias, aumentando ligeramente
entre el dia 2 y 4, mas rapidamente entre el 4 y 8 y se estabilizaron entre los 8
y 12 dias. A los 8 dias de conservacion, cuando el contenido de acidos grasos
libres fue maximo tanto en la fruta enfriada como en la no enfriada, la cantidad
de acidos linoleico y linolénico fue tres veces mayor en la fruta mantenida a
mayor temperatura. Atribuy6 el incremento de los acidos grasos libres de los
frutos a 15°C a la hidrélisis de lipidos tilacoides durante la transformacién de
plastidos.

Por otra parte, Bergevin y col. (1993), al estudiar el efecto del dafo por
frio en tomates cv. Caruso almacenados durante 18 y 22 dias a 1 y 20°C,
encontraron que la proporcidén de acido linolénico en los lipidos totales
disminuia a 20°C. El porcentaje de palmitico y, especialmente, oleico se
incrementaba durante la maduracion y la proporcion de acido linolénico
aumentaba durante el almacenamiento a 1°C mientras que la proporcion de
oleico y linoleico disminuia. Cuando los frutos eran transferidos a 20°C por 4
dias, después de 18 dias de refrigeracion, el porcentaje de linolénico decrecio,

observandose un incremento en la proporciéon de palmitico y oleico.
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IV . 4.2. Fosfolipidos

La Figura IV.3 muestra la variacion en el tiempo de los fosfolipidos de
berenjenas durante las condiciones ensayadas. Tal como puede observarse en
la misma, durante el almacenamiento a 3°C se registrdé una disminucién a
tiempos cortos seguido de un aumento paulatino hasta los 6 dias de
conservacion y registrandose una nueva disminucién a los 9 dias a partir de los
cuales permanecieron sin cambio significativo a niveles inferiores a los
iniciales. En las berenjenas mantenidas a 20°C, a los 9 dias se manifesté un
incremento superior al 80% con respecto al valor inicial sin producirse
modificaciones para tiempos menores a los 6 dias. El pasaje, en general, arrojé
valores mayores al de los frutos refrigerados y similares a los correspondientes
a 20°C a los 3 y 6 dias, sin manifestarse variaciones en el tiempo de

conservacion.
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Figura IV.3. Modificacién de fosfolipidos de berenjenas Black nite
durante el almacenamiento refrigerado, a 20°C y transferidas a 20°C
por 48 horas. LSDggs = 7,58.

Se ha demostrado que el frio induce la degradacién de lipidos en
pepinos (Parkin y Kuo, 1989), plantas semilleras de pepinos (Whitaker y Wang,
1987) y pericarpio de tomate (Nguyen y Mazliak, 1990).
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Asi, Whitaker (1991a) encontré que el contenido de fosfolipidos de
pericarpio de tomates cv Rutgers, almacenados a 15°C y 2°C, disminuia sélo
ligeramente luego de 12 dias de almacenamiento a ambas temperaturas.
Asimismo, en otra experiencia (Whitaker, 1993), trabajando con tomates cv. Pik
Red en las mismas condiciones anteriores, encontré que los fosfolipidos de los
plastidos y microsomas de membrana del pericarpio descendian. Al
experimentar con los mismos tomates (Whitaker, 1994), almacenados a 2°C y
20°C, también not6 que el contenido de fosfolipidos totales disminuia durante la
maduracion (14 dias a 20°C) pero no cambiaban apreciablemente durante el
enfriamiento o después de 21 dias a 2°C seguidos de un acondicionamiento de
4 dias a 20°C.

Igualmente, Bergevin y col. (1993) al investigar sobre el efecto del dafio
por frio en tomates cv. Caruso almacenados a 1°C y 20°C, encontraron que el
contenido de fosfolipidos decrecia al cabo de 18 y 22 dias de almacenamiento
a 20°C pero permanecia constante durante el almacenamiento a 1°C y
después de un pasaje de 4 dias a 20°C luego de 18 dias de exposicion a bajas
temperaturas.

Wang y col. (1992), trabajando con zuchinis cv. Ambassador
almacenados 5°C, determinaron que los fosfolipidos predominantes
(fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina) disminuyeron continuamente durante el
almacenamiento al igual que fosfatidilinositol y fosfatidilglicerol.

Sin embargo, Whitaker (1992) investigando la evolucion de fosfolipidos
en tomate cv. Rutgers de diferentes estados de maduracién y almacenados a
2°C y 15°C, encontré que, en ambos casos, el contenido de fosfolipidos se
incrementaba en un 7-11% después de 4 dias de almacenamiento a 2°C,
manteniéndose, al cabo de 12 dias, en niveles aln superiores del orden de 4-
7%. Por el contrario, después de 4 dias a 15°C el contenido de fosfolipidos
disminuy6 continuando esta tendencia, pero en menor magnitud, al cabo de 12
dias en los frutos verde maduros y aumenté ligeramente en los verde maduro
(7-10%).

No obstante, Whitaker (1995) encontré resultados diferentes al estudiar

la variacion de fosfolipidos en pimientos cv. Bell Tower almacenados a 2°C
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durante 14 dias. Encontré una ligera disminucion de los mismos y un

incremento sustancial después del pasaje por 3 dias a 20°C.

IV . 4.3. Peroxidacién

La peroxidacion lipidica es un grupo extremadamente complejo de
etapas enzimaticas y no enzimaticas, que ocurren tanto simultdnea como
competitivamente, y origina una gran variedad de compuestos intermediarios y
finales (Stanley, 1991).

En la Figura 1V.4 se representa la evolucion del contenido de
malondialdehido (MDA) y monoaldehidos (MA) obtenida en nuestras
experiencias.

En ambas graficas se observa un comportamiento similar hasta los 6
dias de almacenamiento a 3°C. A partir del segundo dia de refrigeracién, y
antes de manifestarse signos visibles del dafo por frio, comienzan a
incrementarse hasta alcanzar valores maximos siendo el contenido de MDA,
aproximadamente, 2,8 superior al valor inicial mientras que el contenido de MA
arrojo un incremento aproximado de 2,1 veces el valor inicial. A los 9 dias de
conservacién ambos disminuyeron permaneciendo sin variaciones hasta el final
del almacenamiento presentandose una reduccion mas marcada en el
contenido de MDA.

Durante el almacenamiento a 20°C, el comportamiento fue similar hasta
los 6 dias de conservacién alcanzandose los valores maximos en ambos
casos. Sin embargo, los incrementos registrados fueron menores al de los
frutos almacenados a 3°C siendo, aproximadamente, un 70% superior el
contenido de MA y un 125% el contenido de MDA con respecto a los valores
iniciales. A los 9 dias de mantenimiento a 20°C, se registré una disminucion
tanto en el contenido de MDA como de MA. En el primer caso, esta tendencia
continué hasta el final del periodo de conservacién alcanzandose valores
inferiores a los iniciales al cabo de 12 dias mientras que el contenido de MA

permanecio sin variaciones significativas.
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Figura IV.4. Variacion del contenido de malondialdehido y monoaldehidos
de berenjenas Black nite durante el almacenamiento refrigerado, a 20°C y
transferidas a 20°C por 48 horas. LSDggs (MDA) = 0,47; LSDggs (MA) =
7,65.

Los frutos transferidos a 20°C mostraron valores significativamente
mayores comparados con los frutos almacenados a 3°C luego de 3 dias y
valores menores a los 6 dias, en ambos casos. El contenido de MDA registro
un nuevo incremento luego del pasaje a los 12 dias mientras que el contenido
de MA permanecié sin variacion.

Kuo y Parkin (1989) no encontraron variaciones en el nivel de
peroxidacién de acido linoleico en pepinos cv. Carolina almacenados a 14°C,
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medida a traveés del etano producido. Sin embargo, durante su almacenamiento
a 4°C observaron que la evolucion de etano comenzé a los 12-13 dias
incrementandose su produccion en los frutos transferidos a 14°C recién luego
de 7 dias de almacenamiento en frio. A partir de estas observaciones,
concluyeron que la peroxidacién lipidica inducida por el frio ocurre antes del
dafo irreversible tanto en frutos enfriados como en los transferidos a mayor
temperatura. Por otra parte, dicha peroxidacion fue potenciada antes de
cualquier evidencia de dano concordando con la observacién de que se
requieren varios dias de exposicion al frio para impartir un dafo irreversible a
tejidos vegetales sensibles al frio.

No obstante, Zhuang y col. (1997) encontraron un marcado incremento
en el contenido de MDA y MA en floretes de brécoli cv. Iron Duke almacenados
a 23°C mientras que a 13°C sélo observaron diferencias al final del
almacenamiento (144 horas) no percibiendo diferencias en las primeras 48
horas de conservacion.

Asimismo, Meir y col. (1992), a partir del concepto de que la
peroxidacion lipidica juega un rol significante en la senescencia de hojas,
estudiaron la evolucién de ésta durante la conservacion de perejil. Para ello,
almacenaron las hojas durante 7 dias a 25°C y encontraron un incremento
tanto en MDA como en MA a patrtir del 4° dia concluyendo que los modos de
acumulacién de MA durante la senescencia de perejil eran similares a los de
MDA. Resultados similares encontraron Zhuang y col. (1994) en brécoli.

Puesto que la senescencia se caracteriza por la peroxidacion lipidica
(frutos almacenados a 20°C), los patrones similares de oxidacién encontrados
durante el dafio por frio indican que existe una relaciébn entre estos dos
procesos por lo que podria suponerse que el dafo por frio es una forma de

senescencia inducida tal como fue sugerido por Stanley (1991).
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IV.5. CONCLUSIONES

e Los principales acidos grasos que se detectaron en las berenjenas

Black nite fueron palmitico, oleico, linoleico y linolénico.

e El perfil de acidos grasos se vio influenciado por la temperatura de
crecimiento de los frutos siendo mayor la concentracion de acidos
saturados y monoinsaturados y menor la de acido linolénico de los

frutos desarrollados a mayor temperatura.

e Los acidos palmitico y oleico registraron un incremento a los 3 dias de
almacenamiento refrigerado disminuyendo sus concentraciones para
periodos de conservacion mayores. Un comportamiento similar se

registré en los frutos almacenados a 20°C.

e Se registr6 un marcado incremento en los acidos grasos
poliinsaturados luego de 3 dias de almacenamiento a 3°C, similar al de
los frutos almacenados a 20°C, disminuyendo a los 6 dias y

permaneciendo sin variaciones durante el resto del almacenamiento.

e La disminucién de la concentraciéon de acidos grasos saturados fue
mas marcada en los frutos almacenados a 20°C que a 3°C
registrandose una reduccién menos marcada en los acidos grasos
insaturados. Similar comportamiento se observo en los frutos luego del

pasaje a 20°C por 48 horas.

e La concentraciéon de fosfolipidos presenté una disminucién para
tiempos cortos de almacenamiento a 3°C seguido de un paulatino
ascenso y posterior disminucién a los 9 dias. El pasaje, en general,
arrojé valores mayores al de los frutos refrigerados y similares a los

correspondientes a 20°C.
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El grado de peroxidacion de los lipidos aumentd antes de manifestarse
signos visibles de dafo por frio en los frutos aimacenados a 3°C

alcanzandose valores maximos a los 6 dias de conservacion.

Los frutos transferidos a 20°C mostraron un comportamiento parecido

al de los frutos almacenados a 3°C.

El nivel de peroxidacién de las berenjenas almacenados a 20°C fue

menor al de los frutos almacenados a 3°C.
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ATMOSFERA MODIFICADA

V. 1. INTRODUCCION

Se estima la magnitud de las pérdidas postcosecha en frutas y vegetales
frescos en un 5-25% en paises desarrollados y en un 20-50% en paises en
desarrollo, dependiendo del cultivar del producto y de las condiciones de
manejo (Kader, 2002a).

Por ello, el papel ultimo de la techologia poscosecha es idear métodos
por los cuales la deterioracion del producto esté lo mas restringida posible
durante el periodo entre el productor y el consumidor final. Esto requiere una
completa comprension de la estructura, composicién, bioquimica y fisiologia de
los productos horticolas ya que las tecnologias postcosecha estaran
principalmente relacionadas con la reduccion de la velocidad metabdlica del
producto sin inducir eventos anormales (Wills y col., 1998).

La temperatura juega un rol fundamental en el metabolismo de las frutas
y hortalizas. La disminucién de la temperatura reduce el metabolismo vy, por lo
tanto, prolonga la vida util. Si bien la refrigeracién es una de las principales
técnica utilizadas para mantener la calidad de los vegetales,
desafortunadamente, algunos tejidos son sensibles a las bajas temperaturas
(Marangoni y col., 1996).

Los productos frescos sensibles al frio no pueden obtener la ventaja
completa del almacenamiento refrigerado pero si no se refrigeran se deterioran
rapidamente. Si pudiera aumentarse la tolerancia al frio de estos tejidos
sensibles, o si la evolucién de los sintomas del dafio por frio pudiera retardarse,
entonces seria factible conservarlos a temperaturas mas bajas a fin de reducir

la velocidad de deterioro (Wang, 1993).

V. 1.1. TRATAMIENTOS POSTCOSECHA PARA REDUCIR LA INCIDENCIA
DEL DANO POR FRIO

Numerosos trabajos se ha publicado relacionados con las diferentes
técnicas que pueden usarse durante el periodo postcosecha para disminuir

este dano. Estas técnicas pueden clasificarse en tratamientos térmicos,
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calentamiento intermitente, atmdésfera controlada, aplicacién de reguladores de
crecimiento, otros tratamiento quimicos, encerado y otros recubrimientos y
empacado. Las tres primeras manipulan y modifican el ambiente de
almacenamiento mientras que las otras involucran el tratamiento directo de los
productos. Algunas de estas tecnologias son mas efectivas en ciertos
productos que en otros y las condiciones 6ptimas varian con los diferentes
vegetales (Wang, 1993).

La gran variabilidad de los vegetales en cuanto a forma, tamafo y
fisiologias asi como las diferencias existentes entre cultivares y especies
influyen en su susceptibilidad al dafio por frio por lo que no existe un método
universal para disminuir este dano. Esto hace que las condiciones de
tratamiento ensayadas por los diferentes investigadores sean especificas para
ese producto en particular.

A continuacién se presentan de manera sucinta estas técnicas
incluyéndose algunos ejemplos de aplicacion y tratamientos probados en

berenjena, cuando corresponda.

a) Tratamientos térmicos

Los tratamientos térmicos se realizan para controlar insectos y prevenir
putrefacciones fungicas. Asimismo, afectan la maduracién o respuesta a
temperaturas extremas de los productos (Lurie, 1998). Estos tratamientos se
clasifican, teniendo en cuenta de la magnitud de las temperaturas utilizadas,

en:
a.1) Acondicionamiento a bajas temperaturas

Temperaturas previas al almacenamiento ligeramente por encima del
rango critico aumentan la tolerancia al frio de los vegetales durante la

conservacion posterior a baja temperatura y retrasa el desarrollo de los

sintomas de dario (Wang, 1993).
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Como ejemplo podemos citar el acondicionamiento de zuchinia 10°C o a
15°C durante 2 dias previos a su almacenamiento a 5°C (Wang, 1995a; Wang,
1995b; Wang, 1996; Kramer y Wang, 1990).

El acondicionamiento a dos temperaturas, en etapas, es aun mas
efectivo que el acondicionamiento a una temperatura. Asi por ejemplo, tomates
pueden aclimatarse al almacenamiento a bajas temperaturas por la exposicioén
sucesiva durante 4 dias a 12°C seguida de 4 dias a 8°C y 7 dias a 5°C
(Marangoni y col., 1990). Asimismo, Nakamura y col. (1985) recomendaron el
acondicionamiento previo de berenjenas almacenadas a 6,5°C que consistié en
someterlas a 15°C por 1-2 dias seguido de 1 dia a 10°C.

Aparentemente estos acondicionamientos inducen modificaciones
fisiologicas que, dependiendo del vegetal, son: incrementos en las
concentraciones de aldehidos de cadenas largas; incrementos en azlcar y
almidén; disminucién de ARN, proteinas y fosfatos liposolubles; disminucién de
la pérdida de clorofila; reduccién de la pérdida de lipidos; incremento en el
grado de instauracién de los acidos grasos de los fosfolipidos relacionados con
la flexibilidad de la membrana; incrementos en los niveles de acido linoleico;

incrementos significativos de poliaminas; etc. (Wang, 1993).

a.2) Acondicionamiento a altas temperaturas

Consiste en tratamientos a temperaturas mas altas que en el caso
anterior pero subletales, generalmente inferiores a 40° - 50°C. Estos
calentamientos se pueden realizar utilizando agua caliente, aire saturado con
vapor de agua o aire caliente.

En este caso, la reduccion de la sensibilidad al dafo por frio de las frutas
esta relacionado con la acumulacién de proteinas de shock térmico (HSP) y
modificaciones en la composicién de lipidos que imprimen una mayor fluidez a
las membranas (Lurie, 1998).

Por ejemplo, el tratamiento térmico de tomates durante 2-3 dias en aire
a 38°C reduce su sensibilidad a la baja temperatura y pueden ser almacenados

durante mas de un mes a 2°C sin desarrollar dafio por frio (Sabehat y col.,
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1996, Lurie y Sabehat, 1997). Asimismo, la inmersién de tomates en agua a 46-
48°C durante 2-3 min provoca la adaptacion del tejido a la baja temperatura
(2°C) (Lurie y col., 1997).

Tratamiento con aire a 35°C durante 1 hora redujeron la incidencia del
dafno por frio en berenjenas cv. Black nite (Rodriguez, 2000) al igual que
tratamientos con aire a 40°C por 2 horas en berenjenas cv. Money Maker N°2
(Concellon, 2003). En ambos casos los frutos fueron almacenados en

atmoésfera modificada después de los tratamientos.

b) Calentamiento intermitente

La interrupcion de la refrigeracion por uno o mas periodos cortos de
exposicién a temperaturas templadas incrementa la vida de almacenamiento de
algunos productos sensibles al frio si se realiza antes de que el dafio sea
irreversible (Wang, 1993). El efecto benéfico de este calentamiento parece
residir en la recuperacién de los efectos perjudiciales del estrés (eliminacion de
sustancias toxicas o inhibidoras, reparacion del dafio de membranas, organelas
o rutas metabdlicas, etc.), si bien el efecto de recuperaciéon puede confundirse
con la maduracién que también ocurre a temperaturas mas altas (Wade, 1979;
Wang, 1993).

c) Atmésferas controladas (AC)

Las atmésferas controladas consisten en modificar deliberadamente la
concentracion de oxigeno y/o diéxido de carbono del ambiente que rodea al
producto. Precisamente, la disminucién de la concentracion de oxigeno y/o el
aumento de la concentracion de diéxido de carbono, en relacién a la
composicion del aire, se usan para retrasar la maduracién y la senescencia en
productos frescos usualmente en conjunto con el almacenamiento refrigerado.
Sin embargo, dependiendo del producto, la atmésfera puede ser beneficiosa, ir

en detrimento o no tener efecto en la reduccién del dafio por frio.
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Un ejemplo de almacenamiento en AC beneficiosa es la conservacién a
4°C de pimientos con mezclas de 1% CO2 + 1% O, y 3% CO2+ 1% O, . Ambas
reducen el dafio por frio (Yang y Lee, 1997).

En recientes anos se han realizado varios refinamientos del
almacenamiento en AC para mejorar el mantenimiento de la calidad. Estos
incluyen la produccién de nitrégeno por separacion del aire comprimido usando
tamices moleculares o sistemas de membranas; el almacenamiento a bajas
concentraciones de O, (1,0-1,5%); AC bajas en etileno; AC rapidas
(establecimiento rapido de los niveles oOptimos de O, y COy); v,
almacenamiento en AC programada o secuencial (por ejemplo,
almacenamiento en 1% de O, por 2 a 6 semanas seguido del almacenamiento

en 2 a 3% de O, durante el resto del periodo de conservacién) (Kader, 2002a)

d) Aplicacion de reguladores de crecimiento

Las aplicaciones exdgenas de reguladores de crecimiento incrementan la
tolerancia de los tejidos al dafio por frio ya que influyen en un amplio rango de
procesos bioquimicos y fisiolégicos. Entre ellos podemos mencionar acido
absicico, triazoles, etileno, poliaminas y acido jasmoénico y su derivado metilado
(Wang, 1993; Concellén, 2003).

El acido absicico (ABA) estabiliza la red microtubular cuya
depolimerizacién esta involucrada en el dafo por frio, inhibe la pérdida de
glutation reducido, actia como agente antitranspirante y estabilizador de la
membrana e induce la sintesis proteica (Wang, 1993). Tratamientos directos de
zuchinis con ABA exdgeno antes de su almacenamiento a 2,5°C incrementé los
niveles de ABA en el tejido y fueron efectivos en reducir el dafio por frio (Wang,
1991).

Muchas de las respuestas fisiolégicas a los jasmonatos son similares a
los efectos causados por el ABA y su efectividad en el retraso del dafo por frio
ha sido comprobada en zuchini (Wang y Buta, 1994) y berenjenas (Concellén,
2003), entre otros.
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Los triazoles retrasan la degradacién de los lipidos de membranas,
previenen la pérdida de fosfolipidos, aumentan los niveles de antioxidantes
liposolubles, a-tocoferol y acido ascorbico en hojas, protegen los componentes
de las membranas del dafo oxidativo y la peroxidacion lipidica incrementando
los mecanismos de defensa de los tejidos contra los radicales libres e inhiben
la sintesis de acido giberélico, entre otros efectos (Wang, 1993).

El etileno incrementa el grado de maduracién y algunos productos como
tomates y papaya disminuyen su susceptibilidad al dafo por frio. Sin embargo,
en otros como palta aumenta su susceptibilidad cuanto mas madura esta y en
otros el etileno no tiene efectos como en limones (Wang, 1993).

El incremento en niveles de poliaminas o la aplicacion de poliaminas
exogenas estd relacionado con su actividad antioxidante y su efecto

estabilizador de membranas (Wang, 1993).

e) Tratamientos quimicos

Estos incluyen calcio, aceites vegetales o minerales, diferentes
funguicidas (tiabendazol, benomil, imazalil) y algunos antioxidantes vy
atrapadores de radicales libres (etoxiquin, benzoato de sodio,
dimetilpolisilozano, butilhidroxitolueno, butilhidroxianisol, escualeno,
difeniamina). Su accién radica en retardar los eventos secundarios causados
por el dafo por frio tales como la supresién de los procesos oxidativos,
incremento de la relacién entre acidos grasos insaturados y saturados o reducir
la pérdida de humedad (Wang, 1993).

Tratamientos con difenilamina de pimientos verdes reducen el punteado
superficial, sintoma de dafio por frio en este producto, durante su

almacenamiento a 1°C durante 6 dias (Purvis, 2002).

f) Encerado y otros recubrimientos
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El encerado de frutas y vegetales restringe el intercambio gaseoso y la
transpiracion de los productos frescos y, por lo tanto, tiene un efecto similar al
recubrimiento con peliculas plasticas.

Los dos tipos de productos utilizados mas comunmente son ceras a base
de aceites minerales y ceras naturales como la carnauba. Ambas pueden
aplicarse como emulsiones acuosas o con un solvente. Si bien reducen la
velocidad de pérdida de peso en mas de un tercio, aproximadamente, al reducir
el intercambio gaseoso del producto pueden interferir con la respiracion

aerobica normal (Thompson y col., 2002).

g) Empacado con peliculas plasticas o atmoésferas modificadas (AM)

El empacado de frutas y vegetales con peliculas plasticas ayuda a
mantener una alta humedad relativa y modifica las concentraciones de O, y
CO; en la atmosfera que rodea el producto.

El recubrimiento con peliculas de polietilieno de bananas cv. Giant, para
extender la vida util, mantiene su condicion de comercializacién por mas de 28
dias después de la cosecha (Sarkar y col., 1997). El recubrimiento de mangos
acondicionados en cajas de cartdn corrugado recubiertas con polietileno
microperforado o Xtend® reducen el sintoma de aparicibn de manchas
lenticelares rojas (Pesis y col., 2000). Asimismo, el recubrimiento de pepinos
con peliculas de polietileno de baja densidad fue efectivo para retrasar y
disminuir la incidencia del dafio por frio durante su conservacion a 5°C (Wang y
Qi, 1997).

V.1.2. ATMOSFERAS MODIFICADAS

El término atmésfera modificada o atmésfera controlada (AM 6 AC)
implica la adicion o remociéon de gases resultando en una composiciéon
atmosférica diferente de la del aire normal. Ambos almacenamientos se
refieren a concentraciones reducidas de O, e incrementadas de CO; (Wills y
col., 1998).
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La Gnica diferencia entre AC y AM esta en que en AC la concentraciéon
de los distintos gases se monitores regularmente y se mantiene dentro de los
estrechos limites prefijados, mientras que en AM la concentracion final de los
gases es estimada y no se monitorea ni se interviene a lo largo del tiempo para
modificar o corregir la atmésfera (Del Valle y Palma, 1997). En el empacado
con peliculas plasticas el cambio en la composicion de la atmoésfera puede
realizarse intencionalmente o no.

El beneficio potencial o el riesgo de usar AM depende del producto,
cultivar o variedad, edad fisiolégica, composiciéon atmosférica y temperatura y
duracion del almacenamiento. Esto ayuda a explicar la gran variabilidad en los
resultados publicados para el uso de esta tecnologia en un producto
determinado (Kader, 2002b)

V . 1.3. BENEFICIOS Y RIESGOS POTENCIALES DE LAS ATMOSFERAS
MODIFICADAS

Kader (2002b) expresa que, usadas adecuadamente, las AC o AM
pueden complementar el manejo de temperatura adecuada y pueden resultar
en uno o mas de los siguientes beneficios, que se traducen en una disminucién
de las pérdidas cuantitativas o cualitativa durante el manejo y almacenamiento

postcosecha de algunos productos horticolas:

e Se produce el retraso de la senescencia (maduracién) conjuntamente
con los cambios bioquimicos y fisioldégicos asociados, por ejemplo
disminucién en las velocidades de respiraciéon y produccién de etileno,
ablandamiento y cambios composicionales.

e Se origina una reduccion de la sensibilidad de la fruta a la accién del
etileno a niveles de O, inferiores al 8% o niveles de CO, superiores al
1%, aproximadamente, o sus combinaciones.

o Pueden verificarse atenuaciones de ciertos desérdenes fisiologicos,

tales como el dano por frio en diversos productos, el manchado en
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lechugas y algunos desérdenes de almacenamiento como escaldaduras
en manzanas.

¢ Las atmésferas modificadas pueden afectar, directa o indirectamente, a
los patégenos de postcosecha y, consecuentemente, disminuir su
incidencia y severidad. Por ejemplo, niveles elevados de CO; (10 a
15%) inhibe significativamente el desarrollo de Botrytis en frutillas,
cerezas y otras frutas.

e La modificacion de la atmésfera (menos del 1% de O, 6 40-60% de CO,)
puede ser una herramienta util para el control de insectos en algunos

productos.

Sin embargo, en muchos casos, la diferencia entre los beneficios y
perjuicios de la AM es relativamente pequefia. También, por ejemplo, las AM
necesarias para controlar el decaimiento o los insectos pueden no ser siempre
toleradas por el producto y resultar en un deterioro mas rapido. Es asi que,

entre los riesgos potenciales Kader (2002b) menciona:

Iniciacidbn o agravamiento de ciertos desérdenes fisiolégicos como el
corazon negro en papas, la aparicion de marchas pardas en lechuga y
el corazén pardo en manzanas y peras.

e Maduracion irregular en frutas tales como banana, mango, pera y
tomate si se exponen a niveles de O; inferiores al 2% o niveles de CO,
superiores al 5% por mas de 2 a 4 semanas.

e Desarrollo de sabores y olores no caracteristicos con concentraciones
muy altas de CO; o muy bajas de O, como consecuencia de la
respiracion anaerdbica o el metabolismo fermentativo.

e Incremento en la susceptibilidad al deterioro cuando el producto es
dafado fisiolégicamente por concentraciones muy bajas de O, o muy
altas de COa,.

e Estimulacién de la brotacién o retardo en el desarrollo del peridermo en

algunas raices y tubérculos tales como papas.

122



ATMOSFERA MODIFICADA

Por otra parte, el uso de la tecnologia de empacado en atmoésfera
modificada presenta ventajas y desventajas tanto desde el punto de vista del
consumidor como del procesador. Phillips (1996) resume estos aspectos, en
funcién de la informacion proporcionada por Davies (1995), en la siguiente
Tabla:

Para el consumidor Para el procesador

Incremento de la vida util

Producto de alta calidad Empacado centralizado

Reduccion de los costos de
Preparacién mas facil de tajadas distribucién (menores entregas para
distancias mas largas)

Ventajas

Vista clara del producto

Poca o ninguna necesidad de uso de
preservantes quimicos

Costo agregado
Requiere control de temperatura
Seguridad de! producto a establecer

Incremento en las necesidades de espacio y en los costos de transporte por el
incremento de volumen del envase

Los beneficios se pierden una vez entrenamiento especializado y
abierto el envase equipamiento necesario

Cada producto requiere diferentes
formulaciones gaseosas

Desventajas

Extraido de Davies (1995).

V. 1.4. TIPOS DE ATMOSFERAS MODIFICADAS

Las atmoésferas modificadas pueden generarse de manera activa (AMA)
si se altera su composicion intencionalmente o de manera pasiva (AMP) si
dicha modificacion resulta como consecuencia de la respiracién del producto.

En las AMP o generada por el producto la composicién de la atmésfera
en contacto con el alimento (en el interior de un recipiente cerrado) se modifica,
principalmente, por efecto del consumo de O, y la liberacion de CO; asociados

a su respiracion.
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A fin de alcanzar y mantener una atmaésfera satisfactoria en el interior del
envase, las permeabilidades de la pelicula sellada deben ser tales que permita
la entrada de O; en el recipiente a una velocidad que compense el consumo de
O, por el producto. Similarmente, el CO, debe ser eliminado en proporcién a su
velocidad de producciéon. Sin embargo, esta atmoésfera debe ser estabilizada
rapidamente y sin peligro de creacion de condiciones de anoxia o altos niveles
perjudiciales de CO; (Kader, 2002b).

Alternativamente, la atmdésfera del envase se puede alterar activamente
(AMA) realizando un ligero vacio e introduciendo en el envase la mezcla
deseada de gases.

A pesar de que las modificacion activa implica algunos costos
adicionales, su principal ventaja radica en que se asegura el rapido
establecimiento de la atmésfera deseada. Por otra parte, las mezclas utilizadas
pueden ajustarse posteriormente mediante el uso de sustancias absorbedoras

0 adsorbedoras en el envase para eliminar O,, CO; o etileno (Kader, 2002b).

V. 1.5. PELICULAS EMPLEADAS EN ATMOSFERAS MODIFICADAS

Segun Wills y col. (1998) el embalaje de los productos frescos tiene, en
la actualidad, que cumplir con una serie de requisitos que se pueden resumir

en.

1. Debe tener resistencia mecanica suficiente para proteger el contenido
durante el transporte y manipulacion.

2. La resistencia mecanica debe verse poco afectada por el contenido de
humedad cuando se moja o0 se somete a una atmésfera himeda.

3.  No debe contener sustancias quimicas que puedan transferirse al producto
y que sean toxicas para €l o para el hombre.

4. Debe cumplir las exigencias del mercado y las necesidades impuestas por
el manejo en lo que se refiere a peso, forma y tamafo.

5. Debe permitir el enfriamiento rapido de su contenido y/u ofrecer un grado

de aislamiento para condiciones extremas de frio o calor.
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6. Usados como barreras gaseosas, deben tener la permeabilidad suficiente
a los gases de respiracién a fin de impedir el riesgo de anaerobiosis.

7. Debe identificar su contenido y disponer de instrucciones de manejo a
través de una comprensiva y exacta rotulacion.
En algunos casos debe ser opaco y en otros transparente.

9. Puede disenarse para ser descartado, reusado o reciclado.

10. El costo del envase en relacién con el contenido y con el tiempo de

proteccién que haya de darle debe ser tan bajo como sea posible.

Al referirnos exclusivamente a peliculas plasticas utilizadas para el
envasado en atmoésferas modificadas de frutas y hortalizas frescas, Kader y col.

(1989), destaca las siguientes caracteristicas:

— Adecuada permeabilidad a los diferentes gases
— Buena transparencia

- Peso ligero

— Elevada resistencia mecanica

— Termosellable

— No toxica

— Estable frente a condiciones ambientales

— Facil de manipular

— Facil de imprimir a efectos del etiquetado

Se dispone de muchas peliculas plasticas pero relativamente pocas se
han utilizado para recubrir productos frescos y pocas tienen una permeabilidad
gaseosa adecuada que permita su utilizacién para AMP. Debido a que el
contenido de O, en una AMP se reduce generalmente desde el 21% (aire) al 2-
5%, resultaria peligroso el incremento del CO, desde el 0,03% (aire) al 16-19%
que se produciria en la atmésfera que rodea al producto. Es por ello que la
permeabilidad al CO; de la pelicula deberia ser aproximadamente 3 a 5 veces

superior a la permeabilidad al O, (Kader, 2002b).
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Entre los materiales utilizados para los envases se encuentran peliculas
de poliolefinas, polietileno y polipropileno asi como copolimeros (Del Valle y
Palma, 1997)

El polietileno de baja densidad es la pelicula mas usada en el envasado
de frutas y vegetales. El polietileno es permeable a muchos compuestos
volatiles y a numerosos gases y relativamente impermeable al vapor de agua
(Wills y col., 1998).

Otra de las peliculas ampliamente utilizada es el cloruro de polivinilo.
Asimismo, se ha utilizado el poliestireno pero el Saran y el poliéster tiene
permeabillidades gaseosas tan bajas que solo pueden ser utilizados en
productos con muy baja velocidad de respiracién. Algunas de las peliculas
recientemente desarrolladas tienen en cuenta las necesidades de cambios de
permeabilidad con fa temperatura, incremento de las difusibn gaseosa
mediante el uso de microperforaciones, facilidad de impresion y uso en
maquinas, mantenimiento de la integridad cuando esta sellada y la habilidad de

resellar las bolsas, claridad y caracteristicas antiniebla (Kader, 2002b).

V. 1.6. EFECTOS METABOLICOS DE LAS ATMOSFERAS MODIFICADAS

Generalmente se ha asumido como razén principal de las
consecuencias beneficiosas de las AM en frutas y vegetales, el efecto de la
reduccion de O; y/o elevacion de CO; en la disminucién de la velocidad de
respiraciéon. Esto es una sobresimplificacion puesto que el deterioro
postcosecha de un producto fresco puede estar causado por muchos factores
sumados a la alta velocidad de respiracion.(Kader, 1986).
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