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Resumen

RESUMEN

Se estima que mas de un tercio de los vegetales que se producen a nivel mundial
se descartan durante la post-cosecha por no ser conservados adecuadamente. Asi, se
invierten enormes cantidades de recursos (suelo, agua, capital, recursos humanos) en
producir frutas y hortalizas que luego no resultan empleadas en la alimentacion. Los
zapallitos redondos son en términos de volumen de produccion una de las hortalizas
mas importantes en los principales Cinturones Horticolas de nuestro pais. A pesar de
esto la informacion referida a la calidad, fisiologia de proceso de desarrollo de la
especie es muy limitada. En una primera etapa del presente trabajo de tesis se
caracterizo el proceso de desarrollo de frutos de zapallito desde estados ontogénicos
tempranos hasta etapas de madurez comercial (Capitulo 1).

Por otro lado si bien la refrigeracion es la tecnologia mas apropiada para extender
la capacidad de almacenamiento de hortalizas, los beneficios de las bajas temperaturas
no pueden explotarse en su totalidad en frutos de zapallito debido a que son sensibles al
frio. En tal sentido, resulta de interés la busqueda de metodologias complementarias
para mejorar su conservacion. A tal fin se estudio la eficacia de tratamientos con los
reguladores vegetales como metil-jasmonato (MeJa) y N°bencilaminopurina (BAP) y
con el inhibidor de la accion del etileno 1-metilciclopropeno (1-MCP) como estrategias
para controlar el dafio por frio (DF), complementar a la refrigeracion y extender la vida
post-cosecha de frutos de zapallito redondo. La aspersion con soluciones de MeJa (1
mmol L) en forma previa al almacenamiento redujo marcadamente la deshidratacion,
pero contrariamente a lo que se ha descrito en otros frutos, solo logré una reduccion
moderada del dafio por frio (Capitulo 1). Los tratamientos con 1-MCP (1 mg L™7)
mejoraron el comportamiento de los frutos en condiciones de DF (0 °C) y fueron
también efectivos para extender la capacidad de almacenamiento de zapallitos
conservados a 10 °C indicando un rol del etileno en el deterioro post-cosecha a pesar de

tratarse de frutos no climatéricos (Capitulo 2). En un tercer grupo de ensayos se

vii



Resumen

analizé el uso de citoquininas (BAP, 1 mmol L?), como estrategia para retrasar la
senescencia de zapallitos almacenados a 5 °C (Capitulo 3). En estas condiciones los
frutos no manifestaron sintomas de DF por 20 dias, por lo que la temperatura optima de
almacenamiento a recomendar debiera ser 5 °C y no 10 °C como se ha informado en la
literatura. A diferencia de lo que ocurre en tejidos vegetativos la aspersion de BAP no
fue eficaz para retrasar la degradacion de clorofila. De todos modos, los tratamientos
redujeron en forma marcada el ablandamiento, al modular la solubilizacion de pectinas
y retrasar la degradacion de azucares neutros de cadenas laterales de polimeros del tipo
ramnogalacturonano. En la tltima parte de esta tesis (Capitulo 4) se estudio el proceso
de obtencion de rodajas de zapallito y zucchini deshidratadas como estrategia de
aprovechamiento de frutos que, presentando solo defectos de forma o tamaiio, son
descartados y no ingresan al circuito comercial. En este caso se analizé la influencia de
la incorporacion de una etapa de deshidratacion osmotica (DO) en forma previa al
secado en estufa en las propiedades del producto. Se logré un mejor producto final al
combinar una DO en soluciones de NaCl 2% (p/v) por 120 min y secado a 60 °C en
estufa. Con esta combinacion se redujo en un tercio el tiempo de secado y con ello la
exposicion de los frutos a las altas temperaturas. La incorporacion de una etapa inicial
de DO favorecio el oscurecimiento del producto, redujo la rugosidad superficial de los
frutos, permitié una mayor retencion de antioxidantes carotenoides y no afectd la
aceptabilidad en términos de sabor y del caracter de crujiente. Finalmente, se estudio la
posibilidad de rehidratacion con buenos resultados, por lo que este producto podria ser
empleado tanto como “snack™ como en preparaciones que requieran una rehidratacion
parcial. En sintesis, el presente trabajo de tesis permitio ampliar el conocimiento sobre
el proceso de desarrollo y sobre la eficacia de reguladores vegetales para complementar
la refrigeracion y prolongar la vida post-cosecha de frutos de zapallito. El estudio de la
influencia de condiciones de proceso sobre la calidad de rodajas de zapallito

deshidratado permitié optimizar una estrategia para reincorporar a la cadena comercial
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frutos que suelen ser descartados para el mercado fresco por alteraciones de forma y

tamano.

Palabras clave: Post-cosecha, refrigeracion, dano por frio, senescencia, deshidratacion.
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ABREVIATURAS

1-MCP 1-metilciclopropeno

ABA Acido abscisico

ACC Acido 1-aminociclopropano-l-carboxilico
AN Azucares neutros
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AU Acidos urénicos

BAP NC-bencilaminopurina

bh Base humeda
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CDTA Acido ciclohexano-diamino-tetra-acético
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DF Daiio por frio
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FSK1 Fraccion soluble en KOH 1M
FSK4 Fraccion soluble en KOH 4M
JA Acido jasménico

MelJa Metil-jasmonato

MT Millones de toneladas
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PSA Polisacaridos solubles en agua
PSC Polisacaridos solubles en CDTA
PSN Polisacaridos solubles en carbonato de sodio
RIA Residuo insoluble en alcohol

SS Solidos solubles

TAT Tratamiento a alta temperatura
TR Tasa respiratoria
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I Objetivos.

L1. OBJETIVO GENERAL

Ampliar la base de conocimiento sobre los procesos de desarrollo y
deterioro de frutos de zapallito y evaluar diferentes estrategias de

conservacion y procesamiento para minimizar las pérdidas post-cosecha.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

A) Caracterizar los cambios en las propiedades fisicas y quimicas de frutos de zapallito
durante el desarrollo ontogénico desde etapas tempranas (zapallito baby) hasta

madurez comercial.

B) Estudiar el efecto de tratamientos con metil-jasmonato sobre la calidad, incidencia y

severidad de dario por frio de zapallito redondo almacenado.

C) Evaluar la eficacia del 1-metilciclopropeno para 1) controlar la manifestacion del
dafio por frio, 2) la senescencia y 3) el deterioro post-cosecha de zapallito redondo

refrigerado.

D) Determinar la influencia de tratamientos con citoquininas (N°-bencilaminopurina)
sobre la calidad, ablandamiento vy metabolismo de polisacaridos de pared celular

(pectinas y hemicelulosas) en zapallito redondo refrigerado.

E) Estudiar las variables que afectan el proceso de obtencion de un producto
deshidratado de zapallitos redondo y zucchini, como estrategia para reducir el descarte

de frutos con defectos de forma y tamano.
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II. Introduccién general.

II.1. Cucurbitaceas

Las Cucurbitaceas son plantas Dicotiledoneas de clima tropical y sub-tropical. La
familia incluye en general plantas herbaceas rastreras o trepadoras cuyos frutos poseen
caracteristicas muy variables (Robinson y Decker-Walters, 1997). Muchos de ellos
poseen importancia comercial como el melon, el pepino, la sandia, el zapallo y la

calabaza (Figura II.1).

Figura IL1: Algunas especies de la familia de las Cucurbitdceas difundidas comercialmente.

I1.2. Produccion e importancia del cultivo de Cucurbitdceas

La produccion mundial de las principales Cucurbiticeas por ano es de 200
millones de toneladas (MT), e incluye unos 100 MT de sandias, 45 MT de pepinos, 25
MT de melones, 25 MT de zapallos y 5 MT de otras Cucurbiticeas (Faostat, 2014).
Los principales productores de Cucurbitdceas son China, Iran y Turquia. Brasil ocupa
el cuarto lugar en la produccion de sandia. La produccion de calabazas (zapallos) y
calabacines (zapallitos) ha crecido en forma acelerada en las tltimas décadas. En 1999,

la produccion mundial de estos ultimos fue de 16,5 MT anuales, cifra que ascendio a
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II. Introduccion general.

245 MT para el ano 2012 (Faostat, 2014). Los principales paises productores de

zapallos y zapallitos son China, India, Rusia e Iran (Figura I1.2).

10

Produccion (MT)

0 , R BN O |

China India Rusia Iran EEUU. Msdico Egipto Espafa

Figura IL2: Produccion mundial de zapallos y zapallitos del afio 2012 (Faostat, 2014).

En el ultimo censo publicado por INDEC (2002) se informd que Argentina
produce aproximadamente 1,3 MT de Cucurbitdceas por ano (0,68% a nivel mundial).
De este volumen 60% corresponde a zapallo y zapallito (0,78 MT), 30% a sandia (0,39

MT), 6% a melon (0,078 MT) y 2% a pepino (0,026 MT) (INDEC, 2002).

Los zapallos mas comunes producidos en nuestro pais son el anco (Cucurbita
moschata), el zapallito ‘de tronco’ o redondo (Cucurbita maxima var. Zapallito (Carr.)
Millan) y el zapallito zucchini (Cucurbita pepo). El zapallito redondo no se cultiva ni en
Europa ni en Estados Unidos, pero es popular en América Latina (Millan, 1945; 1947).
En Argentina, los principales productores de esta hortaliza se encuentran en el litoral y
en el noroeste del pais (De Grazia er al., 2003), que proveen al principal centro de

consumo ubicado en la Provincia de Buenos Aires entre los meses de Abril y
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II. Introduccién general.

Septiembre. Por su parte, la oferta de la region bonaerense se concentra durante el
periodo estival (Octubre a Marzo). Segun el ultimo Censo Hortifloricola de la Provincia
de Buenos Aires publicado (CHFBA, 2005), la mayor produccion de zapallito redondo
se concentra principalmente en General Pueyrredon y en el Cinturén Horticola de La

Plata. El cultivo se desarrolla en su inmensa mayoria a campo (Figura I1.3).

Figura IL.3: Cultivo de zapallito redondo a campo en el Cinturén Horticola de La Plata..

Las plantas de zapallito redondo son anuales. Tienen, en general, habito de
crecimiento con guias trepadoras, pudiendo alcanzar una muy alta tasa de crecimiento
(5 ecm dia?). Las raices penetran a mas de 1 m de profundidad pero la mayor parte se
halla a los 50 cm del suelo. Las hojas son grandes, de lamina simple, sub-orbiculares y
lobuladas. Las flores se encuentran en la zona central de la planta y son de color
amarillo. Los tallos son rugosos y angulosos. El fruto posee una piel rica en clorofilas y
que al momento de la comercializacion se encuentra desarrollada en forma incompleta
(Kader, 2002). El tejido interno de los frutos es esponjoso y contiene semillas que al
momento de la cosecha se presentan relativamente blandas y se hallan aun en
crecimiento.

Los zapallitos redondos contienen cerca de 95% de agua y dentro de la materia
seca los componentes mayoritarios son los aziicares (principalmente glucosa y fructosa)
con valores cercanos a 2-3% (Tabla I1.1). La fibra representa aproximadamente un 1%

del peso. El contenido de minerales y vitaminas es moderado. Al igual que la mayor
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II. Introduccion general.

parte de los vegetales presenta una elevada proporcion de potasio con relacion al sodio.

El contenido de vitamina C es medio (17 mg 100 g™).

Tabla II.1: Composicion de frutos de zapallito (USDA Nutrition Database).

Componente Concentracion

Agua 94.,6%
Proteina 1,2%
Ceniza 0,6%
Fibra 1,1%
Azucares totales 2.2%
Lipidos 0,18%
Energia 16 Kcal
Vitamina C 17 mg 100 g
Potasio 262 mg 100 g
Calcio 15mg 100 g
Sodio 2 mg 100 g

I1.3. Generalidades de manejo post-cosecha y atributos de calidad de zapallito

Los zapallitos si bien son frutos no climatéricos se colectan antes del desarrollo
completo (Kader, 2007). La cosecha se realiza en forma manual cuando la cascara es
aun blanda, delgada de color claro y presenta brillo marcado. El empaque puede hacerse
en el campo o en plantas destinadas a tal fin. En el primer caso se realiza una
clasificacion seguida del transporte a las camaras de enfriamiento. Si el empaque se
realiza en planta, los frutos se pueden descargar en seco, ya sea manualmente en
plataformas inclinadas o en cintas transportadoras. También pueden descargarse en
tanques con agua clorada (100-200 mg L, pH 6,5-7.5). Luego del lavado pueden
aplicarse ceras comestibles para evitar la deshidratacion y dafos por abrasion (Kader,
2002). Si1 bien esto es particularmente util en frutos cosechados inmaduros, en los que la
formacion de ceras en la cuticula es incompleta como en zapallito, no es una practica
muy difundida comercialmente. A estas operaciones las siguen una clasificacion por

tamano, madurez y defectos. La clasificacion por tamafio puede ser manual o mecanica.
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El método de enfriamiento mas usado es por aire forzado aunque el hidro-enfriamiento
a veces se realiza antes de la clasificacion.

Los frutos deben tener un tamano medio, estar bien formados y presentar el
pedinculo intacto, con buen desarrollo de la céscara (tipica de cada cultivar). Otros
atributos de calidad de estos frutos son una elevada uniformidad de color y calibre y la

ausencia de dafios fisicos y pudriciones (Kader, 2007).

I1.4. Problemas durante el manejo post-cosecha

Entre los problemas mas comunes en la post-cosecha de zapallito se destacan la
deshidratacion excesiva, el dafo mecanico, las enfermedades fliingicas y bacterianas y
los desordenes fisiologicos por frio (Gualanduzzi ef al., 2009) que pueden manifestarse

tanto en el campo como durante el almacenamiento.

a. Deshidratacion

La pérdida de agua es un problema serio y comun. Al momento de cosecha, la
piel de los zapallitos es muy delgada, lo cual los hace muy susceptibles a este problema.
Por lo general, una vez que los frutos de zapallito son separados de la planta la pérdida
de firmeza y de turgencia progresan rapidamente a menos que se los enfrie de inmediato
y se los coloque en un ambiente con una humedad relativa cercana a 95% (Suslow y
Cantwell, 2013c). Si el control de humedad no es estricto, la pérdida de peso de

zapallito refrigerado por deshidratacion puede ascender hasta 10% luego de 2 semanas.
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b. Plagas y enfermedades

Los desordenes patologicos también son una fuente importante de pérdidas post-
cosecha. Los hongos Alternaria alternata, Colletotrichum spp. (antracnosis),
Cladosporium (rona), Pythium, Rhizopus (pudricion algodonosa) y Didymella
(pudricion negra) causan pérdidas durante el transporte y el almacenamiento (Suslow y
Cantwell, 2013b,c). Por otra parte en ciertos casos pueden ser importantes algunas
enfermedades bacterianas como la mancha angular (Pseudomonas syringae) y la

podredumbre blanda (Erwinia carotovora) (Suslow y Cantwell, 2013b,c).

c. Daiio por frio (DF)

El DF es un desorden fisioldgico ocasionado por la exposicion de vegetales
(principalmente aquellos de origen tropical y sub-tropical) por periodos prolongados a
baja temperatura, pero por encima del punto de congelacion (generalmente entre 0 y 10
°C). En estas condiciones y en especies sensibles se generan disfunciones celulares que
en forma directa o indirecta resultan deletéreas sobre la calidad (Wang, 1982). Estas
alteraciones incluyen la estimulacion de la produccion de etileno, el incremento de la
tasa respiratoria (TR), problemas de funcionalidad de las membranas celulares y el
desbalance en la actividad enzimaética, entre otros (Sevillano er al., 2009). Cuando las
alteraciones metabolicas se mantienen durante un periodo prolongado esto se traduce en
la aparicion de alteraciones visibles (Saltveit y Morris, 1990). Los sintomas del DF son
mas notables después que los productos se remueven del almacenamiento en frio y se
colocan a temperatura ambiente. Ademas, estos varian segun la especie considerada
pero en general incluyen el pardeamiento de la piel y pulpa, el incremento en la

susceptibilidad a agentes fito-patogenos, la maduracion irregular, el ablandamiento
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excesivo, v la aparicion de depresiones superficiales y escaldaduras en la piel. En
zapallitos incluyen el picado superficial (Figura II.4 A), el manchado o pardeamiento
de la piel (Figura IIL.4 B) y la pudricion acelerada principalmente por Alternaria

(Suslow y Cantwell, 2013c¢) (Figura I1.4 C).

Figura IL4: Sintomas de dafio por frio en zapallito redondo: A) picado superficial, B) pardeamiento y

clorosis y C) ataque microbiano.

d. Daiio por congelacion

Se inicia a -0,5 °C. Los sintomas generales en zapallitos almacenados a estas
temperaturas incluyen manchas de apariencia acuosa en la pulpa que se torna parda

(Suslow y Cantwell, 2013c¢).

IL.S. Tecnologias de manejo post-cosecha de vegetales

a. Refrigeracion

La refrigeracion es uno de los métodos mas efectivos para la conservacion de

frutas y hortalizas frescas. Las bajas temperaturas disminuyen la tasa metabdlica,
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retrasan la senescencia, reducen la velocidad de desarrollo de microorganismos y otras
reacciones de deterioro como el pardeamiento, la degradacion de clorofilas y el
ablandamiento excesivo (Kader, 2002). La temperatura optima de almacenamiento de
zapallitos recomendada en la literatura es de 10 °C (Suslow y Cantwell, 2013c). En
estas condiciones y a una HR de 90-95% la capacidad de almacenamiento es aun
bastante limitada no superando por lo general los 15 dias. La refrigeracion, puede
complementarse utilizando otras tecnologias de post-cosecha con el fin de maximizar la
vida de los productos. Esto es de particular interés en aquellos vegetales en los que, por
ser sensibles al frio, los beneficios de las bajas temperaturas no pueden ser
aprovechados en su totalidad. Algunas de las estrategias complementarias que se han
ensayado son el acondicionamiento térmico, los tratamientos térmicos intermitentes, las
atmosferas modificadas y controladas y el uso de tratamientos quimicos (fungicidas,

ceras, sales de calcio, reguladores vegetales) (Wang ef al., 2000).

b. Atmésferas modificadas (AM)

Se basan modificar la composicion gaseosa a fin de crear una atmosfera alrededor
del producto que difiera de la composicion del aire (78,08% de Nj, 20,95% de O,,
0,03% de CO;, vy 0,94% de otros gases). Usualmente esto involucra la reduccion de
oxigeno (O,) y la elevacion del didxido de carbono (CO;) (Lee ef al., 1995), aunque en
menor pueden utilizarse atmosferas superoxigénicas (Zheng ef al., 2008) En las AM
pasivas la composicion de gases se va modificando por la propia respiracion del
producto envasado con peliculas semi-permeables hasta que se llega a un equilibrio. La
concentracion gaseosa alcanzada en un envase de AM depende de la cantidad de
producto envasado, del tipo de producto y de su estado de madurez (que afectan la TR).
Asimismo las caracteristicas del envase de relevancia en el disefio de sistemas de AM

son el area del envase, el espesor, la permeabilidad y la selectividad al CO, y O, del
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material (coeficiente B). La temperatura de almacenamiento es otro factor determinante
del equilibrio alcanzado, puesto que afecta exponencialmente a la TR de los vegetales y
a las propiedades de permeabilidad de los envases (Lee ef al., 1996). El beneficio de las
AM depende marcadamente del producto considerado (Kader, 2002). En
Cucurbitaceas las AM ofrecen en general beneficios moderados. En sandia y calabaza,
los efectos son solo modestos e incluyen un leve retraso en la maduracion (Suslow,
2013; Suslow y Cantwell, 2013b,c). En melon, concentraciones elevadas de CO, (10-
20%) pueden dar lugar a reacciones fermentativas (por consecuente reduccion de los
niveles de oxigeno) y las bajas concentraciones de O, (<1%) o altas de CO, (>20%)
alteran la maduracion normal y favorecen la formacion de compuestos que aportan
sabores y olores desagradables como el acetaldehido y el etanol (Suslow er al,
2013a,b). La modificacion de la atmosfera ofrece también beneficios limitados en
zucchini (Lucera erf al., 2010). Bajos niveles de O, (3-5%) retrasaron el amarilleamiento
y la pudricion mientras que con altos niveles de CO; (5 o 40%) redujeron en cierta
medida la manifestacion de sintomas de dafno por frio (Izumi ef al., 1996; Serrano ef
al., 1998). Sin embargo, dado que la vida post-cosecha no se extiende marcadamente,

las AM no son comunmente utilizadas a nivel comercial en zapallito.

c. Tecnologias para minimizar la deshidratacion

Los vegetales presentan un contenido de agua muy elevado por lo que todo
manejo post-cosecha de frutos debe minimizar la deshidratacion. El almacenamiento a
bajas temperaturas en condiciones de elevada humedad relativa (90-95%) es una de las
formas mas sencillas para minimizar la disminucion del contenido de agua de los frutos
(Kader, 2007). Otras estrategias incluyen el envasado empleando peliculas plasticas

que limiten el flujo de vapor de agua entre el producto y el ambiente. El empleo de ceras
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es otra alternativa de utilidad para mejorar el brillo y restringir el intercambio gaseoso y

la deshidratacion, aunque en zapallito esto practicamente no se emplea.

d. Tecnologias tradicionales para reducir el daifio por frio

La reduccion de la temperatura de un producto en forma gradual se conoce como
‘acondicionamiento’. Tiene como objetivo favorecer la aclimatacion del mismo al frio.
Estos tratamientos se han empleado en frutos sensibles al DF para minimizar las
alteraciones metabolicas desencadenadas como consecuencia de este desorden
fisiologico. El acondicionamiento de zapallitos zucchini a 15 °C por 2 dias disminuyo
significativamente el dafio por frio cuando los frutos se almacenaron posteriormente a 5
°C (Wang, 1995 y 1996).

Otra tecnologia es el tratamiento a altas temperaturas (TAT). Este se basa en
colocar a los vegetales por periodos de tiempo variables (desde unos pocos min hasta
algunas horas) a temperaturas en el rango de 30-55 °C. Esto provoca una condicién de
estrés moderado por calor que mejora la respuesta ante condiciones de estrés
subsecuente (Lurie, 1998). La reduccion del dafio por frio por TAT ha sido descrita en
numerosos productos tales como pepino, berenjena, pomelo, limén, mango, papaya,
pimiento dulce, batata, tomate, sandia y zucchini (Hatton, 1990). Miller er al. (1990)
encontraron que un tratamiento a 31 °C por 3 dias en pomelos almacenados a 1 o 10 °C
durante 4 semanas si bien no detenia la incidencia del DF, la reducia con respecto al
control. Los mecanismos fisiologicos que explican esta mejora en la respuesta al frio
por tratamientos de acondicionamiento y térmicos no se han establecido en forma
definitiva. De todos modos se han sugerido una serie de cambios que podrian estar
asociados con la mejora en la respuesta al estrés. Estos incluyen la acumulacion de
prolina como osmolito intracelular (Delauney y Verma., 1993; Serrano erf al., 1998),

cambios en la composicion de membranas (incremento en la relacion entre &acidos
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grasos insaturados a saturados) (Wang y Baker, 1979) y la estabilizacion de las mismas
por incrementos en el nivel de poliaminas (Schuber, 1989). Por otra parte, se ha
reportado la induccion de proteinas de choque térmico algunas de las cuales cumplirian
funcion de chaperonas, previniendo la desnaturalizacion de polipéptidos de importancia
a nivel metabodlico (Wang ef al., 2000). Por ultimo algunos estudios indican que una
condicion de estrés moderada puede favorecer la activacion de respuestas antioxidantes
en los frutos y detoxificar especies reactivas de oxigeno, cuya produccion se exacerba
durante el almacenamiento de los frutos sensibles a baja temperatura y que pueden
provocar dano oxidativo (Senaratna ef al., 1988; Delauney y Verma, 1993).

En los ultimos tiempos se han hallado otras tecnologias que han resultado
efectivas para retrasar el DF y/o la senescencia de vegetales. Entre ellas se pueden
mencionar la aplicacion de ozono, radiacion UV-C y el empleo de diversos reguladores

quimicos. Estos ultimos se detallan a continuacion.

e. Reguladores quimicos

Los reguladores son compuestos quimicos de sintesis de estructura analoga a las
hormonas vegetales y al igual que éstas pueden tener influencia sobre un amplio rango
de procesos fisiologicos y bioquimicos. Esto permite que, dependiendo de lo que se
requiera para cada vegetal, su empleo y/o inhibicion pueda retrasar o inhibir procesos de
deterioro de la calidad como senescencia y DF. Se caracterizan por ser compuestos que
ejercen su accion en concentraciones muy bajas (mmol L™ - nmol L™) por lo que en
caso de ser empleados el residuo que quedaria en el producto tratado serian muy bajos.
Dada la multiplicidad de compuestos los principales grupos de reguladores se describen

en la siguiente seccion.
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I1.6. Hormonas vegetales: principales grupos, caracteristicas generales v potencial

utilidad en el manejo post-cosecha de vegetales

Las hormonas vegetales son sustancias organicas que se encuentran en muy baja
concentracion, se sintetizan en un sector de la planta y se trasladan a otro para ejercer su
efecto regulador, aunque esto ultimo no sea estrictamente necesario (Ludford, 1987;
Bernasconi, 1998). Integran este grupo el etileno, citoquininas, jasmonatos, auxinas,
acido abscisico, giberelinas y poliaminas. En afos recientes se han incorporado otros
compuestos como los brasinosteroides, los cuales se han empleado con diferentes fines,
tanto en cultivo como durante la post-cosecha (Clouse y Sasse, 1998; Li y Chory,
1998; Fujioka y Yokota, 2003). A continuacion se destacan algunas caracteristicas

salientes de las hormonas vegetales mas importantes.

a. Etileno

El etileno (Figura IL5) juega un rol central en la regulacion de numerosos
procesos fisiologicos en plantas: la abscision, la defensa ante patdogenos y condiciones
de estrés abiotico, la floracion y diferenciacion sexual de algunas especies, la
senescencia y el control de la maduracion de muchos frutos (Kader, 1985; Abeles er

al., 1992; Barry ef al., 2001).

H\ /H
C=—=C
H/ \H

Figura IL5: Estructura molecular del etileno.
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Numerosos factores tales como el estado de madurez, el tipo de producto, la
temperatura, y la atmosfera a la que se encuentra el producto afectan la produccién de
etileno en frutos. El tipo de fruto es uno de los factores mas importantes. Asi a partir de
de su patron de respiracion y de produccion de etileno los mismos se dividen en dos

grandes grupos (Tabla II.2), climatéricos y no climatéricos (Biale ef al., 1954).

Tabla IL.2: Frutos climatéricos y no climatéricos (Kader, 2002).

Frutos climatéricos Frutos no climatéricos
Arandano Manzana Anana  Mandarina
Banana  Maracuya Berenjena  Naranja
Chirimoya  Melon Cereza Zapallito
Damasco Palta Datil Pepino
Durazno Papaya Frambuesa Pimiento
Guayaba Pelon Frutilla Pomelo
Kiwi Pera Granada Zucchini

Mango Tomate Limon Uva

En los frutos climatéricos la produccion de CO, y de etileno muestran un pico en
momentos previos a desencadenarse los cambios necesarios para llegar a la madurez
organoléptica. Contrariamente los frutos no climatéricos presentan una reduccion en la
produccion de CO, y etileno desde la cosecha (Kader, 2002). Por otra parte la
produccion de etileno en frutos climatéricos en el proceso de maduracion es auto-
catalitica lo que no ocurre en frutos del tipo no climatérico. Otro aspecto muy
importante de la es que el etileno juega, en términos generales, un rol central en la
regulacion de la maduracion en frutos climatéricos y a priori un rol menos relevante en
productos no climatéricos (Leliévre er al., 1997; Soares-Chaves y De Melo-Farias,
2006). De todos modos en algunos frutos no climatéricos ciertas modificaciones

particulares (por ejemplo la degradacion de clorofila) pueden acelerarse (Kader, 2002).
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En frutos no climatéricos y en algunas hortalizas que se cosechan antes de completar su
desarrollo como el zapallito, el rol del etileno es muy poco conocido. Finalmente, se
sabe que el etileno se encuentra involucrado en la activacion de respuestas ante altas o
bajas temperaturas, estrés hidrico o por ataque de microorganismos, entre otros (Dong
et al., 2001; Selvarajah er al., 2001; Pesis ef al., 2002; Lafuente ef al., 2004).

El etileno se utiliza para inducir la maduracion de frutos climatéricos ya que la
acelera y la hace mas uniforme (Saltveit, 1999). Asimismo, dada su capacidad para
promover la degradacion de clorofila (Purvis y Barmore, 1981; Leliévre er al., 1997)
se emplea comercialmente en el “desverdizado™ de citricos puesto que si bien en estos
frutos el color de la piel no es un buen indicador de madurez, la presencia de una
superficie verde puede reducir la aceptacion por parte de los consumidores. Respecto a
otros pigmentos, como carotenoides o antocianinas, se ha informado que el etileno
promueve su acumulacion (Stewart y Wheaton, 1972; Leliévre er al, 1997;
Manganaris ef al., 2008). Si bien como es esperable esta respuesta es mas clara en
frutos climatéricos, también se ha descrito una reduccion del color de frutos no
climatéricos como frutilla en presencia de removedores cataliticos de etileno.

El etileno se encuentra implicado también en otros cambios importantes en el
ablandamiento de frutos (Saltveit, 1999). Contrariamente, en algunos vegetales como
esparragos y apio esta hormona favorece el endurecimiento de los peciolos y turiones al
inducir la biosintesis de lignina. Otras respuestas inducidas por esta hormona incluyen
la promocion del pardeamiento enzimatico al activar a las enzimas polifenoloxidasa y
peroxidasa (Saltveit, 1999; Selvarajah er al, 2001), la abscision, la senescencia y
algunos desordenes patologicos (Lund er al, 1998) y fisiologicos (Kader, 1985;
Abeles ef al., 1992; Mullins ef al., 2000; Diaz et al., 2002; Kader, 2007).

El control del etileno es muy importante en la post-cosecha de frutas y hortalizas.
Esto puede lograrse mediante la evasion de sus fuentes de produccion (Abeles, 1992;
Saltveit, 1999), la remocion (Saltveit, 1999; Kader, 2002), la inhibicion de su sintesis

(Kumar ef al, 2009) o la inhibicion de su accion (Blanckenship y Dole, 2003). Una
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forma relativamente reciente de detener su accion es mediante el uso de 1-
metilciclopropeno (1-MCP) (Figura II1.6), un reactivo de naturaleza organica
perteneciente a la familia de las olefinas, capaz de bloquear los receptores de esta
hormona que protege tanto de la accion del etileno endogeno como exogeno (Sisler y
Serek, 1999; 2003). De esta manera, retrasa los procesos senescentes y algunos
desordenes fisiologicos (Selvarajah er al., 2001; Calvo y Sozzi, 2004) incrementando
la vida util de los productos (Pessis er al., 2002; Candan er al., 2006; Manganaris ef

al., 2007).

CH=

Figura IL6: Estructura molecular del 1-mefilciclopropeno (1-MCP).

Muchos trabajos han probado exitosamente la utilidad del 1-MCP en frutos
climatéricos (Watkins, 2006) pero solo unos pocos estudios han evaluado la eficacia de
la inhibicion de la accion del etileno en frutos no climatéricos. En berenjena, la
aplicacion de 1-MCP disminuyo la pérdida de peso, la pérdida de firmeza y el
pardeamiento de caliz al reducir la actividad de enzimas como polifenoloxidasa,
peroxidasa y fenilalanina amonio liasa y la acumulacion de compuestos fendlicos

(Massolo ef al., 2011).

b. Otras hormonas

-Auxinas

Las auxinas (Figura II.7) fueron las primeras hormonas de crecimiento

descubiertas en plantas, mucho antes de que se conocieran los mecanismos de
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expansion celular (Bernasconi, 1998). Una funcion de las auxinas es promover el
crecimiento. Esencialmente provocan la elongacion de las células. Asimismo participan
en el mantenimiento de la dominancia apical y en la formacion de raices laterales.
También se conoce que las auxinas presentes en las semillas son fundamentales para el
crecimiento normal. Asi, cuando la formacion de semillas es incompleta los frutos
suelen mostrar deformaciones. En algunos frutos como frutilla se considera que las
auxinas actiian como reguladores negativos de la maduracion inhibiendo la expresion de
genes necesarios para este proceso (Manning, 1993). Las auxinas son consideradas
necesarias para la viabilidad de la planta y esto es consistente con que no se han
encontrado mutantes que carezcan de las mismas. La auxina mas abundante y relevante
a nivel fisiologico en las plantas superiores es el acido indol-3-acético (Figura I1.7 A).
El acido naftalenacético es de naturaleza sintética (Figura IL.7 B) y se usa

comercialmente.

OH OH

Figura IL7: Estructura molecular de auxinas: A) dcido-3-indolacético(IAA) v B) a-dcido-naftalenacético

(ANA).

-Citoguininas

Las citoquininas (CQs) juegan un rol crucial en la division y diferenciacion
celular (Peleg y Blumwald 2011; Hwang ef al, 2012) y han sido utilizadas para retrasar
la senescencia en un gran numero de cultivos. Si bien los vegetales producen diversos
tipos de citoquininas, las mas importantes son las derivadas de la fenilurea y las de la

adenina (Figura ILI.8). Dentro de las primeras se destacan el forclorfenurén (CPPU), el
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tidiazuron y la difenilurea (Figura IL.8 A). En el segundo grupo se han identificado
quimicamente a la zeatina (Figura IL.8 B), de la cual derivan muchas otras citoquininas
activas como la ribofuranosil-zeatina y la N®-bencilaminopurina (BAP) también llamada

benciladenina (Figura IL.8 C).

@@J} eps

A B

)

Figura IL.8: Estructura molecular de citoquininas: A) Difenilurea, B) Zeatina y C) N°-bencilaminopurina

(BAP).

En la literatura se ha descrito el empleo de citoquininas en post-cosecha de hojas y
flores. La inmersion en soluciones de BAP ha sido de utilidad para retrasar la
senescencia y mantener la calidad (Costa er al., 2006; Chathuri y Sarananda, 2011).
De todos modos el empleo de BAP en post-cosecha de frutos es limitado. En pepino
redujo el desarrollo de dano por frio e incremento la actividad de enzimas detoxificantes
de especies reactivas del oxigeno y la capacidad antioxidante total (Chen y Yang,

2013).

-Acido abscisico

El 4cido abscisico (ABA) (Figura I1.9) es una fito-hormona que participa en el
control de la dormancia de semillas vegetales y en la respuesta adaptativa a condiciones
de estrés biotico y abidtico (Liu ef al., 1961; Okhuma er al., 1963; Cornforth ef al,
1965; Cutler er al, 2010). La produccion de ABA enddgeno se incrementa en

condiciones de DF y se cree que este incremento esta implicado en la reduccion de los
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danos ocasionados por dicho estrés. Por otra parte, se ha comprobado que al menos en
zucchini la aplicacion de ABA puede reducir el DF (Wang, 1991). Rikin ef al., (1979)
demostraron que dicho compuesto reduce la pérdida de electrolitos y previene la pérdida
de glutation reducido y de fosfolipidos de membrana. En sandia, también se observo

que la aplicacion de ABA mejora la resistencia al frio (Jiyoung, 2008).

Figura IL9: Estructura molecular del dcido abscisico.

De todos modos las respuestas al ABA parecen variar dependiendo de la especie y aun
de su estado de desarrollo. Asi en pepino en estado de madurez comercial la aplicacion
de ABA promueve la maduracion, mientras que en frutos en estados tempranos de

desarrollo este efecto es despreciable (Wang ef al., 2013).

-Giberelinas

Las giberelinas (Figura II.10) son fito-hormonas cuyas funciones principales son
la removilizacion de reservas del endospermo durante la germinacion, el crecimiento de
brotes, la floracion y el desarrollo de los frutos. Su accion se considera en ciertos
procesos opuesta a la de auxinas y a la del acido abscisico (Bernasconi, 1998). Son

ejemplos conocidos la GA 1 (Figura IL.10 A) y el acido giberélico (Figura I1.10 B).

n S i oH
0o /. \ .OH P
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Figura IL10: Estructura molecular de giberelinas: A) GA1 y B) dcido giberélico.
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-Poliaminas

Las poliaminas (PAs) (Figura II.11), son compuestos organicos poli-cationicos
implicados en una variedad de procesos fisiologicos en las plantas como control del
ciclo celular, la estabilizacion de membranas y la adaptacion de las plantas al estrés.
(Kuznetsov y Shevyakova, 2007). La acumulacion de PAs se correlaciona
frecuentemente con una mejor tolerancia a las bajas temperaturas y salinidad
(Bouchereau ef al, 1999; Shen er al, 2000; Chattopadhayay er al., 2002). Se ha
demostrado ademas que las poliaminas se acumulan también en condiciones de estrés
acidico (Capell er al., 2004) y por exceso de radiacion (van Deutsch ef al, 2005) entre
otros. La aplicacion de PAs en algunos vegetales ha mostrado ser de utilidad para
reducir el DF (Kramer y Wang, 1989). La putrescina (Figura I1.11 A) suele ser la mas
abundante de las poliaminas (Bernasconi, 1998), sin embargo la espermidina (Figura

II.11 B) y la espermina (Figura II.11 C) también son importantes.

H
H N NH
H_,N\ Y A~ rl‘ l'JH\ /“\/‘\ /‘W \/-\/ 2
LRl "NH, I—:T/W N HN E

A B C

Figura IL11: Estructura molecular de poliaminas: A) putrescina, B) espermidina y C) espermina.

El dafio por frio involucra el dafio de membranas celulares. La interaccion entre
poliaminas (cargadas positivamente en condiciones fisiologicas) y los fosfolipidos de
membrana (con carga negativa) se ha sugerido como un mecanismo para estabilizar la
superficie de la bi-capa lipidica. Zhang er al. (2009) demostraron que las poliaminas
juegan un rol importante en la tolerancia de frutos de pepino contra el estrés por frio. En
zapallito  zucchini, los tratamientos de acondicionamiento incrementaron

significativamente los niveles de espermidina y espermina (Wang, 1993).
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-Jasmonatos

El 4cido jasmonico (JA) (Figura II.12 A) y sus derivados, denominados
jasmonatos, incluyen una serie de compuestos sintetizados a partir del acido linolénico
entre los que también se halla el metil-jasmonato (MeJa) (Figura I1.12 B). Inicialmente
los jasmonatos (Figura II.12) fueron considerados nhibidores del crecimiento. Sin
embargo, a partir de la década del 80’ se encontraron otros efectos no menos
importantes como el incremento del rendimiento en algunos cultivos (Eng Sanchez,
2008). En la actualidad, la funcion de los jasmonatos mas conocida es su papel
regulador de la respuesta de defensa ante una situacion de estrés, al igual que las
poliaminas y el ABA (Meyer ef al., 2003). Al generarse una herida en una planta, ya
sea mecanica o por la accion de patdégenos (Wasternack, 2006), se produce la
activacion de genes que inducen respuestas de defensa (Cohen er al, 1993) como
inhibidores de proteasas, entre éstas las polifenol oxidasas o las fito-alexinas. Este tipo
de compuestos también son emitidos después del tratamiento con JA o Mela
(Overmyer ef al., 2000; Berger, 2002; Browse, 2005; Rojo ef al, 2003). En algunos
productos la aplicacion de MelJa en post-cosecha ha sido efectiva para la reduccion de
desordenes patologicos y fisiologicos como el DF (Wang, 2000). Asi Gonzalez-
Aguilar er al. (2000) lograron retrasar el DF en mango sin alterar el normal avance de
la maduracion. La aplicacion de MeJa 10 mol L™ retrasoé el pardeamiento de la pulpa y

la pérdida de firmeza de anana almacenado a 5 °C (De la Cruz Medina ef al., 2007).
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Figura IL12: Estructura molecular del A) dcido jasmonicoy B) metil-jasmonato.
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I1.7. Productos deshidratados

Si bien varios de los métodos de conservacion antes mencionados extienden la
capacidad de almacenamiento de los vegetales, su vida util atn con estos tratamientos es
muy corta (Mazzeo Meneses ef al., 2006). A fin de lograr una estabilizacion mas
prolongada de los vegetales se han empleado diversos métodos de conservacion tales
como la congelacion, la fermentacion, la produccion de conservas y en ciertos casos de
confituras y la deshidratacion. El secado es una de las formas mas antiguas de
preservacion de alimentos (Ratti, 2001; Sagar y Suresh Kumar; 2010). Se basa en la
remocion de agua disminuyendo la actividad acuosa a niveles en los que no puede haber
pudricion por microorganismos u ocurrir otras reacciones indeseables rapidamente (Hui
ef al., 2008). En general esto ocurre en hortalizas con niveles de humedad de 8-15%
(Paltrinieri er al., 1993). Las hortalizas deshidratadas disponibles en el mercado en
nuestro pais son principalmente papa. Los “snacks” de papa se obtienen por coccion en
aceite de los tubérculos laminados. Si bien este producto posee una elevada penetracion
en el mercado en los ultimos afios, dada la mayor preocupacion de los consumidores por
las dietas saludables se ha incrementado el interés en la obtencion de vegetales
deshidratados sin fritura (Doymaz, 2007; Mujumdar, 2007; Wang er al, 2007).
Algunos estudios han evaluado la deshidratacion de zapallo anco (Alibas, 2007;
Nawirska ef al., 2009; Teferi ef al., 2013) y en menor medida de zucchini (Castillo er
al., 2002; Eissa er al, 2013; Tavakolipour er al, 2014). Sin embargo el
comportamiento de frutos de zapallito redondo en el proceso de deshidratacion no ha
sido estudiado.

El secado por aire caliente en muchos casos ha mostrado tener efectos deletéreos
sobre la estabilidad de algunas vitaminas y de otros compuestos bioactivos presentes en
los vegetales (Ratti, 2008; Joshi er al., 2011). Algunas estrategias para minimizar los
cambios en los productos durante el secado incluyen el empleo de la deshidratacion a

presion reducida, la liofilizacion, el secado solar (Zaro ef al., 2014) y la deshidratacion
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osmoética (DO) (Garcia Muinoz y Riefio Luna, 1996; Alibas, 2012; Abano ef al.,
2013). La DO permite reducir el contenido de humedad en forma parcial. Si bien en
general los productos obtenidos no suelen ser estables para su conservacion al finalizar
este proceso, en general puede utilizarse en forma previa al secado con aire caliente en
planteos combinadas de remocion de agua (Jarayaman y Das Gupta, 1992;
Torreggiani, 1993; Della Rocca, 2010). Algunos estudios han evaluado la eficacia de
tratamientos de DO en la calidad de vegetales. En manzana, la DO con fructosa redujo
la humedad un 50% (Bolin, 1983). Por otro lado, Pekoslawska y Lenart (2009)
encontraron que la utilizacion de soluciones azucaradas resulté efectiva en la
eliminacion de agua en calabaza. La utilizacion de mezclas de osmolitos suele ser una
opcion para la reduccion de la humedad de tejidos vegetales, aunque, en el caso de
combinaciones de sal y azicar el sabor del producto final es determinante en su
utilizaciéon. En manzanas tratadas con una mezcla de sacarosa (40%) y NaCl (10%) si
bien se duplico aproximadamente el contenido de solidos solubles con respecto a la
accion individual de sacarosa (SS, 28%) y de NaCl (SS, 18%), la aceptacion del
producto final por parte de panelistas no fue buena (Hawkes y Flink, 1978). Por ultimo,
es bien conocido que el NaCl resulta de gran utilidad para la deshidratacion parcial de
vegetales, ya que ademas de aumentar la fuerza impulsora para la expulsion de agua de
las células vegetales, retarda la oxidacion y el pardeamiento (De Poix er al, 1980).
Teniendo en cuenta estos aspectos resulto de interés evaluar el empleo de NaCl para

deshidratar de forma parcial rodajas de zapallito.
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A. ENSAYOS EXPERIMENTALES

Ensayo-Capitulo 1: Caracterizacion del desarrollo ontogénico de zapallito y efecto de

tratamientos con metil-jasmonato (MeJa) sobre la calidad y el dario por frio (DF)

1.1. Caracterizacion del proceso de desarrollo de frutos de zapallito

Se cosecharon zapallitos producidos a campo en la ciudad de La Plata, Argentina
en el mes de Diciembre. Los frutos fueron cosechados por la mafiana en 4 estados de
desarrollo en funcion de su tamano desde etapas ontogénicas tempranas (I, zapallito
baby) hasta madurez comercial (estadio IV). Una vez en el laboratorio se eliminaron
aquellos frutos presentando dafos u otros defectos seleccionandose 30 unidades para
cada estado de desarrollo. Los frutos se lavaron por inmersion durante 3 min en agua
clorada (NaClO 100 mg L™ pH 6,5) y se dejaron secar en aire a temperatura ambiente
por 10 min. Para cada estado de desarrollo se realizaron las siguientes determinaciones:
peso, dimensiones (didmetros mayor y menor), visualizacion de almidon in sifu, materia
seca, volumen, densidad, tasa respiratoria, color de piel y pulpa y textura. Seguidamente
se congelaron muestras de los tejidos (piel y pulpa) en N; liquido y se almacenaron a -
80 °C para realizar el analisis del contenido de clorofilas (a, / y total), carotenoides,
acidez titulable, azticares solubles en etanol, solidos solubles y fenoles totales. Las

determinaciones se realizaron segun se describe en la seccion /71.B.
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1.2. Efecto de tratamientos con metil-jasmonato sobre el dafio por frio vy la calidad

de zapallito

Se cosecharon zapallitos redondos producidos a campo en el Cinturon Horticola
de La Plata, en estado de madurez comercial y se trasladaron inmediatamente al
laboratorio. Los frutos se seleccionaron eliminando aquellos con presencia de defectos y
los seleccionados se lavaron por inmersion durante 3 min en agua clorada (NaClO 100
mg L7 pH 6,5) y se dejaron secar en aire a temperatura ambiente por 10 min. La
solucién de MeJa se prepar6 disolviendo 92 pL de MeJa (95% p/p, 6 = 1,03 gmL™) en
1 mL de etanol para luego llevar a 400 mL con agua destilada (concentracion final de
MeJa: 1 mmol L™). Un lote de zapallitos se asperjo con la solucién de MeJa hasta goteo
de la superficie. Los frutos asperjados se dejaron a temperatura ambiente 30 min para
favorecer el escurrimiento y secado superficial y posteriormente se colocaron en
bandejas plasticas, se cubrieron con PVC perforado y se almacenaron a 0 °C por 0, 14 o
21 dias. Finalizado el almacenamiento refrigerado se transfirieron a 20 °C por 4 dias
para simular una condicion de abuso de temperatura. El segundo lote se utilizdo como
control y fue rociado con una soluciéon acuosa conteniendo la misma proporcion de
etanol (0,2% v/v) pero sin MeJa y se acondiciond y almacend del mismo modo que el
primer lote. Se emplearon 25 frutos para cada tratamiento y tiempo de muestreo. El
ensayo se realizo por duplicado. A cada uno de los tiempos de muestreo mencionados se
evaluo el indice de dafio por frio, la pérdida de peso, la textura, la tasa respiratoria, la
pérdida de electrolitos, el color (L*, H y C¥*), segun se detalla en la seccion //IB.
Posteriormente se cortaron zapallitos en forma de gajos, se congelaron con N, liquido y
se almacenaron a -80 °C hasta su uso para el analisis de acidez, azucares solubles en

etanol y fenoles totales como se describe en la seccion I71.B.
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Ensayo-Capitulo 2: Uso de tratamientos con 1-metilciclopropeno (1-MCP) para

controlar el daiio por frio (DF) y mantener la calidad de zapallito

Se cosecharon zapallitos en estado de madurez comercial (n = 250) y se
trasladaron al laboratorio. Alli se realizé un descarte, lavado y loteo como se menciono
en la seccion II1.4.1.2. Los frutos se dividieron en dos lotes que se mantuvieron en aire
(control) o en una atmosfera conteniendo 1 pL L™ de 1-MCP.

Para realizar los tratamientos con 1-MCP se pesaron 40 mg de producto
comercial (SmartFresh®, Rohm and Haas, pureza 0,14% p/p) necesarios para alcanzar
una concentracion de 1 nL L7 y se colocaron en una bandeja dentro de una camara
plastica de 30 L que contenia los frutos. En otra camara de iguales caracteristicas se
almaceno el lote control (en aire). Luego de sellar las camaras herméticamente, desde
un orificio lateral con cierre propio se adicionaron 20 mL de agua sobre el polvo
contenido en la bandeja dentro de la camara para liberar el principio activo como gas. El
tratamiento se realizo a 20 °C, y luego de 12 horas, los frutos se sacaron de las camaras
respectivas, se colocaron en bandejas plasticas y se cubrieron con PVC perforado. Los
frutos control y tratados se almacenaron a 0 °C durante 0, 10 o 19 dias (HR 90%)
seguido de una transferencia a 20 °C por 2 dias para evaluar la influencia de la
inhibicion del etileno en el control del dafio por frio. Se realizé un ensayo similar pero
en este caso los frutos control y tratados con 1-MCP se almacenaron a 10 °C durante 0,
7 0 14 d (HR 90%) seguido de 2 dias a 20 °C para evaluar los efectos del 1-MCP sobre
el control de la senescencia y del deterioro a temperatura de almacenamiento
recomendada en la literatura. El ensayo completo para cada temperatura se realizo por
duplicado. Se tomaron 25 frutos para cada dia de muestreo y se evaluaron
inmediatamente o se congelaron en N liquido y se almacenaron a -80 °C hasta su uso.
Se realizaron determinaciones de indice de deterioro o DF, pérdida de peso, color

superficial (luminosidad y tono), firmeza en ensayos de compresion (resistencia a la
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penetracion y distancia a la ruptura), tasa respiratoria, acidez, azucares solubles en

etanol y fenoles totales segiin se detalla en la seccion /71 B.

Ensayo-Capitulo 3: Efecto de tratamientos con citoquininas (N°-bencilaminopurina,

BAP) sobre la calidad de zapallito refrigerado

3.1. Seleccion de la concentracion de BAP

A fin de seleccionar la concentracion apropiada de BAP a emplear se cosecharon
zapallitos redondos (n = 240) en estado de madurez comercial (entre 140-190 g por
fruto). Nuevamente, se realizd un descarte, lavado y loteo como se menciond en la
seccion /I1.4.1.2. Los zapallitos se dividieron en cuatro grupos y se asperjaron hasta
cubrir totalmente la superficie con soluciones que contenian 0; 0,1; 1; o 10 mmol L!
BAP y se dejaron escurrir. Luego del tratamiento los frutos se mantuvieron a
temperatura ambiente por 30 min para favorecer el escurrimiento y secado superficial y
se colocaron en bandejas plasticas cubiertas con PVC perforado. Las muestras se
almacenaron a 5 °C hasta adquirir dafio severo (25 dias) y se evaluo en forma visual el

deterioro de los frutos a lo largo del almacenamiento.

3.2. Efecto de tratamientos con BAP en la calidad de zapallito almacenado a baja

temperatura

Una vez seleccionada la dosis apropiada de BAP se realizé un segundo grupo de
ensayos para evaluar en detalle la influencia de los tratamientos en la calidad de
zapallitos almacenados. Para ello se cosecharon zapallitos (n = 250) en madurez

comercial y se trasportaron inmediatamente al laboratorio. Los frutos se dividieron en
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dos grupos los cuales fueron asperjados con 1 mmol L™ de BAP o con agua (control) de
forma tal de cubrir su superficie. Luego de 30 min a temperatura ambiente los frutos se
ubicaron en bandejas plasticas y se cubrieron con PVC perforado. Las bandejas se
almacenaron a 5 °C por 0, 13 o 25 dias y luego se transfirieron a 20 °C por 2 dias (13+2
y 25+2). El experimento se realizo por duplicado. A los tiempos de almacenamiento
indicados se tomaron 25 frutos del grupo control y del asperjado con BAP para evaluar
su calidad. Los frutos fueron inmediatamente analizados o de otro modo congelados
como gajos en N, liquido y almacenados a -80 °C hasta su uso. Se determino el indice
de deterioro, se midi6 la pérdida de peso, la textura, la tasa respiratoria, el color
superficial, el pH y la acidez, el contenido de azucares solubles en etanol y fenoles
totales. También se realizé un aislamiento y fraccionamiento de paredes celulares y se
determind el contenido de acidos uronicos (AU) y azucares neutros (AN) segun se

detalla en la seccion /71.B.

Ensayo-Capitulo 4: Optimizacion de las variables de obtencion de un producto

deshidratado de zapallito

4.1. Material vegetal y procesamiento

Para la realizacion de este estudio se tomaron zapallitos redondos producidos en el
Cinturén Horticola de La Plata y zucchinis producidos en Murcia (Espaiia). Los frutos
se seleccionaron teniendo en cuenta condiciones de calidad (uniformidad de color y
forma, sin golpes ni abrasiones) y con uniformidad de diametro (aproximadamente 80 y
45 mm para zapallito redondo y zucchini, respectivamente). Los frutos se lavaron con
agua potable, se escurrieron y se secaron con papel. Se cortaron rodajas de la zona
central de los zapallitos de 5 mm de espesor, paralelas al didmetro mayor de los

mismos.
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4.2. Deshidratacion osmética (DO)

Las rodajas de zapallito obtenidas, se sumergieron en soluciones acuosas de NaCl
0 (control); 0,5; 1 y 2 % p/v por 1 dia a 20 °C. La relacién entre el peso de la solucion
salina y el de las rodajas fue 10:1 para evitar cambios significativos en la concentracion
de la disolucion durante el proceso. Durante la DO se midio la humedad de las rodajas
de zapallito. Tanto al inicio como al final del tiempo de tratamiento osmotico
seleccionado, se determind la actividad de agua, se evaluod la apariencia, y se midio el

color y el contenido de carotenoides como se describe en la seccion /11 B.

4.3. Efecto del uso de antioxidantes durante la DO sobre el color v el contenido de

carotenoides de los frutos

Se sumergieron rodajas de zapallito en soluciones de NaCl 1 y 2% p/v en
presencia o ausencia de antioxidantes (AOX: acido ascorbico 1% p/v en acido citrico
1% p/v) durante el tiempo Optimo de DO (previamente determinado). Las rodajas de
zapallito sin sumergir se consideraron como “control”. En todos los casos se determino
el color y el contenido de carotenoides al final de la DO como se describe en la seccion

IIIB.

4.4. Seleccion de humedad y temperatura optimas de secado de rodajas de

zapallito

Se secaron rodajas de zapallito (sin tratamiento de DO) en estufa sin conveccion
forzada a 60 °C y se llevaron a valores de humedad de 30, 20, 10, 5 y 1% p/p (base
humeda). Para cada porcentaje de humedad, se realizaron medidas de actividad de agua
(aw) y ademas se evaluo el caracter de crujiente de los diferentes productos. Segun esto,

se selecciono una condicion apropiada en términos de calidad y de estabilidad.
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Por otra parte, rodajas control o sumergidas en soluciones de NaCl 1 y 2% p/v se
secaron a 40, 50 y 60 °C hasta la humedad optima encontrada (10% en base humeda).
Para decidir la temperatura de secado mas adecuada, se tuvo en cuenta el tiempo
invertido y ademas el aspecto, el caracter de crujiente y el sabor de los zapallitos

deshidratados obtenidos. Las medidas se detallan en la seccion /71.B.

4.5. Efecto de la deshidratacion osmdtica sobre el tiempo de secado

Para determinar el tiempo de secado a la temperatura dptima seleccionada (60
°C), se pesaron las rodajas control o tratadas osmoticamente con NaCl 1 y 2% para

obtener la humedad a diferentes tiempos.

4.6. Obtencion y caracterizacion del producto seco

Se colocaron rodajas de zapallito redondo y zucchini control o tratadas
osmoticamente (con NaCl 1 y 2% p/v) en bandejas y se procedio al secado a la
temperatura previamente seleccionada (60 °C) hasta alcanzar la humedad final (10%
p/p)-

En el producto se evaluo el color, azticares solubles en etanol, pH, acidez, fenoles
totales y carotenoides. Por ultimo, se efectué una evaluacion sensorial donde se analizo
el aspecto, caracter de crujiente, sabor, color y aceptabilidad general de los zapallitos
deshidratados. Todas las medidas se realizaron como se detalla en la seccion //1.B. Para
las determinaciones de azucares solubles en etanol, acidez, fenoles totales y
carotenoides las rodajas debieron ser previamente rehidratadas. Para ello se procedio de
la siguiente manera. Se tomaron 2 y 3 rodajas de fruto redondo y de zucchini
respectivamente, aproximadamente 1,3 g en ambos casos, y se rehidrataron (para

facilitar su congelamiento y molienda) con agua destilada (10 mL por rodaja por 2 h).
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Luego el rehidratado se congelo con N; (1) y se procesé en molinillo. Se realizaron dos
rehidrataciones independientes para cada tratamiento (control, 1 y 2% NaCl) y tipo de

zapallito.

4.7. Rehidratacion v caracterizacion del producto rehidratado

Para rehidratar el producto se procedid de forma similar a la mencionada en la
seccion anterior. Tanto sobre los tejidos rehidratados como las rodajas frescas de
zapallitos redondo y zucchini se midio el peso y el diametro y se obtuvieron las
relaciones porcentuales correspondientes (cociente rehidratado a fresco). Las

determinaciones se detallan en la seccion /71.B.

B. DETERMINACIONES ANALITICAS

-Visualizacion de almidon in situ

Se prepar6 una disolucion acuosa saturada de yodo en IK (10% p/v). Sobre la
muestra (zapallito en mitades) se vertieron gotas de esta disolucion, dejando actuar 5
minutos. Finalizado este periodo, se escurrio y se desplazo el liquido sobrante con agua.

El desarrollo de zonas violaceas indico la presencia de almidon en los tejidos.

-Peso de frutos v de rodajas v pérdida de peso durante el almacenamiento

Los frutos y rodajas (secas, frescas o rehidratadas) se pesaron individualmente. En
los ensayos de almacenamiento, el peso de los frutos se obtuvo tanto al inicio como

durante el periodo en camara. Los resultados se expresaron como porcentaje de pérdida
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de peso, que se calculo a partir de los pesos inicial (PI) y final (PF) como se describe a

continuacion:

PP (%) = 100 x (PI— PF)
PI

Se evaluaron al menos 20 frutos para cada tratamiento y tiempo de

almacenamiento.

-Dimensiones de los frutos v de las rodajas

Las mediciones se llevaron a cabo utilizando un calibre. Para los frutos enteros
evaluados en el ensayo de desarrollo ontogénico se determind el didmetro mayor y

menor.

-Materia seca

Se tomaron porciones de rodajas de zapallitos (cortes radiales que se colocaron en
capsulas previamente taradas. Se pesaron antes y después de eliminar el agua de la
muestra en estufa (105 °C) hasta asegurar que 2 pesadas sucesivas de cada muestra
fueran similares. Los resultados en base himeda o base seca segun fuera necesario. Las

determinaciones se realizaron por triplicado.

-Densidad

Se midio el volumen (V) de los mismos por inmersion en agua evaluando el

aumento de volumen de adecuados recipientes graduados (jarra, probeta) segin el
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tamaio de los frutos, utilizando 5 zapallitos de peso P. La densidad (&) se calculé como
& = P V. Las determinaciones se realizaron por triplicado para cada estado de

desarrollo.

-Tasa respiratoria (TR)

Se colocaron 3 frutos en el caso de zapallitos en madurez comercial y hasta 6
frutos pequenos en el ensayo de desarrollo) en un frasco hermético y se incubaron por
10 min a 20 °C. Se registro la concentracion de didoxido de carbono en el espacio de
cabeza con un sensor IR (Alnor Compu-flow, modelo 8650, Estados Unidos). Los
niveles de CO, se mantuvieron siempre por debajo de 5 mL L™ para no producir la
inhibicion de la respiracion. Se calculd la TR de los frutos y los resultados se
expresaron como mmol CO, kg’ h™. Se realizaron 3 determinaciones para: a) cada
tamafio de fruto en el ensayo de desarrollo y b) cada tratamiento y tiempo de

conservacion en los ensayos de almacenamiento.

-Color

Las medidas se realizaron con un colorimetro (Minolta, Modelo CR-400, Japon)
con el que se obtuvieron los parametros L*, a* y b* y a partir de los cuales se calculo el
angulo Hue (H) = 180 — tg” b*/a* y la cromaticidad (C*) = v (a**+b*?) (McGuire,
1992). Se evaluaron 15 frutos para: a) cada tamano de fruto en el ensayo de desarrollo y
b) cada tratamiento y tiempo de almacenamiento considerado en los ensayos de
conservacion. Cada vez se hicieron 2 medidas sobre la piel o pulpa (n = 30). Para el
ensayo de zapallitos deshidratados, se realizo una medida en el centro de cada rodaja de

zapallito (n = 30) y se calculd la diferencia de color AE = V [(AL*)* + (Aa*)” + (Ab*)*].
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-Textura

Se evalud en un texturometro (Texture Expert, modelo TA.XT2, EEUU) equipado
con una sonda de 3 mm de didmetro. Cada fruto se comprimié 10 mm en la zona
ecuatorial a una velocidad de 1 mm s™. Se registré la fuerza maxima necesaria para la
ruptura del tejido (Firmeza, medida en N), se calcularon las pendientes de las curvas de
deformacion (resistencia a la penetracién, RP, medidas en N mm™) y se registraron las
distancias a la ruptura (DR, medidas en mm) del tejido. Se analizaron 20 zapallitos para:
a) cada tamano de fruto en el ensayo de desarrollo y b) por cada tratamiento y tiempo de

almacenamiento, sobre los que se realizaron 3 medidas por cada fruto (n=60).

-Clorofila a, b v total

El contenido de clorofilas se determino segun Lichtenthaler (1987). Se pesaron
alrededor de 0,2 g de piel de zapallito y se extrajeron dos veces con 5 mL de
acetona/agua 80:20. Las muestras se centrifugaron a 4.000 x g por 10 min a 4 °C y se
midié la absorbancia del sobrenadante a 646 y 663 nm con un espectrofotometro
(Shimadzu Corporation, Modelo UV Mini-1240, Japon). Las medidas se realizaron por

duplicado. Los contenidos de clorofila (en pg mL™) se calcularon segin:

Ca=11,24 x Abs 663 nm - 2,04 x Abs 646 nm

Cbh=20,13 x Abs 646 nm - 4,19 x Abs 663 nm

Ctotal = 7,05 x Abs 663 nm + 18,09 x Abs 646 nm
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Estos resultados se convirtieron finalmente a mg kg™. Las determinaciones se realizaron

por triplicado.

-Carotenoides

Se congelo con N, liquido tejido fresco o zapallitos secos rehidratados (segin se
detalla en la seccion /1. 4.4.7) y se proceso en un molinillo. Se pesaron 0,5 g del polvo
resultante, se extrajo con 5 mL de hexano:acetona:etanol (2:1:1) agitando en vortex
durante 1 min para facilitar la extraccion. A continuacion, se anadio 1 mL de agua
destilada para lograr la separacion de fases. Finalmente se separé cuidadosamente la
fase superior (hexano) y sobre ésta se midid la absorbancia a 454 nm en
espectrofotometro. Las medidas se realizaron por triplicado. El contenido de
carotenoides se expresé como mg de P-caroteno por kg de fruto fresco o por kg de

producto seco (mg kg'l) empleando sﬂcmm(hmoj 454nm) = 1,39 10° L mol! em™.

-pH v acidez

Para el analisis en frutos frescos se obtuvieron porciones en forma de gajos (50-
100 g). En los zapallitos deshidratados, se procedié a rehidratarlos como se detallo en la
seccion I11.4.4.7. Las muestras respectivas se congelaron con N, liquido y se procesaron
con un molinillo (Peabody, PE-M(C9103, China). Seguidamente, el polvo obtenido para
frutos frescos y zapallitos secos rehidratados (10 g y 2 g respectivamente) se coloco en
un vaso de precipitado y se adicionaron 100 mL de agua destilada. Se midio el pH
inicial y la acidez se determino por titulacion con NaOH de normalidad conocida hasta
pH 8.2 determinado en forma potenciométrica (AOAC, 1980). Se realizaron 3 medidas
para cada: a) tamano de fruto en el ensayo de desarrollo, b) tiempo de almacenamiento

y/o tratamiento y ¢) condicion de deshidratacion osmotica. Los resultados se expresaron
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en mmoles de H™ por kilogramo de fruto fresco. En los zapallitos deshidratados los

resultados se expresaron en mmoles de H' por kilogramo de peso seco.

-Azuicares solubles en etanol

El contenido de aziicares solubles en etanol se midi6 de acuerdo a Yemm y Willis
(1954). Para esto, se congeld tejido fresco, se molid, se pesd 1 gramo del polvo
resultante y se realizo una extraccion con 5 mL de etanol. La mezcla se homogeneizo
con un vortex y se centrifugd a 13.000 % g a 4 °C durante 10 min. Para obtener polvo de
rodajas secas rehidratadas se procedid segin se detalla en la seccion I71.4.4.7 y luego
¢éste se extrajo de i1gual forma que el tejido fresco. En todos los casos, el sobrenadante
obtenido se diluyo 1:50. Las determinaciones se realizaron en tubos de ensayo (en bafio
de agua-hielo) conteniendo 100 pL de extracto de los frutos. A estos se les agrego 150
nL de agua destilada y 1 mL de antrona 0.5 g L (disuelta en H,SO4 98% p/p). Las
muestras se colocaron en bafio de agua a ebullicion durante 10 min y se enfriaron en un
bafio de agua-hielo. Finalmente se determiné la absorbancia a 620 nm en un
espectrofotometro (UV Mini-1240, Shimadzu Corporation, Japon). Se realizaron 4
determinaciones para cada: a) tamano de fruto en el ensayo de desarrollo, b) tratamiento
y tiempo de almacenamiento y ¢) condicion de deshidratado. Paralelamente se realizo
una curva de calibracion utilizando glucosa como estandar. Los resultados se expresaron
en gramos equivalentes de glucosa por kilogramo de peso fresco (g kg). En los

zapallitos deshidratados los resultados se expresaron por kilogramo de peso seco.

-Solidos solubles (SS)

Se llevo a cabo una molienda de tejido congelado con N (1), se tomo una pizca

del polvo que se descongeld y se filtro a través de una gasa. El contenido de SS del
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filtrado se determindé en un refractometro digital (Hanna Instruments, HI 96813,
Alemania). Las medidas se realizaron por triplicado y los resultados se expresaron en

%p/p.

-Fenoles totales

Los antioxidantes fendlicos se determinaron de acuerdo a Singleton ef al. (1999).
Para esto se obtuvieron y utilizaron los mismos extractos que los detallados en la
seccion II1.B.12. Se colocaron 150 pL (para tejido fresco) o 100 pL (de una dilucion
1:200 para tejido seco) de extracto etanolico en tubos, luego se agregd agua destilada
hasta completar 1,35 mL y seguidamente 50 pL del reactivo Folin-Ciocalteu 1 eq L™.
Las muestras se agitaron con vortex y luego de 3 min a 20 °C, se agregaron 100 pL de
Na,CO; 20% (p/v) en NaOH 0.1 eq L. Los tubos se homogeneizaron en vortex y las
muestras se incubaron a 20 °C por 1 h. Se midi6 la absorbancia a 760 nm en un
espectrofotometro (UV Mini-1240, Shimadzu Corporation, Japén). Se prepararon dos
extractos para cada: a) tamano de fruto en el ensayo de desarrollo, b) tratamiento y
tiempo de almacenamiento analizado y ¢) condicion de deshidratacién; y cada uno se
utilizé para realizar la medida por triplicado. Se realizo una curva de calibracion con
acido clorogénico como estandar y los resultados se expresaron como gramos
equivalentes de acido clorogénico por kilogramo de peso fresco (mg kg™). En el ensayo

deshidratacion los resultados se expresaron en miligramos por kilogramo de peso seco

(mg kg™).

-Indices de deterioro (ID) v de daiio por frio (IDF)

Para frutos almacenados a 10 °C se calculo un indice de deterioro considerando la

deshidratacion, el ablandamiento, la decoloracion superficial y la incidencia de
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podredumbres. En zapallitos almacenados a 0 °C 6 5 °C (condiciones de DF), se
evaluaron el picado superficial y escaldaduras, ablandamiento y amarilleamiento en
ambos casos. Se utilizo una escala hedonica de 0 a 3 siendo: 0= excelente, 1= bueno, 2=

aceptable y 3= pobre. Los indices de deterioro y dafio por frio se calcularon segun:

ID o IDF = X (nivel de deterioro (D) o dafio por frio (DF) * N° de frutos en ese nivel)

Ne° total de frutos en el tratamiento

-Pérdida de electrolitos

Con un sacabocados se cortaron discos de zapallito de 8 mm de didmetro. Esto se
realizo a nivel superficial (5 mm de espesor) ya que el DF se manifesté en un principio
sobre la piel del fruto. Seguidamente se colocaron 10 discos (aproximadamente 0,36 g
cada uno) en tubos de centrifuga, se agregaron 10 mL de manitol 0,6 mol L™ y se midié
la conductividad de la solucion (y la del manitol solo) con un conductimetro (Oakton,
pH/CON 510, Estados Unidos) a tiempo 0 (Cp) y tras 120 min (Cyy0) de incubacion a
20°C. Luego, los discos en suspension se disgregaron con Ultraturrax (IKA, Modelo
T25, Brasil) y la muestra se centrifugé a 13.000 x g por 10 min a 4 °C. Fmalmente se
midio la conductividad del sobrenadante (Cyota1). Todas las medidas se hicieron a 20 °C y
por triplicado para cada tiempo y tratamiento. Los resultados se expresaron como
porcentaje de electrolitos liberados luego de 120 min de incubacion respecto del

contenido total en el tejido:

Pérdida de electrolitos = 100 x (C;50-Co)

(Ctotal' CO)
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-Aislamiento de pared celular

Se pesaron 30 g de fruto congelado y molido y para luego extraerlos con 100 mL
de etanol y se lo homogeneizo con un dispersor de alta velocidad (IKA, Ultraturrax T25,
Brasil). Las muestras se calentaron a ebullicion en una platina por 20 min para asegurar
la inactivacion de enzimas y prevenir la autolisis de polisacaridos de pared celular. El
material insoluble se filtré con una bomba de vacio y de forma secuencial se hicieron
lavados con 40 mL de etanol, 40 mL de etanol:cloroformo (1:1 v/v) y 40 mL de
acetona. El residuo obtenido se seco a 37 °C, obteniéndose el residuo insoluble en
alcohol (RIA). El residuo seco se pesd. Se hicieron dos extracciones independientes
para cada tratamiento y tiempo de almacenamiento analizado. Los resultados se

expresaron como gramos de RIA por cada 100 g de fruto fresco (g 100 g™7).

-Fraccionamiento de paredes celulares

Mediante extracciones seriadas del RIA con diferentes solventes se obtuvieron
distintas fracciones de pared celular. Para ello, aproximadamente 40 mg de RIA se
suspendieron en 10 mL de agua destilada y se agitdo durante 12 h a temperatura
ambiente. Finalizado dicho periodo las muestras se centrifugaron a 13.000 x g por 10
min y el sobrenadante obtenido se lo filtré bajo vacio. El filtrado se llevo a 15 mL con
agua destilada y se emple6 para dosar las pectinas solubles en agua (PSA). El pellet fue
re-extraido con 10 mL de CDTA 50 mmol L™ (como se hizo para PSA) y se obtuvieron
las pectinas solubles en CDTA (PSC) en el filtrado. Seguidamente, se extrajo el residuo
con 10 mL de Na,CO; 100 mmol L™ se agit6 magnéticamente 1 h a 4 °C, se centrifugd,
se filtro por vacio y se llevo a 15 mL con agua destilada como se hizo previamente. Esta
fraccion se empleod para determinar las pectinas solubles en carbonato de sodio (PSN).

El pellet se re-extrajo durante 1 h a 4 °C con 10 mL KOH 1 mol L™ para obtener asi la
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fraccion soluble en KOH 1 mol L™ (FSK1) y luego de la centrifugacion se re-extrajo el
pellet con KOH 4 mol L™ para obtener la fraccion soluble en KOH 4 mol L™ (FSK4).
Se analizaron dos muestras para cada tratamiento y tiempo de almacenamiento y cada
muestra fue extraida por duplicado. A las diferentes fracciones se les determind el
contenido de acidos uroénicos (AU) y de azucares neutros (AN) como se detalla a

continuacion.

-Acidos urénicos (AU)

La medida se llevo a cabo mediante el método de Blumenkrantz y Asboe-
Hansen (1973). Alicuotas de diferentes fracciones de pared celular (100 pL) se
adicionaron a tubos de ensayo conteniendo 200 pL de agua destilada. Luego estos se
colocaron en un bafo de agua-hielo y a cada uno se le adicion6 1 mL de borato de sodio
7,5 mmol L™ (preparado en H,SO4 98% p/p). Las muestras se agitaron con vortex y se
incubaron a 100 °C por 10 min. Posteriormente, los tubos se enfriaron en un bano de
agua-hielo y a cada uno se le adicionaron 20 uL de m-fenilfenol (preparado en NaOH
0,5% p/v). Luego de agitar con un vortex se midio la absorbancia a 520 nm en un
espectrofotometro. Se hizo una curva de calibracion con acido galacturonico (100 pg
mL™"). Se analizaron 2 muestras independientes para cada tratamiento y tiempo de

almacenamiento y las medidas se realizaron por duplicado (n=4).

-Aziicares neutros (AN)

La determinacion se llevo a cabo por el método indicado en la seccion B.12 Se
analizaron 2 muestras independientes para cada tratamiento y tiempo de

almacenamiento y las medidas se realizaron por duplicado (n=4).
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-Actividad de agua (a,)

La actividad agua de los zapallitos deshidratados osmoticamente y por secado con
aire caliente se realizaron empleando un higrometro de punto de rocio (Aqualab,
modelo Decagon CX-1, Estados Unidos). Los discos de zapallito se redujeron a trozos

pequenos de manera tal de poder cubrir la superficie de la placa de medicion.

-Evaluacion sensorial

Se llevo a cabo un panel sensorial de preferencia con panelistas no entrenados. Se
prepararon zapallitos deshidratados con o sin tratamiento de DO con NaCl 1 o0 2% y se
ofrecieron a los evaluadores (n = 30) quienes llevaron a cabo la evaluacion en cubiculos
privados. Los atributos evaluados fueron: cualidad de crujiente, sabor, color y
aceptabilidad general. El test constdo de una escala hedonica que incluia las opciones
“Me disgusta”, “Me es indiferente” y “Me gusta mucho” con un rango de puntuacion de

l1a9.

C. ANALISIS ESTADISTICO

Se empled un diseiio factorial, siendo los factores evaluados para los diferentes
ensayos el tipo de tratamiento, la temperatura de almacenamiento, el tiempo en ensayos
en camara de zapallitos enteros y por otro lado, el tiempo y tipo de tratamiento
osmotico. Los datos se analizaron empleando el paquete InfoStat version 2010 (Grupo
Infostat, FCA, Universidad Nacional de Cordoba, Argentina). Se realizo un analisis de
varianza (ANAVA) y posteriormente las medias se compararon mediante un test de

Fisher con un nivel de significancia de 0,05.
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CAPITULO 1

Caracterizacion del desarrollo ontogénico
de zapallito y efecto de tratamientos con

metil-jasmonato (MeJa) sobre la calidad y

el daiio por frio (DF)
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IV. Resultados y discusion. 1) Desarrollo ontogénico. MeJa.

1.1. INTRODUCCION

a. Desarrollo ontogénico de zapallito

El desarrollo de frutos involucra una serie de cambios fisicos y quimicos
(Kilcher, 1981) cuyo conocimiento es de suma importancia. En muchos frutos esto ha
sido estudiado en detalle (Kader, 2002; Bermejo y Cano, 2012)). Albertini ef al.
(2006) determinaron los cambios en azucares y de acidos organicos durante el
desarrollo de frutos no climatéricos como limén y naranja. . En especies no climatéricas
cosechadas en estados inmaduros la informacion disponible es muy limitada. Zaro et
al. (2014) determinaron en berenjena que para la ventana de cosecha existente a nivel
comercial los frutos muestran algunas diferencias importantes en sus propiedades. Por
lo tanto en una primera etapa del presente trabajo se realizé una caracterizacion de
Sfrutos de zapallito redondo en 4 estadios ontogénicos desde etapas tempranas de
desarrollo hasta la madurez comercial con el fin de comprender en mayor detalle

algunas caracteristicas del sistema a estudiar.

b. Jasmonatos: Definicion y funciones metabdlicas

Los jasmonatos son compuestos de naturaleza organica, de caracter hormonal con
numerosas funciones en los vegetales (Rohwer y Erwin, 2008). Se encuentran
involucrados en diferentes procesos del desarrollo de los vegetales y poseen una
importante participacion en las respuestas de defensa de las plantas frente a herbivoros,
agentes fito-patogenos y diferentes tipos de estrés (Creelman y Mullet, 1997;

Gonzalez-Aguilar er al., 2000; 2001). Los jasmonatos (Figura 1.1) son capaces de
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inducir la produccion de compuestos que actian como anti-nutrientes o compuestos
toxicos contra predadores tales como alcaloides, compuestos fenolicos, enzimas de
defensa (quitinasas, glucanasas) e inhibidores de proteasas. Un ejemplo de ello es el
aumento en la produccidon de quinonas por estimulacion de la actividad polifenol-
oxidasa (PPO) las cuales son capaces de ligar amino-acidos reduciendo el valor
nutricional de los alimentos para los herbivoros que dafan a las plantas (Felton er al.,

1992).

[ MEMBRANAS ]

AMBIENTE

DESARROLLO : Heridas
Floracion l LINOLENICO l Patégenos
Tuberizacion Insectos

!
5

[ JASMONATOS ]

I

[(+) INHIBIDORES DE F'RDTEASAS]

Daio mecépico
Daﬁo’por frio
Sequia

Maduracion
Senescencia

[(*}OTRAS RESPUESTAS DE DEFEqu

Figura 1.1: Factores endégenos (desarrollo) y ambientales que estimulan la produccion de jasmonatos a
partir de la degradacion de dcido linolénico de las membranas vegetales v algunas respuestas inducidas

por esta hormona: adaptado de Creelman y Mullet (1995).

El tratamiento con metil-jasmonato (MeJa) también puede inducir la liberacion de
compuestos volatiles en hojas capaces de limitar el ataque de insectos (Engelberth er
al., 2004). Por otra parte, el acido jasmonico (JA) participa en respuestas tales como la
formacion de tricomas glandulares y la segregacion de ceras epi-cuticulares (Wittstock
y Gershenzon, 2002). La biosintesis del JA se inicia a partir del acido linolénico. Las
formas mas abundantes y activas son el propio JA y el MeJa. Este ultimo, dada su

volatilidad, ejerce funciones de comunicacion entre plantas (Engelberth, 2010).
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¢. Efecto del metil-jasmonato en post-cosecha de frutas y hortalizas

En frutillas el MeJa promovid la maduracion al acelerar la acumulacion de
antocianinas. Asimismo los tratamientos con este compuesto aumentaron la expresion
de los genes que codifican para las enzimas de pared celular endoglucanasa y
xiloglucano endo-transglicosilasa y aceleraron el ablandamiento (Concha er al., 2013).
Por su parte, en granadas, la aplicacion de MeJa incremento el contenido de fenoles
totales, de antocianinas y la actividad antioxidante (Sayyari ef al, 2011). Ademas de
estos efectos en el proceso de maduracion y en la composicion de frutos, varios estudios
han mostrado que el JA reduce la susceptibilidad al DF. Asi, Gonzalez-Aguilar ef al.
(2000) encontraron que frutos de mango tratados con MelJa almacenados a 7 °C
mantuvieron mejor calidad y presentaron menor picado superficial. El uso de JA
también redujo el DF en frutos de papaya (Gonzalez-Aguilar ef al., 2003) y guayaba
(Gonzalez-Aguilar er al., 2004). En duraznos almacenados a temperaturas de DF el
tratamiento con MeJa (1 mmol L") mantuvo una elevada actividad poligalacturonasa,
reduciendo la harinosidad asociada con el almacenamiento en camara por periodos
prolongados (Ben-Arie y Sonego, 1980; Budde er al, 2005). Los resultados
informados en la literatura muestran que el MeJa ha sido eficaz en el rango de
concentraciones de 0,1 y 10 mmol L™ tanto en aplicaciones en forma liquida o gaseosa.
Si bien no se ha establecido en forma completa el mecanismo protector del MeJa, se ha
descrito que los frutos tratados muestran una menor produccion de especies reactivas de
oxigeno, como el radical superdxido y el peroxido de hidrégeno un menor dano de
membranas (Whitaker y Wang, 1987) y una reduccion de la acumulacion de
malondialdehido (producto de oxidacion lipidica) (Jin ef al, 2013). Cao ef al. (2012)
encontraron que la aplicacion de MelJa en nispero reducia el dano DF efecto que se
correlaciono con una acumulacion de contenido de acido y-aminobutirico y de prolina,
respuesta conocida contra dicho estrés (Shelp er al, 1999; Kinnersley y Turano,
2000a,b). Wang y Buta (1994; 1999) también hallaron un rol protector del MeJa sobre
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el DF en zapallito zucchini. Esto fue confirmado posteriormente por Martinez-Tellez
ef al. (2002) quienes ahondaron en la evaluacion de los cambios fisiologicos en estos
frutos en condiciones de estrés por frio. A pesar de la existencia de resultados
experimentales promisorios del uso de MeJa para prevenir las alteraciones por frio, su
utilizacién en condiciones comerciales no ha avanzado en forma sustantiva. En zapallito
redondo no se conoce si el MeJa puede ser efectivo para reducir los desérdenes por frio
por lo que en una segunda parte de este capitulo se planteé evaluar la efectividad del
MeJa sobre el retraso del daiio por frio y del deterioro general de zapallito redondo

cosechado en estado de madurez comercial almacenado a 0 °C.
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1.2. RESULTADOS Y DISCUSION

PARTE A. CARACTERIZACION DEL DESARROLLO ONTOGENICO DE ZAPALLITO

a. Peso, dimensiones, apariencia y visualizacion de almidon in situ

Inicialmente a fin de definir claramente los estadios analizados se determinaron
las dimensiones promedio de los frutos. El peso de los zapallitos baby (I) fue de 14 g
ascendiendo a 160 g en el estado de madurez comercial (IV) (Figura 1.2 A). Asimismo
se determinaron los didmetros menor y mayor de las secciones elipsoidales obtenidas
por cortes transversales al eje ecuatorial de los frutos (Figura 1.2 B). Ambos diametros
aumentaron en forma significativa durante todo el proceso de desarrollo aunque el
incremento del diametro mayor fue proporcionalmente mas elevada. En ese sentido los
frutos mas esféricos fueron tomando una forma aplanada conforme progreso el

desarrollo.
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Figura 1.2: A) Peso y B) dimensiones (didmetros mavor (DM) v menor (Dm)) de zapallitos en diferentes
estados de desarrollo (I a IV). Letras distintas indican para cada atributo diferencias en un test de Fisher

con un nivel de significancia de P < 0,05.

La Figura 1.3 A muestra la apariencia de los frutos correspondientes a los cuatro
estados analizados. Los frutos presentaron un color de piel verde brillante tomando un
color algo mas oscuro en la medida que avanzo el desarrollo. La realizacion de tinciones
con lugol permitio determinar la presencia de almidon que se concentrd en la piel y en

la zona cercana a las semillas en todos los estados de desarrollo analizados (Figura 1.3

B).
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Figura 1.3: Apariencia de A) frutos enteros v B) secciones transversales de zapallitos en diferentes

estadios de desarrollo (I-IV), tratadas con lugol.

b. Materia seca (MS), densidad y tasa respiratoria (TR)

Durante el desarrollo ontogénico del fruto se observa una disminucion sucesiva
del contenido de MS (Figura 1.4 A), siendo el valor del estado I o baby practicamente
el doble que el del estado IV (8 y 4% respectivamente). Por otra parte, la densidad de
los frutos (Figura 1.4 B) mostro una tendencia a incrementarse hacia el estado II para
luego permanecer practicamente constante en un valor cercano a 0,90 g mL™. Los
zapallitos en estado I presentaron una tasa respiratoria maxima conforme a lo esperado
para frutos no climatéricos (Figura 1.4 C). En berenjena, un estudio de frutos con
diferente estado de desarrollo también reporté una mayor TR en frutos pequefos (Zaro
ef al., 2014). La TR de los zapallitos descendio un 30% ya al estado II, pero
posteriormente no se observaron variaciones significativas hasta la etapa de madurez

comercial.
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Figura 1.4: A) Materia seca, B) densidad y C) tasa respiratoria de zapallitos en diferentes estados de
desarrollo (I a IV). Letras distintas indican diferencias en un test de Fisher con un nivel de significancia

de P < 0,05.

¢. Color de piel y pulpa, clorofilas, carotenoides y textura

Los zapallitos en el estado I exhibieron una mayor luminosidad (L*) que los
frutos de mayor desarrollo (Figura 1.5 A). Asimismo los zapallitos baby mostraron un

menor valor de Hue (H) y mayor valor de cromaticidad asociado con un tono verde mas
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claro (Figura 1.5 B). El color de los frutos, determinado por los parametros L*, H y C*,
no mostro variaciones significativas entre los estadios II y IV, por lo que esta medida no

resulta de utilidad para establecer el momento 6ptimo de cosecha.
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Figura 1.5: A) Luminosidad (L*), B) tono (H) y C) cromaticidad (C*) de la piel de zapallitos en
diferentes estados de desarrollo (I a IV). Letras distintas indican diferencias en un test de Fisher con un

nivel de significancia de P < 0,05.
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Por su parte, la pulpa de los frutos baby mostré un color amarillento que se fue
atenuando conforme avanzo el desarrollo. Esto se evidencio a partir del incremento en
la luminosidad L* hacia colores mas claros (Figura 1.6 A). Por otra parte, si bien el
tono de color fue casi el mismo para los 4 estados de desarrollo (Figura 1.6 B), durante

el crecimiento de los frutos se redujo su saturacion o cromaticidad (Figura 1.6 C).
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Figura 1.6: A) Luminosidad (L*), B) tono (H) y C) cromaticidad (C*) de la pulpa de zapallitos en
diferentes estados de desarrollo (I a IV). Letras distintas indican diferencias en un test de Fisher con un

nivel de significancia de P < 0,05.
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A pesar de que el color de piel no se modifico luego del estado II, se observo que
la acumulacion de clorofila a, b y total en la piel de los frutos progres6 en forma

continua durante el desarrollo (Figuras 1.7 A, By C).

Por su parte, se observo una drastica reduccion en la concentracidon de compuestos
carotenoides en forma marcada entre los estados I y II. Con posterioridad se detecté un

leve incremento en el contenido de carotenoides (Figuras 1.7 D).
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Figura 1.7: A) Clorofila a, B) clorefila b, C) clorofila total y D) carotenoides de zapallitos en diferentes
estados de desarrollo (I a IV). Letras distintas indican diferencias en un test de Fisher con un nivel de

significancia de P < 0,05.

La firmeza se incrementdé a medida que avanzo el estado de desarrollo de los

zapallitos (Figura 1.8 Ay B).
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Figura 1.8: A) Firmeza y B) resistencia a la penetracion en ensavos de compresion de zapallitos en
diferentes estados de desarrollo (I a IV). Letras distintas indican diferencias en un test de Fisher con un

nivel de significancia de P < 0,05.

d. Acidez, azucares, solidos solubles (SS) y fenoles totales

En general, se observaron tendencias decrecientes en el contenido de metabolitos

al avanzar el desarrollo del fruto (Figuras 1.9 A, B, C y D).
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Figura 1.9: A) Acidez, B) aziicares, C) sélidos solubles y D) fenoles totales de zapallitos en diferentes

estados de desarrollo (I a IV). Letras distintas indican diferencias en un test de Fisher con un nivel de

significancia de P < 0,05.
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PARTE B. EFECTO DE TRATAMIENTOS CON METIL-JASMONATO (MEJA) SOBRE

LA CALIDAD Y EL DANO POR FRIO (DF) DE ZAPALLITO

e. Indice de daiio por frio

A lo largo del almacenamiento, tanto el grupo control de zapallitos como el
tratado con MeJa exhibieron un incremento del deterioro (Figura 1.10). Esto se
manifesto especialmente luego de la transferencia a 20 °C cuando los sintomas de DF se
hicieron mas evidentes. Los zapallitos tratados con MeJa se mostraron menos dafiados
que los frutos control luego de los dos periodos de incubacion a 20 °C evaluados (14+4
y 21+4). De todos modos, los frutos asperjados con MeJa presentaron también sintomas

visibles de picado superficial por lo que los beneficios de los tratamientos fueron

moderados.
1 Control a
N MeJa
o 24
- b
e bc
S d
o 187
=
©
°
©
3 12
©
L e
-
= 0,6 f
9 h
0,0 hh [12
0 14 14+4 21 21+4

Régimen de almacenamiento

Figura 1.10: Indice de daiio por fiio de zapallitos control y tratados con MeJa (1 mmol L) almacenados
por 0, 14 y 21 dias a 0 °C y luego transferidos a 20 °C por 4 dias (“+47). Letras distintas indican

diferencias en un test de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.
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f. Pérdida de electrolitos

En condiciones de DF ocurren cambios bio-fisicos en los lipidos de membrana
como la peroxidacion, los cuales conducen a modificaciones en la estructura de la
membrana celular, a la pérdida de compartimentalizacion y a la pérdida de electrolitos
(Marangoni ef al., 1996). Con el objeto de evaluar en mas detalle el DF, se midio la
pérdida de electrolitos cortando discos de zapallito de la superficie del fruto, ya que ésta
era la zona del fruto mas afectada. La pérdida de electrolitos (Figura 1.11) se mantuvo
constante y sin grandes diferencias entre tratamientos a lo largo del almacenamiento a 0
°C. En el ultimo dia de evaluacion (21+4) se observd un marcado incremento del
contenido de electrolitos libres tanto en frutos control como en tratados con Mela,
debido a que en esta instancia los tejidos ya se encontraban con un nivel de deterioro
muy avanzado. Esto difiere de lo reportado en zapallito zucchini en donde el MelJa
mantuvo la integridad de las membranas en frutos almacenados a 5 °C (Wang ef al.,

1994; 1999).
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Figura 1.11: Pérdida de electrolitos de zapallitos control y tratados con MeJa (1 mmol L") almacenados
por 0, 14 y 21 dias a 0 °C y luego transferidos a 20 °C por 4 dias (“+47). Letras distintas indican

diferencias en un test de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.
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g. Tasa respiratoria

De forma general, a lo largo del almacenamiento tanto para los zapallitos control
como tratados con MeJa, se observé un comportamiento respiratorio no climatérico.

La TR se redujo en los frutos control y tratados luego de 14 dias y posteriormente
no mostro grandes variaciones hasta el final del almacenamiento, no observandose
diferencias marcadas entre los frutos control y tratados (Figura 1.12). Una respuesta

similar se observo en mango tratado con MeJa (Gonzalez-Aguilar er al., 2000).
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Figura 1.12: Tasa respiratoria de zapallitos control y tratados con MeJa (1 mmol L) almacenados por
0, 14y 21 dias a 0 °Cy luego transferidos a 20 °C por 4 dias (“+4"). Letras distintas indican diferencias

en un test de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.

h. Pérdida de peso

La pérdida de peso (Figura 1.13) aumento a lo largo del almacenamiento a 0 °C

para ambos grupos de zapallitos. No obstante, los frutos tratados con MelJa se
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deshidrataron significativamente menos que los controles. Las diferencies se
exacerbaron al llevar los frutos a 20 °C. Hacia el final del almacenamiento (21+4 dias)
el lote control perdio casi el doble de peso con respecto al tratado MeJa. Algunos
estudios previos hallaron también un efecto protector del MeJa en la pérdida de peso de
papaya tratada con vapores de MeJa 107 mol L' (Gonzalez-Aguilar et al., 2003). El
MelJa ha mostrado ser un poderoso inhibidor de la apertura de estomas en hojas de
avena (Satler y Thimann, 1981), en la epidermis de flores de Commelina benghalensis
(Raghavendra y Reddy, 1987), en hojas de olivo (Sanz ef al., 1993) y en Arabidopsis
(Hossain er al., 2011). Este efecto podria contribuir a explicar la menor pérdida de

peso en los frutos tratados.
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Figura 1.13: Pérdida de peso de zapallitos control y tratados con MeJa (1 mmol L) almacenados por 0,
14 y 21 dias a 0 °C y luego transferidos a 20 °C por 4 dias (“+4"). Letras distintas indican diferencias

en un test de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.

i. Firmeza

El analisis de la firmeza de los frutos medida con un texturometro permite obtener

informacion variada. En este ensayo, se determinaron tanto la fuerza méxima
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(“firmeza”) en ensayos de compresion de los frutos como la distancia recorrida por la
sonda hasta la falla mecéanica de los tejidos (“distancia a la ruptura”). En lineas
generales la firmeza disminuyé a lo largo del almacenamiento siendo dicho descenso
mayor al llevar los frutos a 20 °C, tanto para los zapallitos control como para los
asperjados con MeJa (Figura 1.14 A). Ademas, esta disminucion de firmeza se vio
reflejada en el aumento de la distancia a la ruptura (Figura 1.14 B). Por otro lado, si
bien el tratamiento retraso la pérdida de firmeza luego de 14+4 dias respecto del control,
en lineas generales, no gener6 cambios de importancia en la textura de zapallito
redondo. Esto difiere de lo encontrado por Gonzalez-Aguilar er al., (2003) quienes
observaron un retraso sustancial de la pérdida de firmeza de papaya, respectivamente,

tratados con MeJa y almacenados en condiciones de DF.
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Figura 1.14: A) Fuerza maxima y B) distancia de ruptura de zapallitos control y tratados con MeJa (1
mmol L) almacenados por 0, 14 y 21 dias a 0 °C y luego transferidos a 20 °C por 4 dias (“+4”). Letras

distintas indican diferencias en un test de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.

j. Color

A lo largo del almacenamiento se observo tanto en frutos control como para los
asperjados con MeJa una ligera decoloracion superficial (cambio desde tonos verde
oscuros a verdes mas claros) registrada en un aumento de la luminosidad (L*). A su

vez, se observo un leve corrimiento de H (tono) y un aumento de cromaticidad (C*) en
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las dos primeras semanas de almacenamiento (Tabla 1.1). Aunque en algunos estudios
previos en manzana y mango el MeJa promovio el desarrollo del color (Fan er al.,
1998; Lalel er al, 2003) en zapallito no se observaron cambios marcados en

comparacion a los frutos sin tratamiento.

Tabla 1.1: Color (L* Hy C%*) de zapallitos control y tratados con MeJa, almacenados por 0, 14y 21
dias a 0 °Cy luego transferidos a 20 °C por 4 dias (“+4 7). Letras distintas indican diferencias en un test

de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.

Régimen de almacenamiento
Tratamiento

0 14 14+4 21 21+4

Luminosidad Control 40,3%  43,7°° 453* 449"° nd

@L*) MeJa 4037 442™ 4345 450 nd

2

Control 1229* 1189 118,7° 1182° nd
Tono (H)

MeJa 1229* 1192° 1194° 1184> nd

Cromaticidad Control 278 334 328" 338 nd

2 2 2

(C*) MelJa 2785 345 312° 33,77 nd

nd: No determinado.

k. Acidez, azucares y fenoles totales

La acidez no mostré cambios significativos durante el almacenamiento a 0 °C ni
entre tratamientos (Tabla 1.2). Al transferir los frutos a 20 °C por 4 dias de detectd una
disminucion del tenor de azicares totales y un aumento de la acidez, ambas cosas
debidas probablemente al avanzado deterioro fisioldgico de los frutos. Esto ultimo
difiere de lo reportado en frambuesas en las que desacelerd la pérdida de &cidos

organicos durante el almacenamiento (Wang, 2003).
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La tendencia general observada en el contenido de fenoles totales mostro una
disminucion a lo largo del almacenamiento. El tratamiento con MeJa no generd grandes
cambios respecto del control. Siboza er al. (2012) encontraron una disminucion del
contenido de fenoles en limones almacenados a temperaturas de DF y sugirieron que el
consumo de estos metabolitos podria deberse a su utilizacion para contrarrestar el dafio
ocasionado por el desorden fisiologico. Los resultados en zapallito coinciden con lo
reportado por Mirdehghan y Ghotbi (2014) en frutos de granada tratados con JA y
almacenados a temperaturas de DF (1,5+0,5 °C) quienes no registraron diferencias en la

concentracion de fenoles respecto del control.

Tabla 1.2: Acidez, contenido de aziicares totales y fenoles totales de zapallitos control y tratados con
MeJa, almacenados por 0, 14 v 21 dias a 0 °C y luego transferidos a 20 °C por 4 dias (“+4”). Letras

distintas indican diferencias en un test de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.

Régimen de almacenamiento

Tratamiento
0 14 1444 21 21+4
Acidez Control 8.9 74° 10,1° 69% 14,3°
(mmol kg?) MelJa 8.1%% 0° 95% 75bde 13ga

Azucares totales Control 25% 27 17% 19¢ 16%

(gkgh) MelJa 24° 25 16 12¢ 13

Fenoles totales Control 469°  466° 288 260" 332"

(mg kg™) MelJa 440 403* 263% 286°% 309"

1.3. CONCLUSIONES

En el presente capitulo se realizo una caracterizacion del proceso de desarrollo de
frutos de zapallito redondo. Asi se determiné el patron de crecimiento y respiracion, se

cuantificaron los niveles de solidos, pigmentos, acidos, azicares y antioxidantes
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fenolicos y los cambios en propiedades fisicas de importancia en la calidad como el
color y la textura, informacion que no se encontraba sistematizada.

Por otra parte dado que el MeJa habia sido descrito en la literatura como un
compuesto capaz de aliviar los dafios por frio en otras especies se evaluo su eficacia en
zapallito de tronco ya que este desorden fisiologico es un factor importante en el
deterioro de frutos almacenados. Los resultados mostraron que si bien los tratamientos
provocan cierta reduccion de la incidencia del DF, ésta es limitada y se observa a
periodos de almacenamiento muy prolongados. Por lo tanto, el uso de este compuesto
seria una practica recomendable para poder almacenar frutos de zapallito a temperaturas
inmediatamente superiores a su punto de congelacion como se recomienda en otros
frutos. La aplicacion de MeJa 1 mM redujo marcadamente la deshidratacion tanto luego
del almacenamiento continuo a 0 °C como finalizado el periodo de vida de estante a 20
°C. Resultaria de interés realizar futuros estudios afin de determinar el mecanismo por
el cual se ve reducida la pérdida de agua en los frutos asperjados con la hormona. Mas
alla de esto, el MeJa en zapallito no mostré efectos benéficos en la modulacion de la
TR, en el mantenimiento de la textura, color u otros atributos de calidad. Finalmente, el
hecho de que el MeJa sea muy efectivo en zapallitos zucchini en la reduccion del DF y
no redunde en marcados beneficios en zapallito redondo, muestra que ambos frutos
inmaduros, que normalmente se agrupan a la hora de definir las recomendaciones de
manejo post-cosecha poseen respuestas muy diferentes. Por tanto sus similitudes
fisiologicas y las estrategias tecnoldgicas durante la post-cosecha deben interpretarse y

definirse con cautela y en forma independiente para cada sistema.
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Uso de tratamientos con 1I-
metilciclopropeno (1-MCP) para controlar

el dario por frio (DF) y mantener la

calidad de zapallito
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2.1. INTRODUCCION

El etileno es una de las hormonas vegetales mas trascendentes en el desarrollo de
frutos (Kader, 1985; Abeles et al., 1992; Barry ef al., 2001). Su accion mas importante
se asocia con la regulacion de la maduracion en frutos climatéricos y con la induccion
de algunos procesos catabdlicos como la degradacion de clorofilas (Leliévre er al.,
1997; Saltveit, 1999). Es una herramienta de gran utilidad en el manejo post-cosecha de
los frutos puesto que su aplicacion en condiciones controladas puede ser empleada para
acelerar cambios deseables en algunos productos (Abeles er al, 1992; Wien, 1997;
Kader, 2002). Asi, este compuesto se emplea comercialmente (en forma directa o a
través de su generacion por descomposicion de otros metabolitos) para promover la
maduracion de bananas y otros frutos asi como para provocar el desverdizado de la piel
de citricos (Kays y Beaudry, 1987; Kader, 2007).

Mas alla de los efectos generales mencionados, el rol de esta hormona puede
mostrar algunas diferencias dependiendo del producto considerado. Si bien en algunas
especies de Cucurbitaceas como melon y sandia el rol del etileno es indiscutido
(Golding er al., 1998; Saftner ef al., 2007; Pech ef al., 2008), en especies con frutos
cosechados en forma inmadura como pepino o zapallito su importancia no se ha
estudiado en detalle. 4 priori podria pensarse que por ser estos productos no
climatéricos y por cosecharse en forma temprana de su ontogenia, la participacion del
etileno podria ser limitada. De todos modos, en un estudio realizado en pepino se

mostro que el etileno estaba implicado en el deterioro del fruto (Hurr ef al., 2010).
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2.1.1. Control de los efectos desencadenados por el etileno

En ciertos casos la presencia del etileno puede ser indeseable por lo que se debe
recurrir a diferentes estrategias de control (Kader, 1986; Saltveit, 1999). Las
alternativas para proteger a los productos fruti-horticolas contra el etileno pueden

ubicarse dentro de tres grupos:

a. Evasion

El etileno ambiental puede ser producido tanto de forma biolégica como no
biologica. Las fuentes no biologicas pueden ser la combustion incompleta de
hidrocarburos y la quema de desechos agricolas (Kader, 2002). Las estrategias para
evitar la produccion biologica de etileno incluyen minimizar los golpes y el tiempo
hasta la comercializacion (Abeles ef al., 1992), la eliminacion de restos de cosecha y de

frutos danados (Saltveit, 1999).

b. Remocion

Una de las formas mas efectivas y economicas es realizar una ventilacion
apropiada de la atmosfera circundante al producto (Saltveit, 1999). Otra alternativa es el
uso de generadores de ozono para oxidar al etileno. En frutos envasados se pueden
utilizar diferentes compuestos capaces de adsorber al etileno, como el carbon activado,
bentonita, silica gel, celite, vermiculita, perlita y 6xidos de aluminio (Kader, 2002). En
ciertos casos, los adsorbentes se combinan con otros compuestos capaces de oxidar el

etileno, como KMnO, (Kader, 2007).
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c. Inhibicion

La inhibicion de la accion del etileno puede ocurrir a nivel de su biosintesis o de
su accion (Abeles er al., 1992). La refrigeracion afecta ambos procesos. Con respecto a
las atmosferas modificadas y controladas, si bien el CO; es un inhibidor de la accion del
etileno (inhibidor competitivo a nivel de los receptores) ademas puede disminuir la

biosintesis (Kader, 2002).

-Inhibicion de la sintesis de etileno

La aminoetoxivinilglicina y el dcido aminooxiacético bloquean especificamente la
sintesis del precursor directo del etileno mediante la inhibicion de una de las enzimas de
la ruta biosintética (ACC sintasa). El ion Co>* bloquea la conversion del ACC a etileno

inhibiendo la enzima ACC oxidasa.

-Inhibicion de la accion del etileno

Existen algunos compuestos quimicos capaces de inhibir la accion del etileno,
como el tiosulfato de plata, el norbornadieno, el diazociclopentadieno y el 1-

metilciclopropeno.

Tiosulfato de plata: A mediados de la década del *70 Beyer en DuPont descubrid

que los iones plata en bajas concentraciones podian inhibir la accion del etileno (Beyer,
1976). Se considera que la plata reemplazaria al cobre en el receptor de etileno
afectando su funcion. A pesar de esto, la aplicacion de este compuesto se limita a flores

debido a que por su toxicidad no se puede utilizar en alimentos.
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Norbornadieno: El 2,5-norbornadieno posee la ventaja de ser mas especifico que

la plata, pero para ejercer su accidn, se requiere la exposicion continua. Ademas, es
toxico y posee olor desagradable (Robbins er al., 1985; Sisler y Serek, 1999). Puede

aplicarse en flores pero no en alimentos.

Diazociclopentadieno (DACP): El DACP es otro inhibidor pero también con uso
comercial restringido debido a que cuando se concentra es explosivo y que para ser
efectivo, debe someterse a la luz. Hoy se conoce que la radiacion provoca la
descomposicidn de este compuesto produciendo ciclopropenos, que son los compuestos

con capacidad mbhibitoria (Serek ef al., 1994).

1-metilciclopropeno (1-MCP): El 1-MCP es efectivo a muy bajas concentraciones

(entre 0,1 y 1 pL L") para las que no se han observado riesgos de toxicidad en humanos
ni en animales, es gaseoso, manipulable sin problemas y practicamente no tiene mal
olor o resulta indistinguible (Environmental Protection Agency, 2002). Este
compuesto fue introducido en el mercado en la ultima década y ha resultado de gran
utilidad para estudiar las respuestas al etileno e intentar inhibir aquellas de caracter
deletéreo mediadas por esta hormona (Blankenship y Dole, 2003; Sisler, 2006; Huber,
2008). El uso de 1-MCP en manzana, kiwi, tomate, platano, ciruela, caqui, palta y
melon ha sido aprobado y aceptado para el uso en mas de 34 paises, entre ellos la Union
Europea y Estados Unidos. El producto se comercializa en forma de polvo
(SmartFresh®, Rohm and Haas), donde su principio activo se encuentra asociado a una
matriz de y-ciclodextrina. A fin de realizar las aplicaciones, la muestra a tratar (frutas,
hortalizas, etc.) se confina en una atmosfera donde se libera el 1-MCP gaseoso tras la
disolucion con agua del polvo y se deja actuar entre 12 a 18 horas (Blankenship y Dole,
2003).

Uno de los factores que mas influyen sobre el efecto del 1-MCP es el estado de
madurez. Cuando las aplicaciones se realizan en estados tempranos, el efecto del 1-

MCP observado es claramente mayor. En la medida que los tratamientos se retrasan,
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hay un consecuente menor efecto debido a numerosos procesos vinculados a la
maduracion que ya se han iniciado (Watkins, 2006). En aplicaciones muy tempranas, la
detencion de la maduracion podria ser tan marcada que perderia sentido la aplicacion
desde una perspectiva comercial debido a que los productos requeririan excesivo tiempo
para alcanzar la madurez optima de consumo o tal vez nunca la alcanzarian.

Logicamente es de esperar que el 1-MCP sea mas efectivo en frutos climatéricos
frutos en los cuales el etileno cumple un rol muy importante a nivel fisioldgico. De
todos modos, es importante destacar que en algunos frutos no climatéricos ha mostrado
ser un producto efectivo. Selvarajah er al (2001) mostraron una reduccion del
pardeamiento en anana tratada con 1-MCP y por otro lado Massolo ef al, (2011)
mostraron que en berenjenas el tratamiento con 1-MCP previo al almacenamiento a 10
°C retrasaba la senescencia de caliz y el pardeamiento de la pulpa.

Dado que en ciertos casos, se ha demostrado que el etileno se encuentra involucrado
en la aparicion de algunos sintomas de dafo por frio (Concellon er al, 2005), la
utilizaciéon de inhibidores como el 1-MCP ha resultado efectiva para su control. En
palta, la inhibicion de la accion del etileno reduce la decoloracion de la pulpa (Pesis er
al., 2002), mientras que en el anana se traduce en un menor pardeamiento enzimatico
del corazon (Selvarajah er al., 2001). Contrariamente, en duraznos, el dano por frio se
manifiesta por la presencia de una textura harinosa (Brummell ef al., 2004) y el etileno
ha mostrado ser efectivo en la reduccion del problema (Lurie y Crisosto, 2005). El 1-
MCP previno completamente la escaldadura superficial en manzanas almacenadas a 0
°C por 8 meses (Fan ef al.,, 1999; Shaham er al., 2003; Moggia ef al, 2010; Celikel er
al., 2010; Sabban-Amin erf al., 2011). En peras almacenadas a 1 °C durante 8 meses la
aplicacion de 1-MCP disminuyo la tasa respiratoria, la produccion de etileno y la
incidencia de escaldaduras superficiales (Argenta ef al., 2003).

En algunas Cucurbitdceas, el 1-MCP también ha sido evaluado. Este regulador ha
sido eficaz en el retraso del ablandamiento, en la disminucion de la pérdida de

electrolitos, y en el retraso de la maduracion en melon reticulado y sandia (Ergun ef al.,
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2005; Mao ef al., 2004). En Cucurbitaceas no climatéricas como pepino se ha descrito
que el tratamiento con 1-MCP favorece en parte la retencion de la firmeza (Lima ef al.,
2005). En zapallitos no se conoce el rol del etileno en el proceso de desarrollo ni en el
comportamiento post-cosecha. Tampoco se ha determinado qué efecto podria tener su
inhibicion. En ese sentido, en el presente capitulo se estudio la influencia de los
tratamientos con 1-MCP sobre la calidad de zapallito refrigerado. Por otra parte, se

evalué la potencialidad de los tratamientos como estrategia para reducir el dario por

frio.
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2.2. RESULTADOS Y DISCUSION

PARTE A. EFECTO DEL 1-MCP SOBRE EL DANO POR FRIO Y LA CALIDAD DE

FRUTOS ALMACENADOS 4 0 °C

a. Indice de dafio por frio

Los sintomas mas importantes de deterioro observados en zapallitos almacenados
a 0 °C fueron depresiones superficiales (Figura 2.1 A), exudado, ablandamiento y
amarilleamiento. Los primeros sintomas de DF se manifestaron luego de 10 dias de
almacenamiento a 0 °C aunque se conoce que la irreversibilidad al dafo por frio ocurre
a nivel celular antes que la aparicion de sintomas visibles (Balandran-Quintana ef al.,
2003).

El DF se incremento luego de 10 dias a 0 °C y 2 dias a 20 °C. A los 19 dias a 0 °C
los zapallitos tratados con 1-MCP mostraron menor deterioro por frio que los frutos
control, siendo esta diferencia ain mas marcada (Figura 2.1 B). En zapallitos zucchini
se han ensayado varias estrategias para controlar el DF. Entre ellas se han evaluado los
acondicionamientos térmicos, tratamientos térmicos de alta temperatura y tratamientos
con altas concentraciones de CO, previos a la refrigeracion (Wang, 1995, 1996;
Serrano ef al., 1998). De todos modos, a pesar de que los resultados fueron descritos a
nivel experimental como promisorios, no se han difundido a nivel comercial
probablemente por su elevada relacion costo/beneficio.

Los mecanismos involucrados en el desarrollo del dafio por frio en zapallito no se
conocen en detalle. En otros frutos la exposicion al etileno incrementa la el problema
(Selvarajah er al., 2001; Pesis ef al., 2002; Candan, ef al, 2008) sugiriendo un rol de

esta hormona en el proceso. Por otra parte, las plantas sujetas al DF muestran en
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muchos casos un aumento de la produccion de etileno. A pesar de esto, en frutos citricos
y de carozo el DF se vio retrasado tratando a los frutos con etileno (Lafuente ef al,
2004; Dong et al., 2001). En ese sentido el rol del etileno en el DF parece complejo y
no se encuentra aun inequivocamente determinado. Los tratamientos con 1-MCP
recientemente han logrado reducir el DF en algunos frutos (Hershkovitz er al., 2005;
Singh y Pala, 2008; Cao ef al., 2009). De manera similar, los resultados hallados en el
presente trabajo muestran que la inhibicion de las respuestas al etileno por el 1-MCP

reducen en forma significativa las manifestaciones de dafio por frio en zapallitos.
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Figura 2.1: A) Picado superficial de zapallitos control y tratados con I1-MCP (I uL L, 12 h)
almacenados por 19 dias a 0 °C. B) Dafio por frio de zapallitos control y tratados con 1-MCP (I uL L™,
12 h) almacenados por 0, 10 v 19 dias a 0 °C y luego transferidos a 20 °C por 2 dias (“+27). Letras

distintas indican diferencias en un test de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.
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b. Color

Durante los dias iniciales de almacenamiento se registro una reduccion de la
luminosidad superficial de los frutos (L *). Posteriormente se observo un incremento en
los frutos control, lo cual se asocid con el amarilleamiento de la piel y la degradacion de
clorofila (Figura 2.2 A). El valor Hue mostré una reduccion tanto en los frutos control
como en tratados a los 10 dias de almacenamiento, pero luego de transferir a 20 °C
disminuy6 mas rapidamente en zapallitos sin tratamientos (Figura 2.2 B). A los 19 o
19+2 dias de almacenamiento, los frutos tratados con 1-MCP se mantuvieron mas
verdes que los frutos control. La cromaticidad (Figura 2.2 C) se increment6 durante los
primeros dias de almacenamiento en forma marcada. Luego de 10+2 o 19+2 los frutos

tratados con 1-MCP mantuvieron niveles menores de saturacion del color.
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Figura 2.2: A) Luminosidad (L*), B) tono (Hue, H) v C) cromaticidad (C*) de zapallitos control y
tratados con 1-MCP (1 uL L™, 12 h) almacenados por 0, 10y 19 dias a 0 °C y luego transferidos a 20 °C
por 2 dias (“+2”). Letras distintas indican diferencias en un test de Fisher con un nivel de significancia

de P < 0,05.
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c. Tasa respiratoria y pérdida de peso

Es bien conocido que el etileno esta implicado en la variacion de la TR de frutos
climatéricos (Abdi ef al., 1998; Fan y Mattheis, 1999a,b; Dong ef al., 2002; Jeong ef
al., 2002). De todos modos, en frutos no climatéricos el etileno también afecta la tasa
respiratoria. Asi, tratamientos con 1-MCP en frutilla y calafate redujeron la TR (Tian er
al., 2000; Rodoni ef al., 2014). Los zapallitos tratados con 1-MCP también mostraron
una menor TR respecto del control, al igual que otros trabajos en diferentes frutos no
climatéricos, luego de 10 y 10+2 dias a 0 °C (Figura 2.3 A). Posteriormente no se
detectaron diferencias significativas entre tratamientos. La inhibicion de la accion del
etileno redujo la pérdida de peso luego de 10, 10+2 o 19 dias de almacenamiento a 0 °C
(Figura 2.3 B). Estos resultados son consistentes con el menor dafio observado en los

frutos sometidos al tratamiento con 1-MCP.
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Figura 2.3: A) Tasa respiratoria v B) pérdida de peso de zapallitos control y tratados con 1-MCP (I uL
L7, 12 h) almacenados por 0, 10 y 19 dias a 0 °C y luego transferidos a 20 °C por 2 dias (“+2”). Letras

distintas indican diferencias en un test de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.

d. Firmeza

La resistencia a la penetracion no mostré cambios muy marcados durante los
primeros dias de almacenamiento a 0 °C. Luego de las dos transferencias a 20 °C se
observd una rapida pérdida de firmeza en los frutos control, pero no se detectaron
cambios en los tratados con 1-MCP (Figura 2.4 A). Con respecto a la distancia a la

ruptura, en los ensayos de compresion hasta el dia 19 inclusive no se detectaron
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diferencias significativas entre el control y los frutos tratados, pero luego de la ultima
salida de camara (19+2) se observd un marcado incremento en los zapallitos sin

tratamiento (Figura 2.4 B).
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Figura 2.4: A) Resistencia a la penetracion (N mm™) y B) distancia a la ruptura (mm) de zapallitos
control y tratados con 1-MCP (1 uL L, 12 h) almacenados por 0, 10 y 19 dias a 0 °C y luego
transferidos a 20 °C por 2 dias (“+27). Letras distintas indican diferencias en un test de Fisher con un

nivel de significancia de P < 0,05.

En paltas almacenadas a 5 °C, la aplicacion de 1-MCP también retraso la pérdida
de firmeza (Hershkovitz er al., 2005). Sin embargo, luego de 3,5 semanas a 5 °C tanto

los frutos control como los tratados con 1-MCP se ablandaron. En el presente estudio,
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los tratamientos con 1-MCP mantuvieron practicamente su firmeza inicial, incluso
después del almacenamiento a 20 °C. Estos resultados sugieren que el ablandamiento de
los zapallitos en condiciones de DF es altamente dependiente de etileno y que por tanto

el proceso puede ser inhibido con tratamientos con 1-MCP al momento de cosecha.

e. Acidez, azicares y fenoles totales

Los cambios en el contenido de azicares y fenoles totales entre tratamientos o
durante el almacenamiento no fueron marcados (Tabla 2.1). Luego de 19+2 d la acidez
fue mayor en los frutos control probablemente como consecuencia de reacciones de

fermentacion asociadas con la disrupcion de los tejidos.

Tabla 2.1. Acidez, aziicares y fenoles totales de zapallitos control y tratados con 1-MCP (1 uL L, 12 h)
almacenados por 0, 10y 19 dias a 0 °C con subsiguiente transferencia a 20 °C por 2 dias (“+2”). Letras

distintas indican diferencias en un test de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.

Régimen de almacenamiento

0 10 10+2 19 19+2

Acidez Control 11,6 6,7° 10,6 78> 1442

(mmolkg’)  1-MCP 104> 91> 10,7 6,5 10,1%

Azucares totales Control 29? 26% 28% 272 28%

(g kg™ 1-MCP 29 29 28  30° 26°

Fenoles totales Control 380° 371¢  434® 392° 4352

(mg kg™) 1-MCP 392° 409%™ 434* 420%™ 403%°
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PARTE B. EFECIODEL I-MCP SOBRE LA CALIDAD DE FRUIOS

ALMACENADOS 4 10 °C

f. Indice de deterioro (ID)

Para determinar el rol del etileno en zapallito en condiciones no predisponentes
del DF, se evalud la calidad de los frutos control y tratados durante el almacenamiento a
10 °C y a su vez luego de transferirlos a 20 °C por 2 dias para simular la vida de estante.
Como puede observarse, luego de 14+2 dias, el grupo tratado con 1-MCP mostro
apariencia marcadamente superior que el grupo control (Figura 2.5 A). E1 ID se calculo
en base a la clorosis superficial, la deshidratacion, el ablandamiento y el ataque de
hongos. Los frutos tratados con 1-MCP mostraron un ID mas bajo que el control tanto

durante el almacenamiento a 10 °C como a 20 °C por 2 dias (Figura 2.5 B).
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Figura 2.5: A) Apariencia de zapallitos control y tratados con 1-MCP luego de 14 dias a 10 °C'y 2 dias a
20 °C y B) indice de deterioro de zapallitos control y tratados con 1-MCP (1 uL L, 12 h) almacenados
por 0, 7y 14 dias a 10 °C y luego transferidos a 20 °C por 2 dias (“+2”). Letras distintas indican

diferencias en un test de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.
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g. Color

La luminosidad (L*) disminuy¢ inicialmente pero con posterioridad se incremento
conforme el color de los frutos se torné mas claro. Luego de 7 o 14 dias a 10 °C, los
frutos tratados con 1-MCP mantuvieron valores de L* inferiores (Figura 2.6 A). La
misma tendencia se observo luego de la transferencia a 20 °C por 2 dias. El Hue se
increment6 de 121 a cerca de 124 en frutos tratados con 1-MCP luego de 1 semana a 10
°C, disminuyendo posteriormente (Figura 2.6 B). Los frutos control no mostraron
incrementos en los valores de Hue durante la primera semana de almacenamiento y
luego de 7 o 14 dias a 10 °C exhibieron un mayor amarilleamiento que los frutos
tratados con 1-MCP. Los valores de cromaticidad (Figura 2.6 C) no mostraron grandes
variaciones ni diferencias marcadas entre tratamientos en el almacenamiento. Trabajos
previos mostraron que el 1-MCP previene la pérdida de color en vegetales verdes al
retardar la senescencia (Watkins, 2006). La degradacion de clorofilas ha demostrado
ser dependiente del etileno en melon y en banana (Pech er al., 2008; Golding ef al.,
1998). Los resultados sugieren que la inhibicion de la accion del etileno es también de

utilidad para reducir la pérdida de color en zapallitos almacenados.
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Figura 2.6: A) Luminosidad (L*) y B) tono (Hue, H) y C) cromaticidad (C*) de zapallitos control y
tratados con 1-MCP (1 uL L, 12 h) almacenados por 0, 7 y 14 dias a 10 °C y luego transferidos a 20 °C
por 2 dias (“+2”). Letras distintas indican diferencias en un test de Fisher con un nivel de significancia

de P < 0,05.
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h. Firmeza

La resistencia a la penetracion se redujo de 4,5 a cerca de 1,5 N en los frutos
control durante el almacenamiento mientras que en los tratados con 1-MCP no mostro
variaciones aun luego de la transferencia a 20 °C (Figura 2.7 A). La distancia a la
ruptura del tejido se fue incrementando a medida que los frutos se ablandaron. Tanto a
los 7 y 14 d a 10 °C como luego de transferir los frutos a 20 °C, la distancia a la ruptura
resultd ser mas baja en frutos con 1-MCP, confirmando un marcado retraso en el
ablandamiento (Figura 2.7 B). La pérdida de firmeza en Cucurbitdceas climatéricas
como meldn ha mostrado poseer componentes dependientes e independientes de etileno
(Pech er al., 2008). Los resultados de este capitulo sugieren que en zapallitos el etileno
estuvo implicado al menos en parte en los cambios de firmeza, aunque se trate de frutos
no climatéricos. La evaluacion del efecto directo del etileno sobre el ablandamiento de
zapallitos seria necesaria para respaldar estos resultados. Bennett y Lavabitch (2008)
estudiaron la influencia de la accion del etileno sobre la firmeza de frutos climatéricos,
mediada por la regulacion de la accion de proteinas de modificacion de pared celular
sobre los polisacaridos que la componen. Aunque estos autores encontraron que los
genes que codifican para dichas enzimas no solo se encuentran regulados por el etileno,
es conocido que esta hormona se encuentra fuertemente implicada en la pérdida de
firmeza durante la maduracion de frutos tanto climatéricos como en algunos no
climatéricos. La retencion de una mayor firmeza en frutos de zapallito tratados podria
ser el resultado de una actividad reducida de las enzimas de degradacion de pared
celular, como se ha mostrado en otros frutos expuestos al 1-MCP (Blankenship y Dole,

2003).
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Figura 2.7: 4) Resistencia a la penetracién (N mm™) y B) distancia a la ruptura (mm) de zapallitos
control v tratados con 1-MCP (I uL L, 12 h) almacenados por 0, 7 v 14 dias a 10 °C y luego
transferidos a 20 °C por 2 dias (“+27). Letras distintas indican diferencias en un test de Fisher con un

nivel de significancia de P < 0,05.

i. Tasa respiratoria y pérdida de peso

Durante la primera semana de almacenamiento a 10 °C se detecté una reduccion
en la TR conforme a un comportamiento no climatérico. Los zapallitos tratados con 1-
MCP exhibieron en general menor TR que el control siendo estadisticamente

significativa luego de 2 dias a 20 °C (Figura 2.8 A).
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Debido a la piel delicada y al incompleto desarrollo de la cuticula, los zapallitos
son susceptibles a la deshidratacion (Suslow y Cantwell, 2013a,c). La pérdida de peso
aumento durante el almacenamiento tanto en frutos control como en tratados. Sin
embargo, la exposicion al 1-MCP retraso la pérdida de peso al final del almacenamiento

(14+2) (Figura 2.8 B).
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Figura 2.8: A) Tasa respiratoria v B) pérdida de peso de zapallitos control y tratados con 1-MCP (I uL
L, 12 h) almacenados por 0, 7 v 14 dias a 10 °C y luego transferidos a 20 °C por 2 dias (“+2”). Letras

distintas indican diferencias en un test de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.
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j. Acidez, azucares y fenoles totales

Los cambios en acidos, azucares y fenoles se midieron para evaluar si los
tratamientos generaban cambios en los atributos relacionados con el sabor y el valor
nutricional. En la primera semana de almacenamiento, hubo un incremento en la acidez
de frutos control, mientras que no se detectaron modificaciones en frutos tratados
(Tabla 2.2). Los frutos control fueron mas acidos que los tratados luego de 14 y 14+2
dias de almacenamiento. Esto, al igual que se describio en el capitulo anterior podria
atribuirse a reacciones fermentativas asociadas al crecimiento microbiano exacerbado
tras un dafio severo del fruto. La acidez de frutos con 1-MCP se mantuvo constante a lo
largo de todo 1 almacenamiento. El contenido de aziicares fue cercano a 40 g kg™ y no
mostré importantes variaciones durante el almacenamiento entre zapallitos control y
tratados con 1-MCP (Tabla 2.2). En otras Cucurbitaceas como el melon reticulado, mas
alla de su tipico comportamiento climatérico, se ha mostrado que la acumulacion de
azucar es independiente del etileno (Pech ef al, 2008). El nivel de fenoles totales no se

vio afectado por el tratamiento con 1-MCP (Tabla 2.2).

Tabla 2.2. Acidez, aziicares v fenoles totales de zapallitos control y tratados con 1-MCP (1 uL L, 12 h)
almacenados por 0, 7y 14 dias a 10 °C con subsiguiente transferencia a 20 °C por 2 dias (“+2”). Letras

distintas indican diferencias en un test de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.

Régimen de almacenamiento

0 0+2 7 7+2 14 14+2

Acidez Control 128° 140° 17,6 172 168" 19,6

(mmolkg?) 1-MCP 154> 144> 159° 141° 133 14,6

2

Azicares Control 43  43°  42° 43" 48  42°

(gkg) 1-MCP  46™  45°  45® 43  47°  40°

Fenoles totales Control S511°  545°  697° 539 530%™ 534

(mg kg™) 1-MCP 604 576 599 572° 612° 552%™
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En general, los resultados muestran que la exposicion al 1-MCP no genero
cambios importantes en fenoles totales y azicares y que retraso cambios negativos, tales

como la acidificacion y pérdida excesiva de firmeza.

2.3. CONCLUSIONES

Los resultados de este capitulo sugieren que el etileno estd implicado en la
pérdida de calidad de zapallitos. El uso del 1-MCP retras6 el deterioro, el
ablandamiento y el amarilleamiento sin generar cambios negativos en el contenido de
azucares, de fenoles totales y de acidos. Los tratamientos no eliminaron el dano por frio
en frutos almacenados a 0 °C pero claramente mejoraron su tolerancia a este desorden
fisiologico. La exposicion al 1-MCP redujo el picado superficial, la pérdida de peso, el
amarilleamiento y el ablandamiento. En sintesis, los resultados muestran que los
tratamientos con 1-MCP resultan de utilidad para complementar los efectos

beneficiosos de la refrigeracion de zapallitos.
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CAPITULO 3

Efecto de tratamientos con la citoquinina

N’-bencilaminopurina sobre la calidad de

zapallito refrigerado
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3.1. INTRODUCCION

Las citoquininas son un grupo de hormonas vegetales derivadas de la adenina que
promueven la division y la diferenciacion celular biotico (Gan y Amasino, 1996; ). Si
bien los procesos mencionados no son controlados de manera exclusiva por las
citoquininas, éstas poseen un rol central en su regulacion. Las citoquininas poseen
participacion en otros procesos vegetales tales como el desarrollo de cloroplastos, la
diferenciaciéon vascular, la senescencia foliar, y la respuesta a condiciones de estrés
(Argueso ef al., 2010).

Las citoquininas se sintetizan en diferentes tejidos vegetales: tallos, raices, hojas,
flores, frutos o semillas, aunque se acepta generalmente que es en las raices donde se
producen en forma predominante. Comunmente se hallan en concentraciones a las
restantes fito-hormonas (Davies, 1995). Regularmente, existe una mayor produccion de
citoquininas en sitios y momentos en los que tienen lugar la division y/o diferenciacion
celular , sea porque se requieren para inducir estos procesos o porque las nuevas células
las sintetizan en mayores cantidades(Argueso ef al., 2010). En general se encuentran en
meristemas, frutos en maduracion y raices en desarrollo (Davies, 1995)

Las citoquininas han sido utilizadas a nivel productivo mayoritariamente en forma
previa a la cosecha de los frutos (Famiani ef al., 1999). Se han empleado como agentes
de raleo (Petri er al, 2006; Dal Cin ef al., 2007; Schroder ef al., 2012). También se ha
reportado que la aspersion de un analogo de las mismas, el CPPU (1-(2-cloro-piridil)-3-
fenilurea) en pre-cosecha permite incrementar el tamafio de frutos (Nickell, 1986;
Ogata ef al., 1988). En otro estudio, la aspersion con CPPU indujo el desarrollo de
tomates partenocarpicos (Ding er al., 2013). Por ofra parte, se ha demostrado un retraso
del pardeamiento del raquis de uva tanto mediante la aplicacion de CPPU (Raban ef al.,
2013) como de N°®-bencilaminopurina ‘BAP’ (Balic ef al., 2012) en pre-cosecha. Por

ultimo, Beno-Moualem ef al. (2001) demostraron que el uso de BAP en plantas de
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palta disminuyo el porcentaje de frutos con ataque de hongos (cerca de un 20% tras 2
semanas de cosecha).

Aunque las citoquininas forman parte de la lista de bio-pesticidas aprobados por la
Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (US-EPA) el numero de
estudios que evaluan sus efectos en la maduracion, senescencia y desordenes durante el
almacenamiento de frutos es limitado. La aplicacion de la citoquinina sintética BAP
redujo la expresion de genes de degradacion de clorofila en brocoli (Gomez-Lobato er
al., 2012) y retraso el desensamblaje de los cloroplastos y el amarilleamiento de las
hojas e inflorescencias (Costa ef al., 2006; Zhang ef al., 2011).

Llamativamente, la evidencia directa respecto del papel de las citoquininas en la
maduracion y senescencia de los frutos es escasa. Los mutantes del tomate r»in tienen
mayores contenidos de citoquininas que los frutos de maduracion normal (McAtee er
al., 2013). El contenido de citoquininas en mango, uva y naranja disminuye antes de la
maduracion (Chen, 1983; Minana ef al., 1989; Bottcher ef al., 2011). En contraste, en
kiwi las citoquininas incrementan abruptamente durante el desarrollo (Pilkington ef al.,
2013). Algunos estudios han mostrado que las citoquininas pueden afectar los niveles de
azucares y acidez en frutos. De todos modos, dado que estos resultados provienen de
ensayos en los que la aplicacion se realizo en pre-cosecha, los efectos en la calidad de
los frutos podrian deberse a modificaciones en el balance fuente-destino inducidas a
nivel de planta. S6lo unos pocos estudios han evaluado el efecto de tratamientos con
citoquininas en post-cosecha sobre la calidad de frutos. Los resultados descriptos en la
literatura muestran grandes variaciones dependiendo de la especie considerada. En
frutos de litchi, las aplicaciones de BAP en post-cosecha redujeron la tasa metabolica y
retrasaron la maduracion (Jiang y Fu, 1998), mientras que en aceitunas verdes
tratamientos similares indujeron la respiracion y un acelerado desarrollo de color
(Tsantili er al, 2002). El rol de las citoquininas en la regulacion de la maduracion es
practicamente desconocido. Con respecto a su utilizacion en frutos cosechados en

estados inmaduros practicamente no hay reportes hasta la fecha. Un estudio reciente
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mostré que BAP podria resultar de utilidad para reducir la degradacion de clorofila en
pepino (Chen y Yang, 2013). En el presente capitulo se evalué el efecto de
tratamientos con citoquininas (BAP) sobre la calidad y el metabolismo de pared celular

de zapallitos refrigerados.
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3.2. RESULTADOS Y DISCUSION

a. Indice de deterioro, pérdida de peso y tasa respiratoria

Un estudio reportado por Wang (1996) indico que los zapallitos zucchini son
altamente sensibles al dano por frio. El almacenamiento a 0 °C (Capitulo 3) resulto en
dano severo del fruto por lo que temperaturas cercanas a 10 °C han sido empleadas para
evitar este desorden (Balandran-Quintana er al, 2002). Muchos de los trabajos
publicados han sido llevados a cabo utilizando zapallitos zucchini los cuales son
particularmente susceptibles al frio. Wang (1996) demostré que el almacenamiento a 5
°C tan solo durante 4 dias resultdé en un deterioro severo. En confraste, en el presente
trabajo sélo hubo una leve incidencia de DF luego de 25 dias de almacenamiento
(Figura 3.1 A), en tal sentido la temperatura optima de almacenamiento debiera ser 5
°C en lugar de 10 °C como se ha informado en la literatura.

Los tratamientos con BAP fueron efectivos para disminuir el deterioro. El
porcentaje de frutos atacados fue del 17 y del 2% para los frutos control y tratados con
BAP respectivamente al final del ensayo (datos no mostrados). Luego de 13 dias a 5 °C
el ID (Figura 3.1 B) alcanzo valores de 0.4 y 0,05 en frutos control y tratados con
citoquininas respectivamente. A los 25 dias los frutos tratados con citoquininas
mostraron un ID similar que el control al dia 13. Para las salidas de camara de 13 y 25
dias a 5 °C con 2 dias a 20 °C en cada caso (13+2 y 25+2 respectivamente) los frutos
tratados con BAP también se mostraron marcadamente menos deteriorados que los
controles respectivos.

La pérdida de peso durante el almacenamiento fue también marcadamente

reducida como consecuencia de los tratamientos con BAP. A los 13 dias ya se observo
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menor deshidratacion. Luego de 25+2 dias, la pérdida de peso fue de 5,2 y 3,9% en
frutos controles y tratados respectivamente (Figura 3.1 C).

Hasta los 13+2 dias de almacenamiento y de acuerdo al comportamiento no
climatérico, la TR tanto del grupo control como del tratado disminuyo. Posteriormente
la produccion de CO; se incrementd en ambos grupos de frutos (Figura 3.1 D)
denotandose de esta manera la presencia de dano. Se ha descrito el aumento en la TR en

especies sensibles al dano por frio luego de un almacenamiento prolongado se ha

descrito (Wang, 1982).
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Figura 3.1: A) Apariencia, B) indice de deterioro, C) pérdida de peso v D) tasa respiratoria en zapallifos
control y asperjados con BAP (1 mmol L) almacenados por 0, 13, v 25 dias a 5 °C'y luego transferidos a
20 °C por 2 dias (“+27). Valores con letras distintas son significativamente diferentes en un test de

Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.
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b. Color superficial, acidez, aziucares y compuestos fendlicos

No se detectaron zonas amarillentas en la superficie de los frutos, aun a los 25
dias a 5 °C, sino que hubo una gradual disminucion del color verde durante el
almacenamiento y la consecuente aparicion de tonalidades mas claras. A los 13 dias la
luminosidad (L*) se incremento tanto en zapallitos control como en tratados (Figura 3.2
A) v esto se mantuvo hasta el dia 25, ya que a partir de este momento los frutos de
ambos lotes se tornaron significativamente mas claros. La disminucion del dngulo Hue
durante el almacenamiento estuvo acorde con la menor intensidad del color verde
mencionada. Los cambios en el angulo Hue fueron retrasados luego de 13+2 dias en
zapallitos tratados con BAP, pero finalmente no se observaron diferencias importantes
entre los tratamientos (Figura 3.2 B). La cromaticidad se incremento luego de los
primeros 13 dias de almacenamiento pero cayo en el tltimo dia de muestreo (Figura 3.2
(). Es de interés remarcar que a diferencia de lo que ocurre en otros organos vegetales,
como hojas y flores (Costa er al, 2006; Chen ef al., 2013), en el presente estudio los
tratamientos con BAP no contribuyeron a la retencion del color verde de los frutos de
zapallito. A su vez, en kiwi en desarrollo, se demostré que las citoquininas se
encontraban implicadas en el mantenimiento de los niveles de clorofila de la pulpa
(Pilkington er al, 2013). Aunque se conoce que en plantas las citoquininas actian
como reguladores negativos de la senescencia, se ha demostrado que la senescencia de
los frutos y de organos vegetativos no comparten todos los eventos regulatorios
(Wangstaff er al., 2009).

El contenido de fenoles solubles en etanol fue de 500 mg kg™ tanto en frutos
control como en tratados. Luego del almacenamiento durante 13 dias la concentracion
de compuestos fenolicos se incrementod en el control, permaneciendo invariable en los
zapallitos tratados con BAP (Figura 3.2 D). Un incremento superior fue detectado en
frutos sin tratar durante el almacenamiento a 20 °C. Contrariamente, el contenido de
compuestos fendlicos permanecio invariable en zapallitos asperjados con citoquininas.
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Al final del periodo de refrigeracion, los controles acumularon un 40% mas que los
frutos tratados. Aunque el origen de la acumulacion de compuestos fenolicos en los
frutos control es desconocido, el hecho de que ocurra tanto a 5 como a 20 °C indica que
no es consecuencia del dafo por frio sino una respuesta del desarrollo. Dado que en
nuestro estudio solo se estudiaron frutos cosechados es posible que sea una respuesta
por senescencia retrasada por la aplicacion de BAP. Si bien los antioxidantes
disminuyen en los ultimos estadios antes de la muerte celular se ha descrito que pueden
acumularse durante la senescencia temprana (Cavaiuolo ef al., 2013). Algunos estudios
han encontrado que el nivel de fenoles totales se incrementa marcadamente en hojas
senescentes (Kar y Mishra, 1976) y se ha reportado que el tratamiento con citoquininas

puede prevenir su acumulacion (Parthasarathy er al., 2002).
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Figura 3.2: A) Luminosidad (L*) y B) tono (Hue, H) y C) cromaticidad (C*) y D) fenoles totales de

zapallitos control y asperjados con BAP (I mmol L) almacenados por 0, 13, y 25 dias a 5 °C' y luego
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transferidos a 20 °C por 2 dias (“+27). Valores con letras distintas son significativamente diferentes en

un test de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.

La acidez no mostré grandes cambios durante el almacenamiento refrigerado. Una
tendencia al incremento fue evidente luego de la transferencia de los frutos a 20 °C,
pero no se encontraron diferencias entre tratamientos (Zabla 3.1). El contenido de
azucares resulto ser de 33 g kg™ al momento de cosecha y mostré una leve reduccion
durante el almacenamiento. Antognozzi er al. (1996) mostraron que los tratamientos
con CPPU incrementaron el contenido de azucares. Sin embargo, la citoquinina fue
aplicada a campo y en especies que acumulan almidon como el kiwi. Aqui, la aspersion
con citoquinina en post-cosecha no afectd el contenido de azucares de zapallito redondo

(Tabla 3.1).

Tabla 3.1. Acidez y aziicares en zapallitos control y asperjados con BAP (1 mmol L™) por 0, 13, y 25 dias
a 5 °Cy luego transferidos a 20 °C por 2 dias (“+2 7). Valores con lefras distintas son significativamente

diferentes en un test de Fisher con un nivel de significancia de P <0,05.

Tratamiento Régimen de almacenamiento
0 13 13+2 25 25+2
Acidez Control 7,3 9,5 13.4° 8,4 10.8°
(mmol kg?) BAP 6,59 7,4 13,6° 8,09 12,8%
Aziicares Control 34° 33 30 26° 30
(g kg?) BAP 33® 30 27% 20°% 28°%

¢. Firmeza y rendimiento de pared celular

Para caracterizar mejor el efecto de los tratamientos con BAP en zapallito,

evaluamos los cambios en la firmeza de frutos, la distancia a la ruptura y la resistencia a
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la penetracion. Los tres parametros mostraron distintos patrones durante el
almacenamiento asi como entre zapallitos control y tratados con citoquininas. La
firmeza de los frutos disminuyo significativamente luego de 13 dias de almacenamiento
a 5 °C en los controles, pero permanecié invariable en frutos asperjados con
citoquininas (Figura 3.3 A). Al final del ensayo los zapallitos tratados se mantuvieron
nuevamente mas firmes que los frutos control. La distancia a la falla mecanica del tejido
podria en estos casos proveer informacion complementaria util para caracterizar las
modificaciones en la textura. Este parametro se incremento durante el almacenamiento,
pero los zapallitos tratados con BAP mantuvieron menores valores que el control en
todos los dias de muestreo. Las diferencias encontradas en la distancia a la ruptura entre
el control y el tratado fueron relativamente mas altas que aquellas registradas en la
fuerza maxima (Figura 3.3 A y B). A su vez ésta fue mas dependiente de la temperatura
de almacenamiento que la firmeza. Finalmente, determinamos la resistencia inicial a la
compresion de frutos, para intentar emular de la mejor forma posible el testeo de la
firmeza de los frutos por parte de los consumidores al momento de compra. La
resistencia a la compresion disminuyé durante el almacenamiento y ademas en este caso
los zapallitos tratados con BAP mostraron valores mayores para todas las fechas de
muestreo (Figura 3.3 C). Beno-Moualem er al. (2001) encontraron que los
tratamientos con benciladenina retrasaron el ablandamiento en palta cv. Ettinger. Los
presentes resultados indican que las aspersiones con citoquinina pueden prevenir el
deterioro de textura en zapallito redondo. Los cambios de textura en frutos han sido
atribuidos a diferentes factores tales como la excesiva pérdida de agua y pérdida de
turgencia asi como al desmantelamiento de los polisacaridos de pared celular (Vicente
ef al., 2007a). Los efectos de BAP en el mantenimiento de la firmeza pudieron deberse
a los cambios en la susceptibilidad a la deshidratacion. En manzanas, los tratamientos
con BAP no alteraron el grosor de la cuticula, pero si afectaron la estructura epidérmica
del fruto (Stern er al, 2013). Para determinar si los cambios en la firmeza ocasionados

por los tratamientos con BAP podian estar asociados con cambios en el des-ensamblaje
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de las paredes celulares de los frutos, se extrajeron los polisacaridos insolubles en
alcohol que constituyen aquellos asociados a esta estructura celular como la celulosa,
hemicelulosa y pectinas. El RIA disminuyo durante el almacenamiento acompanando al
aumento del ablandamiento, pero no se encontraron diferencias en los contenidos de

pared totales entre los frutos control y tratados (Figura 3.3D).
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Figura 3.3: A) Firmeza, B) distancia a la ruptura, C) resistencia a la penetracion y D) residuo insolube
en alcohol (RIA) de zapallitos control y asperjados con BAP (1 mmol L) almacenados por 0, 13, y 25
dias a 5 °C y luego transferidos a 20 °C por 2 dias (“+2”). Valores con letras distintas son

significativamente diferentes en un test de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.

d. Solubilizacion de componentes de pared celular

Para comprobar si los tratamientos con BAP generaban cambios especificos en la
composicion de la pared celular, se fraccionaron los RIA mediante una extraccion

secuencial en agua, CDTA y Na,COs para segregar los grupos mayores de polisacaridos
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en base a su solubilidad. Las pectinas solubles en agua no mostraron cambios luego de
13 o 13+2 dias. Sin embargo, un gran incremento en el contenido de poliurénidos
solubles en agua (PSA) fue detectado en los zapallitos control luego de 25 dias de
almacenamiento refrigerado (Figura 3.4. A). Los acidos urdnicos solubles en agua
aumentaron durante el ultimo periodo de la vida de estante a 20 °C. Los frutos tratados
con BAP mantuvieron un menor contenido de PSA que los controles. Por otro lado, los
poliuronidos unidos idnicamente se incrementaron progresivamente durante el
almacenaje tanto de frutos control como de tratados (Figura 3.4. B). Asi como en las
fracciones de PSA, hacia el final del almacenamiento se detectaron niveles menores de
poliuronidos solubles en CDTA (PSC) en los frutos tratados con la citoquinina que en
los frutos control. Los controles no mostraron marcados cambios en el contenido de
poliuronidos solubles en carbonato de sodio (PSN) durante el almacenamiento (Figura
3.4. O). En contraposicion, los PSN aumentaron en los frutos asperjados con BAP. El
incremento de las pectinas solubles en agua y unidas ionicamente han sido descritas en
varios frutos conforme se reduce la firmeza (Brummell, 2006). Los resultados muestran
que la citoquinina retrasa la solubilizacion de acidos uronicos (AU). En varias especies
frutales el incremento en la pectina débilmente unida se ha asociado con la disminucion

concomitante de los PSN (Vicente ef al., 2007b).
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Figura 3.4: A) Pectina soluble en agua (PSA), B) pectina soluble en CDTA (PSC) y C) pectina soluble en
carbonato de Na (PSN) de zapallitos control y asperjados con BAP (1 mmol L) almacenados por 0, 13,
v 25 dias a 5 °C y luego transferidos a 20 °C por 2 dias (“+2”). Valores con letras distintas son

significativamente diferentes en un test de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.

Esta diferencia sugiere que los acidos urdnicos estan siendo principalmente
solubilizados del material de pared asociado a glicanos como la celulosa o xiloglucano
(fracciones FSK1 y FSK4 o a-celulosa). Si bien los modelos iniciales de pared

difirieron en la matriz péctica de la de glicanos de entrecruzamiento existe evidencia
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reciente de una fuerte asociacion entre pectinas y otros polimeros de pared (Popper and
Fry, 2005; Zykwinska ef al., 2005).

Los azucares neutros solubles en carbonato de sodio (PSN) disminuyeron
continuamente en los zapallitos control durante el almacenamiento, permaneciendo sin
cambios en los frutos tratados con BAP. Hacia el final del periodo de almacenamiento
los AN de frutos tratados mostraron una menor solubilidad que los respectivos controles
(evidenciada a partir de una mayor proporcion de la fraccion PSN) (Figura 3.5). Si bien
se ha descrito que las citoquininas pueden inducir la biosintesis de pared celular durante
la ontogenia de frutos (Robertson er al, 1999) el presente es
el primer reporte que indica que estos compuestos pueden regular la degradacion de
pectinas en frutos cosechados. Seria interesante determinar la actividad de enzimas que

serian afectadas por BAP.
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Figura 3.5: Distribucion relativa de AN basada en la solubilidad en agua (PSA), en CDTA (PSC) y en
carbonato de sodio (PSN) en zapallitos control y asperjados con BAP (I mmol L) almacenados por 0,

13,y 25 dias a 5 °C y luego transferidos a 20 °C por 2 dias (“+27).
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Finalmente, no se detectaron cambios en ao-celulosa ni en glicanos de
entrecruzamiento durante el almacenamiento o entre los tratamientos (Zabla 3.2). El
hecho de que las diferencias en el ablandamiento entre el control y los frutos tratados
con citoquinina ya fueran detectadas a los 13 dias de almacenamiento, antes de las
modificaciones mas marcadas en la pared, sugiere que el efecto inicial de BAP sobre la
retencion de la firmeza se encuentra mas bien relacionado con las diferencias de pérdida
de agua. El menor ablandamiento a largos tiempos (desde los 25 dias) en los frutos

asperjados con BAP podria resultar de la reduccion en la solubilizacion de pectinas de

pared.

Tabla 3.2. Aziicares neutros solubles en KOH IM (FSKI), aziicares neutros solubles en KOH 4M
(FSK4), y a-celulosa en zapallitos control y asperjados con BAP (I mmol L) por 0, 13, y 25 dias a 5 °C
v luego transferidos a 20 °C por 2 dias (“+27). Valores con letras distintas son significativamente

diferentes en un test de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.

Tratamiento Régimen de almacenamiento

0 13 13+2 25 25+2

FSK1 Control 1,0° 0,72 0,72 0,6 1,0°

(mgg™) BAP 0,9° 0,8 0,52 0,72 0,6°
FSK1 Control 0,9 0,7° 0,7¢ 0,8% 1,12
(mg g) BAP 1,0® 0,8 0,8 1,0 0,8
Control 0,24 0,13 0,18 013" 018"

a-celulosa
BAP 0,17°°  021® 0,17 015® 015"
3.3. CONCLUSIONES

El presente trabajo mostro que los zapallitos redondos podrian almacenarse a 5 °C

por 25 dias sin marcada incidencia de dafo por frio. Los tratamientos con BAP por
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aspersion, previos a la refrigeracion, redujeron el deterioro, principalmente la
deshidratacion y el ablandamiento. En contraste con lo que se ha establecido para
tejidos vegetativos y florales, dicho tratamiento no afecto la retencion de clorofila. Las
citoquininas previnieron algunos cambios metabolicos importantes que ocurren en
zapallitos como, la acumulacion de compuestos fendlicos y el catabolismo de pectinas.
Los efectos principales observados fueron el retraso de la solubilizacion tanto de acidos
uronicos como de AN en las fracciones ricas en pectinas. Contrariamente, los
tratamientos con la hormona no afectaron la solubilizacion de glicanos de redes de
celulosa. En sintesis, los resultados indican que los tratamientos con la citoquinina BAP
(1lmmol L™) retrasan la degradacién de pared celular y el ablandamiento de los tejidos y

por lo tanto serian ttiles para mantener la calidad de zapallito refrigerado.
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CAPITULO 4

Evaluacion de factores que afectan la

calidad de rodajas de zapallito

deshidratadas
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4.1. INTRODUCCION

En los capitulos precedentes se observd que si bien los tratamientos con metil-
jasmonato han sido efectivos para el control del dafio por frio en varios frutos, estos no
generan grandes beneficios en zapallito (Capitulo 1). Posteriormente evaluamos otras
estrategias complementarias a la refrigeracion como los tratamientos con 1-MCP
(Capitulo 2) o el asperjado con citoquininas (Capitulo 3) que mostraron una buena
potencialidad para mantener la calidad y extender la vida post-cosecha de los zapallitos.
A pesar de esto, aun en las mejores condiciones de manipulaciéon y almacenamiento, la
vida util de los frutos en forma fresca no supera los 20 a 25 dias.

El procesamiento juega un rol importante en la cadena de produccion y
distribucion de alimentos por diversos motivos. A nivel global, cerca del 30% de la
produccion global de alimentos se pierde anualmente entre la cosecha y el consumo.
Esto representa en forma directa pérdidas de 1.300 millones de toneladas de alimentos
(FAO, 2014). Desde esta perspectiva el procesamiento de vegetales constituye una
oportunidad para estabilizar alimentos altamente perecederos durante periodos
prolongados. En los tultimos afios se ha incrementado el interés en el desarrollo de
nuevos meétodos de procesado de vegetales procurando extender su capacidad de
almacenamiento y conservando las caracteristicas nutricionales de sus contrapartes
frescos (Liick y Pager, 2000; Mujumdar y Wu, 2008).

Las mermas post-cosecha de frutas y hortalizas ocurren tanto en los propios
establecimientos productores como en la cadena de comercializacion. Si bien la mejora
en la manipulacion post-cosecha y la busqueda de tratamientos para el manejo en fresco
pueden contribuir en el control del deterioro luego de la salida del campo, un porcentaje
importante de frutos (20-30% de las pérdidas totales) suele no entrar directamente a la
cadena de distribucion por defectos en el calibre o en la apariencia que reducen la
aceptabilidad para la venta en fresco con las actuales exigencias de calidad. Desde esta
optica los avances en el procesamiento (Jangam ef al., 2010) resultarian valiosos para
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emplear frutos que presentando soélo defectos de forma o tamaiio satisfagan los
requisitos de calidad e inocuidad necesarios para ser empleados en la alimentacion
humana pero que actualmente no poseen un destino cierto. Por otra parte, el
procesamiento podria resultar una estrategia para aumentar la cartera de productos
disponibles ampliando la oportunidad de incorporar este grupo de alimentos cuyo
consumo se encuentra aun muy por debajo de las recomendaciones de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS, 2004).

Los vegetales deshidratados constituyen una alternativa de interés para ampliar el
consumo de hortalizas. Si bien la papa es el vegetal con mayor penetracion en este
segmento de alimentos bajo la forma de smack, esta posee una carga caldrica
relativamente elevada derivada del almidon presente en el producto y del empleo de
aceite en su elaboracion lo que resulta, desde el punto de vista nutricional, desfavorable
comparado con los vegetales frescos. El desarrollo de vegetales deshidratados a partir
de materias primas menos caloricas y empleando métodos de procesamiento que
permitan obtener productos mas sanos respecto a productos fritos resulta una estrategia
atractiva.

El secado con aire caliente es una metodologia empleada desde hace mucho
tiempo en la estabilizacion de vegetales (Sablani, 2006a; 2006b). Durante este proceso,
el calor se transmite por conveccion, desde el aire de secado hasta la superficie del
alimento y por conduccion, desde la superficie del alimento hasta su interior. La fuerza
impulsora para la transferencia de materia es el gradiente de potencial quimico entre el
interior, mas humedo, y la superficie, mas seca por estar en contacto con el aire de
secado (Fito ef al., 1998). La reduccion de la actividad acuosa disminuye marcadamente
su perecibilidad, reduciendo el ataque microbiano y otras reacciones involucradas en el
deterioro (Huang y Zang, 2012). De todos modos, en frutas y hortalizas frescas se ha
observado que el secado con aire caliente puede ocasionar importantes pérdidas de
algunos antioxidantes y vitaminas. En pimiento deshidratado a 65 °C, donde el secado

con aire convectivo disminuyo un 40% la actividad antioxidante, un 85% el contenido
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de fenoles totales y un 25% el contenido de vitamina C (Reis er al, 2013). La
exposicion de los alimentos a altas temperaturas por periodos prolongados puede
ademas favorecer reacciones de pardeamiento (Queiroz er al, 2008). Si bien otras
metodologias de deshidratacion a baja temperatura como la liofilizacion protegen en
mayor medida muchos compuestos de interés nufricional y minimizan reacciones
indeseables dependientes de la temperatura (Ciurzynska y Lenart, 2011, Doymaz,
2011), su costo suele ser elevado. Por lo tanto, su empleo con fines comerciales se
limita a productos de alto valor. La deshidratacion osmotica (DO) se ha empleado en
algunos casos con éxito para evitar el dafio de compuestos termo-labiles y reducir el
tiempo de secado con calor y en consecuencia los costos energéticos (Rahman y
Lamb, 1991; Nsonzi y Ramaswamy; 1998; Sereno ef al, 2001; Ciurzynska y
Lenart, 2009). Este procedimiento consiste en sumergir al producto que se desea
deshidratar en una solucion hipertonica para lograr que el agua difunda hacia el medio
(Raoult-Wack, 1994; Kaymak-Ertekin y Sultanoglu, 2000). Durante el intercambio
se presentan dos flujos en direccion opuesta: el desplazamiento de agua desde el
alimento hacia la solucion concentrada y el movimiento de solutos desde la solucion al
alimento debido al gradiente de potencial quimico existente a un lado y otro de la
superficie del alimento considerado (Figura 4.1).

Los solutos mas usados, debido a su disponibilidad y bajo costo, son el cloruro de
sodio y la sacarosa. Sin embargo se pueden usar otros solutos como glucosa, jarabes de
almidon, etanol y polioles (Singh er al., 2008). Segtn el fin que se persiga, se utilizara
uno de ellos o una combinacion de los mismos. En el caso particular de querer
conseguir un producto que se consuma tipo snack se suele utilizar NaCl no solo para
lograr una deshidratacion parcial sino también realizar tempranamente el salado del

producto.
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Figura 4.1: Esquema del proceso de deshidratacion osmdtica. Fuente: Torreggiani (1993).

Las pérdidas de agua por parte del alimento en la deshidratacion osmoética se
pueden dividir, al igual que en otros procesos de secado, en dos periodos: (1) uno de
velocidad constante y (2) otro de velocidad decreciente de eliminacion de agua
(Barbosa-Canovas y Vega-Mercado, 2000). Dado que la remocion de agua durante la
DO suele ser parcial, en muchos casos es necesario realizar un proceso de secado
complementario para lograr los bajos niveles de humedad deseados en los productos
(Fernandes ef al, 2006; Lombard er al, 2008; Botha er al, 2012; Chavan y
Amarowicz, 2012). El empleo de la DO como estrategia de remocion parcial de agua a
baja temperatura para obtener nuevos productos aun no se encuentra difundido en
vegetales. Entre los escasos ejemplos en trabajos previos, se encuentra el uso de la DO
de rodajas de calabaza inmersas en soluciones de sacarosa de 30 a 60 °Brix, a 35 y 65
°C durante 90 a 120 min, donde se busco seleccionar el tratamiento osmotico optimo y
para la elaboracion de un producto confitado (Lee y Lim, 2011). En el presente capitulo
se evalué el empleo de métodos combinados de remocion de agua (deshidratacion
osmotica y secado con aire caliente) sobre la calidad de zapallitos redondo y zucchini

deshidratados.
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4.2. RESULTADOS Y DISCUSION

DESHIDRATACION OSMOTICA DE RODAJAS DE ZAPALLITOS

a. Humedad durante la deshidratacion osmética (DO)

El trabajo se realizé tanto en zapallito redondo como zucchini puesto que este
ultimo posee caracteristicas morfologicas que podrian resultar atractivas como producto
deshidratado. En una primera etapa se determinaron las cinéticas de cambio de peso en
rodajas de zapallito redondo y zucchini durante su incubacion en soluciones de cloruro
de sodio de diferente concentracion (0,5; 1 y 2% p/v) (Figura 4.2 A y B). En ambos
zapallitos la incubacion con NaCl 0,5% provocd un incremento en la humedad
indicando que la presion osmotica del tejido es superior a la de la solucion mencionada.
Si bien este tratamiento pudo haber ocasionado cierta incorporacion de sal al tejido,
ejercid un efecto contrario al buscado, esto es, provoco un incremento en la humedad y
por ello se descarto para ensayos subsiguientes. Por su parte, el tratamiento con 1% de
NaCl generd un descenso de humedad de 15% en bs solo para zapallito zucchini. Sin
embargo la DO con solucion de 2% de NaCl fue efectiva en ambos tipos de zapallitos al

lograr reducir la humedad un 25% en bs.
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Figura 4.2: Cinéticas de DO (como humedad en base seca) de rodajas de zapallito A) redondo y B)

zucchini control o incubadas en soluciones de NaCl 0,5, 1 y 2% por 2 h.

b. Actividad de agua

La DO con NaCl 2% permitid, como se menciono anteriormente, una remocion
parcial del agua de las rodajas. La actividad acuosa de las rodajas mostro una reduccion
en la medida en los frutos sometidos al tratamiento de DO asi como lo han demostrado
otros autores (Mazza, 1983; Tortoe, 2010; Araujo ef al., 2012). De todos modos, dada
la alta humedad de los vegetales, el valor de ay, se mantuvo en todos los casos en niveles
cercanos a 0,98 (Figura 4.3 A y B). En tal sentido, para finalizar la remocion de agua y
llegar a un producto microbioldégicamente estable, las rodajas de los frutos DO con

soluciones diluidas deben ser sometidas a un proceso complementario de secado.
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Figura 4.3: Actividad de agua (a,) de rodajas de zapallito A) redondo y B) zucchini control o
deshidratadas osmdticamente en soluciones de NaCl 1 y 2% por 2 h. Letras distintas indican diferencias

en un test de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.

¢. Apariencia, color y carotenoides

La DO provoco cambios en la apariencia de las rodajas. En la medida que se
incrementd la concentracion de la solucion salina, las rodajas de ambos tipos de
zapallito se tornaron mas amarillas (Figura 4.4) lo cual se evidencid objetivamente
como una reduccion en la luminosidad (Figura 4.5 A y A”), una disminucion del Hue

(Figura 4.5 B y B") y un incremento de la cromaticidad (Figura 4.5 Cy C).
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En zapallito redondo el tratamiento de DO con la concentracion de sal mas
elevada provoco la formacion de bordes urregulares. Algo similar fue observado por
otros autores en zapallo anco (Mayor ef al., 2008; 2011). Cuando a un tejido vegetal se
lo coloca en una solucion hipertonica sus células sufren plasmolisis (Raven ef al., 1999;
Mauro ef al, 2002). Cuando esto ocurre, hay pérdida de presion de turgencia,
contraccion de la membrana plasmatica, deformacion de las paredes celulares y en
consecuencia de los tejidos (Mayor ef al., 2008). Contrariamente y probablemente por
diferencias estructurales las rodajas de zapallito zucchini practicamente no se

observaron deformaciones luego de la DO.

Control NacCl 1% NaCl 2%

Figura 4.4: Apariencia de rodajas de zapallito redondo y zucchini Control o deshidratados

osmdticamente en soliciones de NaCl 1 v 2% por 2 h.

Como se menciond anteriormente, las rodajas de zapallito control poseen un
color amarillo-verde muy claro que fue afectado por el tratamiento osmodeshidratante
llegando a tonos mas oscuros y donde el color amarillo prevalecia en el tejido de la
pulpa de las rodajas. Es asi que se determind dicha alteracion del color en forma
objetiva a través de la variacion de diversos parametros tales como L*, angulo Hue (H)
y cromaticidad (C*). Este incremento de las tonalidades amarillas con el empleo de
soluciones de NaCl se evidencié como una reduccion en la luminosidad L* tanto para
zapallito redondo (Figura 4.5 A) como zucchini (Figura 4.5 A"). Por otro lado, también
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se observé en ambos zapallitos la reduccion del valor de H (Figura 4.5 B y B") hacia

valores cercanos a 90° (tonos amarillos), y se verifico un incremento de la cromaticidad

(Figura 4.5 C y C’) denotando la mayor saturacion de este color.

Tono (H) Luminosidad (L*)

Cromaticidad (C*)

[ Control A’
a [ZZ] NaCl 1% a
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b
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Figura 4.5: A) Luminosidad (L*), B) tono, Hue (H) v C) cromaticidad (C*) de rodajas de zapallito

control o pre-incubados en NaCl 1 v 2% por 2 h. Letras distintas indican diferencias en un test de Fisher

con un nivel de significancia de P < 0,05.

El cambio de color en las rodajas de zapallito hacia tonos mas amarillos o pardos

como consecuencia de la DO pudo deberse a un incremento en la concentracion de

138



IV. Resultados y discusion. 4) Deshidratacion.

carotenoides o a reacciones de pardeamiento por oxidacion de compuestos fenolicos. A
fin de determinar cual podria haber sido el origen del cambio de apariencia se realizaron
ensayos de DO en presencia y en ausencia de inhibidores de reacciones de pardeamiento
enzimatico, como el acido citrico y acido ascorbico. El cambio de color (AE) en las
rodajas de zapallito redondo (Figura 4.6 A) y zucchini (Figura 4.6 B) durante la DO en

presencia o ausencia de antioxidantes (AOX) fue similar.
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Figura 4.6: Diferencia de color de rodajas de zapallito A) redondo y B) zucchini control o incubadas en
NaCl 1y 2% sin y con AOX (dcido ascorbico 1% p/v en dcido citrico 1% p/v) por 2 h. Letras distintas

indican diferencias en un test de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.

Esto sugirido que la tonalidad de las rodajas de zapallito con DO no habria
cambiado por efecto del pardeamiento enzimatico. Por otro lado se dosé la
concentracion de carotenoides en las rodajas, confirmandose que los frutos
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deshidratados osmoticamente mostraron un mayor nivel de B-caroteno en base huimeda
que los controles, y que a su vez el contenido de pigmentos fue dependiente de la
concentracion de la solucion salina empleada en la DO (Figura 4.7 A y B). Asi, el
contenido de carotenoides fue mayor en rodajas de zapallito redondo y zucchini cuando
éstas fueron sumergidas en NaCl 2%, independientemente del empleo o no de AOX en

la solucion deshidratante.
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Figura 4.7: Contenido de carotenoides (bh) de rodajas de zapallito A) redondo v B) zucchini controlo
incubadas en NaCl 1y 2% sin y con AOX (dcido ascorbico 1% p/v en dcido citrico 1% p/v) por 2 h.

Letras distintas indican diferencias en un test de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.
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SECADO CON AIRE CALIENTE DE RODAJAS DE ZAPALLITOS

d. Humedad durante el secado

En un ensayo preliminar se evalud la influencia de la temperatura de secado
sobre la calidad de rodajas de zapallito redondo y zucchini. Se ensayaron tres
condiciones de secado en estufa 40, 50 y 60 °C. Desde el punto de vista de la
apariencia, las rodajas deshidratadas a las tres temperaturas ensayadas no mostraban
diferencias apreciables, pero como es esperable el tiempo total del proceso se reducia
con el incremento de la temperatura del aire (datos no mostrados). Por lo tanto se
selecciond la temperatura de 60 °C para ensayos ulteriores. También se ensayo
previamente la humedad final de las rodajas. Para esto se secaron rodajas de zapallito a
60 °C en estufa hasta alcanzar 30, 20, 10, 5 y 1% de humedad en base humeda,
hallandose que el producto con 10% de humedad bh (0,11 g g bs) (Figura 4.8) ya
presentaba un caracter de crujiente adecuado, por lo que se decidido emplear este valor
para decidir el punto final del secado en ensayos siguientes. Los zapallitos redondos
(Figura 4.8 A) y zucchini (Figura 4.8 B) control lograron la humedad final de 10%
luego de 620 min. El tiempo de secado no se redujo en forma marcada en los frutos
tratados con NaCl 1%. Sin embargo, en los frutos deshidratados osmoticamente en
NaCl 2% el periodo de permanencia en estufa se redujo casi en un 33%. Revaskar ef al.
(2014) mostraron un efecto similar en aros de cebolla deshidratados osméticamente y
posteriormente secados a 50, 60 y 70 °C, aunque en este caso se emplearon soluciones

osmoéticas de mucha mayor concentracion (10, 15 y 20% NaCl).
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Figura 4.8: Cinéticas de secado (como humedad en base seca) de rodajas de zapallito A) redondo y B)

zucchini control o incubadas en disoluciones de NaCl 1 y 2% por 2 h, con posterior secado a 60 °C.

e. Color

Durante el secado en estufa tanto los zapallitos redondo como zucchini de los 3
tratamientos ensayados (control y DO 1 y 2% NaCl) (Tabla 4.1) se tornaron mas
pardos. Esto se vio reflejado en la disminucion del parametro L* y en el aumento de los
parametros b* y AE. Las rodajas de frutos secadas mediante el método combinado (DO
+ estufa) presentaron al final del secado un color mas oscuro debido a que al inicio del
periodo de remocidon de agua con aire caliente en estufa ya mostraban una tonalidad
amarillenta por pre-concentracion de carotenoides como se menciona en la seccion

4.2.c.
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Por otra parte, resulta interesante mencionar que al aumentar el porcentaje de sal
se observo que el producto final presentaba una superficie mas lisa. Esto podria estar
asociado a la simetria y a la compactacion celular en tejidos vegetales sometidos a

tratamientos que provocan una redistribucion de solutos y de agua (Mayor ef al., 2008).

Tabla 4.1. Parametros de color L* (luminosidad), a* b* y AE (diferencia de color) de rodajas de
zapallito redondo y zucchini control o incubadas en disoluciones de NaCl 1y 2% por 2 h en las distintas
etapas del proceso: al inicio, luego de la DO y luego del secado en estufa. Letras distintas indican dentro
de una misma fila diferencias en un test de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05 de forma

independiente para cada tipo de zapallito.

Etapa del Redondo Zucchini
proceso

Control 1% 2% Control 1% 2%

Inicio 85,6° 85,6 85,6° 848" 848" 8478

L* DO - 81,6° 763° - 80.8° 77.4°

2

Producto seco 82,6 745° 759° 71,1* 709" 648"

2 2

Inicio -6,69" -6,69* -6,69* -5,00° -5,00" -5,00°
a* DO - 7,17 -7.67° - -4,80* -4,30°

Producto seco -4.60° -4,50° -0.10* -0,05° -0,04° 2.31°

Inicio 31,3 31,3° 313* 26,77 267° 267
b* DO - 32,5° 429° - 28.2° 333"

Producto seco 385" 439% 404* 328° 363 3809?

Inicio 0,00 0,0° 00 00 00" 0,0°
AE DO - 42° 14,8 - 43° 10,0°

Producto seco 00° 7.7° 286* 0,0° 35 91°

2
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f. Azicares totales, pH, acidez y fenoles totales

En zapallito zucchini no se encontraron diferencias en la acidez entre
tratamientos. Contrariamente en el tipo redondo se observo una tendencia a reducir la
acidez en los frutos sometidos a DO. Esto podria asociarse con una mayor lixiviacion de
acidos durante el tratamiento osmotico. De todos modos los tratamientos practicamente
no afectaron el pH de las rodajas que se ubico en el rango 6,25-6,39 (Tabla 4.2).

El contenido de azucares de las rodajas control se ubico cerca de 40 g kg (Tabla
4.2). Si bien el contenido de azucares totales mostro ligeras variaciones con la DO, éstas
no fueron marcadas. A fin de determinar la influencia de las diferentes condiciones de
procesamiento (DO seguida del secado) sobre componentes antioxidantes, se evaluaron
los cambios en el contenido de compuestos fendlicos (y de carotenoides). El contenido
de fenoles totales fue de 350 y 400 mg por kg de producto bs final para los zapallitos
zucchini y redondos respectivamente, sin observarse diferencias entre tratamientos

(Tabla 4.2).

Tabla 4.2. Aziicares totales, pH, acidez vy fenoles totales de rodajas de zapallito redondo y zucchini
control secado en estifa a 60 °C o incubadas en disoluciones de NaCl 1 y 2% por 2 h, con posterior
secado a 60 °C. Letras distintas indican diferencias en un test de Fisher con un nivel de significancia de

P < 0,05 de forma independiente para cada tipo de zapallito.

Redondo Zucchini

Control 1% 2% Control 1% 2%

Acidez
3757 272° 269° 324%  320° 294°
(mmol kg™ bh)
pH 627° 637" 639 628 620° 625%

Azucares totales
304° 4127 334 263 201 239°
(gkg" bh)

Fenoles totales
423*  411* 394* 361* 358* 347
(mg kg™ bh)
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Teniendo en cuenta un valor promedio de fenoles totales en base seca en los frutos
antes del procesamiento (~ 10000 mg kg  bs), se observé una pérdida importante de
estos compuestos. En un estudio realizado por Zaro ef al. (2014) se demostro que la
pérdida de compuestos fenolicos en discos de berenjena fue casi completa, aun a
temperaturas de 50 °C y en estufa de vacio. Algo similar se observd en pimientos

deshidratados en un secador de lecho fijo a 45, 55 0 65 °C (Reis ef al., 2013).

g. Carotenoides

Los carotenoides mas alla de su rol como pigmentos son potentes antioxidantes en
muchas hortalizas (Rodriguez-Amaya, 2001). La habilidad de neutralizar a las especies
reactivas de oxigeno (Burton, 1989) esta relacionada con el sistema de enlaces dobles
conjugados que poseen (Foote ef al., 1970). En varias Cucurbitdceas los carotenoides
son el grupo mayoritario de pigmentos y probablemente de antioxidantes (Rodriguez-
Amaya, 2001). El contenido de carotenoides en base seca de frutos frescos fue cercano
a 150 y 180 mg kg™ bs. En zapallito zucchini control el contenido de estos compuestos
en base seca practicamente no varid luego del secado en estufa, mientras que en
redondo se increment6 un 80% alcanzando valores cercanos a 260 mg kg™ bs (Figura
49 A y B). La elevada estabilidad y aun el incremento de la disponibilidad de
carotenoides en frutos sometidos a ciertos tratamientos fisicos han sido descriptos
(Gartner ef al, 1997; Bohm y Bitsch, 1999; Russell, 2001). En tomate tratado
térmicamente se ha informado un aumento del contenido de licopeno respecto a los
frutos frescos, debido a su mayor liberacion de la matriz celular inducida por calor
(Rickman et al., 2007; Jacob ef al, 2010). Resulta interesante destacar que los frutos
con el tratamiento de DO y posterior secado en estufa mostraron un nivel de

carotenoides 40% superior a los frutos control (Figura 4.9 Ay B).
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Si bien resulta necesario realizar mayores estudios para poder determinar las
causas de este incremento, es plausible que el tratamiento con la solucion salina haya
favorecido la extraccion y disponibilidad de carotenoides. Los tratamientos de DO
podrian provocar un cambio en la compartimentalizacion celular de los carotenoides y/o
reducir la estabilidad de los complejos que estos pigmentos forman con proteinas para
proteger la maquinaria fotosintética, haciéndolos mas disponibles. Algunos estudios han
sugerido el empleo de la DO como estrategia para facilitar la extraccion de pigmentos

de tejidos vegetales (Prabuthas ef al., 2009).
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Figura 4.9: Contenido de carotenoides de rodajas de zapallito A) redondo v B) zucchini control o
incubadas en disoluciones de NaCl 1 y 2% por 2 h, con posterior secado a 60 °C. Letras distintas indican

diferencias en un test de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.
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h. Apariencia y atributos sensoriales

A fin de determinar las caracteristicas sensoriales de los productos obtenidos con
las diferentes formas de procesamiento estudiadas, se realizo para el caso de las rodajas
de zapallito zucchini una prueba de aceptabilidad por atributos del producto obtenido
por secado convencional o por combinacion de un proceso de DO y de secado con aire
caliente. Los evaluadores recibieron muestras como las que se observan en la Figura
4.10 A vy una planilla donde asignaron el puntaje a cada atributo segun se detalld en la
seccion [/1.B.23. Los resultados mostraron que los panelistas expresaron una
aceptabilidad elevada y similar entre los tres productos en cuanto al caracter de
crujiente, sabor y aceptabilidad global (Figura 4.10 B). El mayor contenido de NaCl en
las muestras con previa DO no causo una diferencia de aceptabilidad en el atributo
sabor por parte de los evaluadores. Sin embargo, el mayor color pardo que presentaban
las muestras con previa DO redujo la puntuacion en el atributo color de las mismas, por

lo que los evaluadores prefirieron el color de las rodajas secas sin previa DO.
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Figura 4.10: A) Apariencia y B) puntaje de atributos sensoriales (cardcter de crujiente, sabor, color y
aceptabilidad global) de rodajas de zapallito zucchini controlo incubadas en disoluciones de NaCl 1 y
2% por 2 h, con posterior secado a 60 °C. Letras distintas indican diferencias en un test de Fisher con un

nivel de significancia de P < 0,05 para cada atributo.

REHIDRATACION DE RODAJAS DE ZAPALLITOS SECADAS EN ESTUFA

i. Relacion de peso y relacion de diametro

Si bien las rodajas de zapallito deshidratado podrian consumirse en forma directa
como snack, poseen la posibilidad de ser empleadas en otras preparaciones luego de su
rehidratacion conservando su estructura (a diferencia de lo que ocurre con los productos
similares derivados de la papa). En tal sentido se determinaron algunas propiedades de
rehidratacion de los discos. Las rodajas de =zapallito redondo mostraron una

recuperacion luego de su rehidratacion cercana al 20% del peso inicial (Figura 4.12A).
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Las tratadas osmoticamente presentaron un nivel algo menor pero las diferencias fueron
pequenas (~2%). Por su parte los discos de zucchini tuvieron una mayor capacidad de
recuperacion del peso inicial (~35%). En este caso no se encontraron diferencias entre
tratamientos (Figura 4.124°). Finalmente, ambos tipos de zapallitos recuperaron un
90% del diametro inicial (Figura 4.12 B y B") sin mayores diferencias entre las

muestras control o con DO.
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Figura 4.11: A),A’) Relacién de peso v B), B’) relacién de diametro de rodajas de zapallito redondo y
zucchini controlo incubadas en disoluciones de NaCl 1 y 2% por 2 h, con posterior secado a 60 °C y
rehidratacion a saturacion durante 2 h antes y luego de la rehidratacion. Letras distintas indican

diferencias en un test de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.
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4.3. CONCLUSIONES

Los resultados del presente capitulo permitieron establecer la influencia de
diferentes variables de proceso sobre la calidad de rodajas de zapallito redondo y
zucchini deshidratados. La incorporacion de una etapa de deshidratacion osmotica en
soluciones de NaCl 2% por 120 minutos previa al secado en estufa permitié reducir en
un 25% el contenido de agua inicial de las rodajas para luego contribuir a reducir un
33% el tiempo de exposicion de los frutos al calor por lo que podria ser un tratamiento
de interés. Los zapallitos deshidratados tanto control como con previa DO no muestran
grandes diferencias en el pH, contenido de azicares y contenido de antioxidantes
fenolicos. Sin embargo, el secado por métodos combinados (DO+estufa) permitio
mantener en el producto final niveles significativamente mas altos de antioxidantes
carotenoides, lo que implicé también un mayor desarrollo de las tonalidades amarillo-
marrones. Finalmente las rodajas mostraron una recuperacion de un 90% del diametro y
de un 20-35% del peso inicial y podria ser empleado tanto en la forma de snack como
en preparaciones que requieran rehidratacion. Los zapallitos deshidratados podrian
resultar una alternativa de interés para el procesamiento y consumo de frutos que,
presentando limitaciones de calibre o forma, no son aptos para su comercializacion en

fresco.
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En una primera etapa del presente trabajo se realizé6 una caracterizacion del
proceso de desarrollo de frutos de zapallito redondo (Capitulo 1). Asi se determiné el
patrén de crecimiento y respiracion, se cuantificaron los niveles de sélidos, pigmentos
acidos, aziicares y antioxidantes fendlicos y los cambios en propiedades fisicas de
importancia en la calidad como el color vy la textura, informacion que no se encontraba
sistematizada. En la 2 parte del capitulo inicial se estudio la eficacia de tratamientos
de MeJa sobre el control del datio por frio v deterioro de frutos almacenados a baja
temperatura. Si bien los tratamientos provocan cierta reduccion de la incidencia del
DF, ésta es limitada y se observa a periodos de almacenamiento muy prolongados. Por
lo tanto, el uso de este compuesto no parece una practica recomendable. Esto indica a
su vez que el zapallito redondo muestra importantes diferencias con otras especies
similares de Cucurbitdaceas como el zucchini en donde el MeJa si ha resultado eficaz en
la reduccion del estrés por almacenamiento a bajas temperaturas. Dado que el MeJa
redujo significativamente la pérdida de peso con respecto al control, resultaria de
interés evaluar en ensayos futuros el mecanismo por el cual se reduce la deshidratacion
de zapallito redondo, teniendo como hipétesis que el MeJa podria estar implicado en la
reduccion de la permeabilidad de la cuticula de estos frutos.

En el estudio de la accion del 1-metilciclopropeno en zapallitos, se demostré que
su aplicacion resulté eficaz para reducir el deterioro tanto en condiciones de
almacenamiento refrigerado a 0 como a 10 °C (Capitulo 2). Las mejoras observadas en
Jfrutos sugieren que esta hormona se encuentra implicada en el desarrollo de dafio por
frio. El tratamiento con 1-MCP en forma previa al almacenamiento a 0 °C redujo la
incidencia y severidad de las alteraciones por frio como el picado superficial y el
amarilleamiento de la piel. Ademas, el 1-MCP disminuyé la pérdida de peso y el
ablandamiento. Por otro lado, indirectamente se demostré que el etileno se encuentra
involucrado en el deterioro de estos frutos no climatéricos dado que el 1-MCP retrasé
la senescencia de los tejidos conservados a 10 °C. La aplicacion de este compuesto
retrasé marcadamente la pérdida de calidad de zapallitos durante el almacenamiento.
Asi los frutos tratados mostraron muy pocos cambios durante todo el periodo de
almacenamiento en contraposicion con los controles, en los que el ablandamiento, la
deshidratacion, la degradacion de clorofila y el ataque microbiano fueron evidentes.

En el Capitulo 3 se estudié el rol de las citoquininas (n°~bencilaminopurina, BAP)
en la calidad de frutos de zapallito redondo almacenados a 5 °C. Los zapallitos no

presentaron DF a esta temperatura, lo que sugiere que estos frutos debieran
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almacenarse a 5 °C y no a 10 °C como se recomienda en la literatura. La aspersion con
BAP mantuvo en buen estado la apariencia de zapallito redondo, hasta 25 dias de
almacenamiento bajo refrigeracion. A diferencia de lo que se ha descrito en otros
Sfrutos y tejidos vegetativos, en los que las citoquininas poseen un rol marcado en el
retraso de la degradacion de clorofila, en zapallito la aplicacion de estos compuestos
no modificé los cambios de color superficial. De todos modos, el tratamiento retrasé el
ataque de hongos y la pérdida de peso. Llamativamente los frutos tratados retuvieron
mejor la firmeza en comparacion con los zapallitos control. Esto se confirmé a partir
de un estudio bioquimico de pared celular donde se encontré que las citoquininas
retrasaron marcadamente la solubilizacion de pectinas.

Por ultimo, en el Capitulo 4 se evalué el proceso de obtencion de un producto
deshidratado de zapallito redondo y zucchini que pudiera ser de utilidad para
reincorporar a la cadena comercial frutos que presentan defectos de forma y tamario.
Se evaluo la posibilidad de realizar un proceso de deshidratacion osmotica en forma
previa al secado en estufa con el objetivo de reducir los tiempos de exposicion al calor
y lograr mantener los niveles de compuestos desde el punto de vista nutricional. La
realizacion de tratamientos de DO con soluciones de NaCl (2% p/v) por 120 min redujo
el contenido de agua en un 25%. Posteriormente se realizaron cinéticas de secado a 60
°C de zapallitos con o sin previa DO hallando que el tratamiento osmdético contribuyé a
reducir el tiempo de secado en estufa un 33%. Los zapallitos con y sin DO presentaron
igual aceptabilidad global sabor y cardcter de crujiente aunque mostraron un color
mas oscuro. Los zapallitos sometidos al tratamiento de DO mostraron un incremento en
la disponibilidad de antioxidantes carotenoides. Las rodajas de zapallito redondo y
zucchini deshidratadas podrian resultar de utilidad tanto como “snacks” asi como en
preparaciones que requieran rehidratacion.

Como corolario, el presente trabajo de fesis permitio ampliar el conocimiento
sobre la influencia de reguladores vegetales para complementar la refrigeracion y
prolongar la vida post-cosecha de frutos de zapallito. El estudio de la influencia de
condiciones de proceso sobre la calidad de rodajas de zapallito deshidratado permitio
avanzar en el sentido de optimizar estrategias que permitan reincorporar a la cadena
comercial frutos que suelen ser descartados para el mercado fresco por alteraciones

de forma y tamaiio.
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