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Resumen

Los tratamientos postcosecha para retrasar la senescencia son utilizados con la finalidad
de prolongar la vida util de los productos perecederos. Uno de los factores ambientales
que regulan la senescencia es la luz visible, y se ha estudiado que dependiendo de la
intensidad y calidad de luz utilizada durante el almacenamiento postcosecha de un
vegetal, el efecto puede ser positivo 0 negativo en cuanto al desarrollo de la senescencia.
La tecnologia de LEDs permite implementar tratamientos postcosecha con luz visible de
manera sencilla. En el presente trabajo estudiamos la utilizacion de pulsos diarios de 1 h
de luz visible de baja intensidad para retrasar la senescencia postcosecha en hojas de
Kale (Brassica oleracea var. sabellica L.) almacenadas a temperatura ambiente. Como
parametros caracteristicos de senescencia foliar analizamos la degradacion de clorofilas y
proteinas. Ademas para caracterizar la calidad nutricional del producto analizamos el
contenido de acido ascérbico y la presencia de glucosinolatos. Los tratamientos con
pulsos diarios de 1 h de luz visible resultaron efectivos para retrasar la senescencia
postcosecha en Kale tanto cuando se utilizé luz blanca como cuando se utilizé luz roja.
Las hojas de Kale tratadas con luz presentaron menor amarillamiento, la degradacion de
las clorofilas, de proteinas y acido ascérbico fue menor respecto a las hojas de Kale que
no fueron tratadas con luz. Ademas, identificamos luego de 8 dias de almacenamiento en
las hojas tratadas tanto con luz blanca como con luz roja, gluconapin, un glucosinolato
gue esta ausente en el control. A partir de los resultados obtenidos se puede concluir que
la implementacion de pulsos de 1 h de luz (blanca o roja) de baja intensidad utilizando
LEDs permite prolongar la vida util de las hojas de Kale almacenadas a temperatura
ambiente, preservando la calidad nutricional y comercial.

Palabras claves: Senescencia postcosecha, LEDs, luz blanca, luz roja.



1. Introduccion

1.1 Caracteristicas del Kale:

Origen:

El Kale (Brassica oleracea var. sabellica L.) es una hortaliza de hoja perteneciente a la
familia de las Brassicaceae originaria de Asia menor. Se difundié en Europa ya desde el
afio 600 D.C., principalmente en el Centro y Norte europeo (Neugart et al., 2014).

En América su introduccién es mas reciente. En Estados Unidos, su produccién se
incrementd de 1600 a 2500 ha entre 2007-2012 (Samec et al., 2019). En nuestro pais el
cultivo de Kale es muy reciente. La produccién en el Cinturdn Horticola Platense se instalé

en los Ultimos 5 afios aproximadamente (Del Pino, com. Pers., 2019).

Sistematica Kale: (Tropicos, 2019)

Clase: Equisetopsida C. Agardh

Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht
Superorden: Rosanae Takht.
Orden: Brassicales Bromhead
Familia: Brassicaceae Burnett
Género: Brassica L.
Especie: Brassica oleracea L.

Variedad: Brassica oleracea var. sabellica L.

Morfologia:

El Kale es una planta herbacea cuya altura puede variar desde los 30 cm hasta 3 m de

altura. La caracteristica que la distingue es la disposicion de sus hojas, las cuales no



forman una cabeza y presentan formas variadas que pueden ser enteras, lobuladas 0 muy
divididas y crespas. El color de las hojas es variable, van desde el verde hasta el morado,
dependiendo de los cultivares (Figura 1). Las inflorescencias son racimosas y las flores
actinomorfas, bisexuales, tetrameras, de color amarillas o blancas. El fruto es de tipo

silicua dehiscente (Hurrell et al., 2019).

Figura 1: Variedades de hojas de Kale. a: variedad pdrpura o morado; b: variedad rosino; c: variedad verde; d:

variedad negro o toscano.

Requerimientos de la especie:

El Kale es una especie de facil manejo, sus requerimientos son similares a los de otras
Brassicaceae. Se recomienda hacer rotaciones con cultivos que no pertenezcan a la
familia y volver a plantarlos sobre el mismo suelo cada 3-4 afios. En cuanto a las
condiciones edéficas, se puede cultivar en una amplia variedad de suelos, aunque se
recomiendan los de pH é&cido-neutro (pH 6-6,5) con buena capacidad de agua y aire. Las
plantulas se producen principalmente a partir de semillas. El cultivo tolera condiciones
climaticas desfavorables, como salinidad y altas o bajas temperaturas. En cuanto a la
cosecha de las hojas tiene lugar a partir de la 3ra-4ta hoja. Se cosechan las hojas
inferiores (mas maduras), lo que promueve el desarrollo de las hojas mas jovenes y en

consecuencia un mayor rendimiento (Samec et al., 2019).



Ciclo del cultivo:

El manejo del cultivo es sencillo, se siembra en almécigos o en asiento (directamente en
el lugar definitivo). La distancia entre plantas debe ser de 20-25 cm. La siembra debe
realizarse a 1,5 cm de profundidad. Luego de la siembra se procede al riego del cultivo.
En el caso de la siembra en almécigo se llevara a cabo el trasplante cuando las plantas
posean 10 cm de altura, o al visualizarse el segundo par de hojas (Sommantico, 2018).

La cosecha tendra lugar 3-4 meses después de la siembra (Tabla 1) cuando la planta
produce su quinta hoja, la cosecha es escalonada por lo que se iran cortando hojas
(generalmente las mas externas) dejando siempre la yema apical.

En la provincia de Buenos Aires se realizan dos siembras en el afio y luego de 3-4 meses

de crecimiento comienza la cosecha que se realiza durante dos meses (Tabla 1).

Tabla 1: Momentos de siembra y de cosecha del Kale (Sommantico, 2018).

Eveo | Fetrero | Maro | A | Majo | o | i | Agosto (Seotemivel Octiore |Novembre) Diigmor
Prmera podcoon| Skemora | Semiva | Sembra Coseeha | Coseena
Sequnda producoin] Coseeha Senra | Skmira Coseeha

Valor nutricional:

La familia de las Brassicaceae se caracteriza por tener una variedad de compuestos
beneficiosos para la salud humana. Podemos mencionar la presencia de vitamina C,
carotenoides y fenoles, que le aportan propiedades antioxidantes (Bjérkman et al., 2011;
Deng et al., 2017). Ademas, las Brassicaceae se caracterizan por la presencia de
glucosinolatos, un grupo de compuestos cuyos productos de hidrdlisis tienen propiedades
anticancerigenas (Podsedek, 2007).

El Kale, como miembro de la familia Brassicaceae, tiene un importante valor nutricional
(Tabla 2 y 3), aportando un alto contenido de fibras y de energia (Tabla 2). A su vez tiene

un alto contenido de vitaminas A y C, micronutrientes (hierro, zinc y manganeso),



macronutrientes (calcio y magnesio), fenoles, carotenoides, glucosinolatos (Becerra-
Moreno et al., 2014; Korus, 2011; Thavarajah et al., 2019; Walsh et al., 2015). Becerra-
Moreno et al. (2014) reportaron que una porcién de Kale aporta més del 40% de vitamina
Ay del 10% de vitamina C, de lo que se recomienda consumir diariamente.

Ademas del alto valor nutricional del Kale, otro promotor de la expansion del cultivo es la

baja oferta que hay en el mercado argentino, lo cual provoca que pueda comercializarse

con un precio més elevado que otras hortalizas de hojas (Tamashiro, 2017).

Tabla 2: Composicion nutricional de Brassicaceae (por porcion, 100g) (USDA., 2019).

Kale | Brocoli | Repollitos de Bruselas | Coliflor | Repollo

Agua (9) 89,63 | 89,3 86 92,07 | 92,18
Energia (Kcal) 35 34 43 25 25
Proteinas

© 2,92 2,82 3,38 1,92 1,28
Lipidos totales(g) 1.49 0,37 0,3 0,28 0,1
Cenizas (g) 154 | 087 1,37 0,76 0,64
Fibras (g) 4.41 2.6 3,8 2 2,5
Azlcares(g) 0,99 1,7 2.2 1,91 3,2

Tabla 3: Composicion mineral de Kale (por porcién, 100g). (USDA, 2019).

Minerales | Kale (porcion de 100g)
Ca 254 mg
Fe 1,6 mg
Mg 33 mg
P 55 mg
348 mg
Na 53 mg
Zn 0,39 mg
Mn 0,92 mg
Se 0,9 ug



http://sobrelatierra.agro.uba.ar/author/seba/

1.2 Senescencia postcosecha de hojas

La senescencia foliar es una etapa del desarrollo de las hojas durante la que ocurren
modificaciones en el metabolismo que conducen a la disminucion de la actividad
fotosintética debido al desmantelamiento del aparato fotosintético lo que implica la
degradacion de proteinas y pigmentos contenidos en los cloroplastos (Costa et al., 2013
b).

La senescencia foliar es un proceso genéticamente programado y regulado por factores
ambientales (luz, temperatura, etc.) y factores endégenos (hormonas, edad de la hoja,
etc.) (Guiamet, 2004). Para la comercializacion y el consumo de Kale se cosechan las
hojas, por lo que la cosecha induce la senescencia foliar por corte, ya que drasticamente
disminuye el aporte de agua, hormonas y nutrientes en la hoja provocando un severo
estrés (King y Morris, 1994). El sintoma mas evidente de la senescencia foliar es el
amarillamiento lo que conduce a la pérdida de calidad comercial para los vegetales de
hojas donde el color verde brillante de las mismas es un atributo de calidad comercial
(Albornoz y Cantwell, 2015). Ademés del cambio de color, ocurren cambios bioguimicos
que conducen a la pérdida de calidad nutricional del producto, por ejemplo disminucion de
antioxidantes, proteinas y azucares (Page et al., 2001).

Otros procesos fisiolégicos que conducen al deterioro de las hojas luego de la cosecha
son la respiracion y la transpiracion. El primero de estos se debe a la degradacion de
reservas con el fin de generar energia para mantener las estructuras funcionales de la
planta. Durante la vida postcosecha las reservas se van agotando lo cual repercute
negativamente en la calidad del producto (reduccién de sabor, turgencia, peso, valor
nutritivo). En cuanto a la transpiracidon es un proceso indeseable porque provoca la
pérdida del contenido de agua del producto, lo cual disminuye la turgencia afectando la

apariencia y textura del vegetal ademas de llevar a una pérdida de peso importante que



afecta a los productos si se venden por peso. En el caso del Kale al ser una hortaliza de
hoja y con bordes sinuosos posee una elevada relacion superficie/volumen por lo que la
tasa de traspiracion es elevada (Gamboa, 2017).

Dado que los vegetales de hoja, como el Kale, tienen una vida postcosecha muy corta
debido a su elevada tasa respiratoria, su alta tasa transpiratoria y al desarrollo de la
senescencia inducida por corte, un manejo postcosecha adecuado para estos productos
debera tener en cuenta algunos factores ambientales que afectan notablemente a estos
tres procesos fisiol6gicos:

. La temperatura: es el principal factor, pues una alta temperatura acelera los
procesos de respiracion y transpiraciéon provocando un deterioro en el producto (Kader,
2013). No obstante, la reduccién de la misma a temperaturas inferiores a la del ambiente
pero superior a la del punto de congelacién del alimento (refrigeracion), o mismo por
debajo de esta (congelacion) disminuye la velocidad de todos los procesos metabdlicos,
evitando el deterioro del producto (Koukounaras et al., 2007).

. Humedad: la diferencia de presion de vapor que hay entre el producto y el
ambiente provoca un gradiente que obliga a que se restablezca el equilibrio osmético.
Esto genera que si hay baja humedad ambiente parte del agua retenida en el alimento
sale del mismo a fin de que ambas humedades logren el equilibrio. Es por ello que regular
la humedad en la cual se conserva el producto es esencial. Este factor esta influenciado
por la temperatura y la velocidad del aire (Kader, 1992).

. Concentracion de gases: tanto la concentracion de oxigeno como de di6xido de
carbono tienen influencia en el deterioro de las hortalizas durante el almacenamiento. La
tasa respiratoria se ve reducida en una atmosfera con elevada concentracion de diéxido
de carbono, lo cual se debe a que la respiracién necesita oxigeno para llevarse a cabo
mientras que el producto liberado ademas de energia es el diéxido de carbono (Kader,

1992).



. La luz: se conoce que la senescencia se induce en oscuridad, si bien puede ser
interrumpida exponiendo los tejidos a la luz (Brouwer et al., 2012). Sin embargo, la luz
puede generar un aumento en la temperatura lo que se traducird en un incremento de la

transpiracion de las hojas (Zhan et al., 2012).

1.3 Tratamientos postcosecha

Multiples son los tratamientos postcosecha existentes que tienen como objetivo retrasar la
senescencia. Los mismos dependen del tipo de producto a conservar. En el caso de
hortalizas de hoja las tecnologias mas utilizadas son: la refrigeracion, el almacenamiento
en atmésferas modificadas y controladas, tratamientos térmicos de alta temperatura,
tratamientos con luz UV-C, y mas recientemente el uso de luz visible (Yuan et al., 2010).
La tecnologia mas utilizada en la preservaciéon de alimentos es la refrigeracion. El
fundamento de su implementacion se debe a que provoca la reducciéon de la velocidad
metabdlica y de la sintesis de etileno (hormona que acelera la senescencia), es de hecho
la recomendacion indicada para el manejo postcosecha de las hortalizas de hoja
(Albornoz y Cantwell, 2015; Koukounaras et al., 2007). Albornoz y Cantwell (2015)
reportaron que en hojas de Kale, almacenadas a 0°C, disminuye el amarillamiento y la
degradacion de clorofilas.

Debido a que la refrigeracién es una metodologia que requiere una inversién con un costo
econdémico considerable, en paises en desarrollo no se utiliza este tipo de tratamiento
durante las etapas que van desde la cosecha hasta el momento de llegar al lugar de
venta, donde el producto puede quedar en heladera pero que en la mayoria de los
comercios permanece a temperatura ambiente (Jones et al., 2006; Yuan et al., 2010). Por
estos motivos se buscan tecnologias alternativas a la refrigeracion para prolongar de vida

postcosecha de las hortalizas a temperatura ambiente.



Una de las tecnologias alternativas es el almacenamiento en atmdésferas modificadas y
controladas cuyo fundamento se basa en el uso de atmosferas con baja concentracion de
oxigeno y/o altas de diéxido de carbono en el medio donde se almacena el producto y de
este modo se disminuyen todas las actividades metabdlicas que ocurren durante la
postcosecha. Sin embargo, para el caso de Brocoli (Brassica oleracea var. italica Plenck)
se logra retrasar la senescencia postcosecha del producto pero se corre el riesgo de
generar olores indeseables ya que la baja concentracibn de oxigeno promueve la
generacion de derivados de glucosinolatos que causan olores desagradables. Por ello, se
pueden usar atmésferas controladas pero con un 10% de oxigeno (Del Pino, 2014). En
Rucula (Eruca vesicaria (L.) Cav.), una hortaliza de hoja que pertenece a la familia de las
Brassicaceas, el uso de atmosferas con baja concentracion de oxigeno resulté efectivo
para mantener la apariencia general del producto (color y frescura) tanto durante el
almacenamiento refrigerado como a temperatura ambiente (Lokke et al., 2012).

El tratamiento con altas temperaturas, puede aplicarse por diversos métodos: vapor, agua
caliente (mas implementado) o aire seco. Es muy usado para el control de insectos y
enfermedades, pero ademas se ha demostrado que tiene efectos sobre muchos procesos
metabdlicos, por ejemplo retrasa la senescencia postcosecha de Brdécoli (Costa et al.,
2005).

El tratamiento con radiacion UV-C posee la capacidad de eliminar microorganismos,
inducir mecanismos de defensa (sintesis de fitoalexinas); incrementar los niveles de
antioxidantes; e inactivar enzimas relacionadas con los procesos de maduracién y
senescencia lo cual permite mantener la calidad nutricional de los productos (Rivera-
Pastrana et al., 2007). Este tratamiento se ha probado en frutas y verduras, entre ellas
Brocoli, en el cual se retrasé el amarillamiento y la degradacién de clorofilas, disminuyd la

tasa respiratoria y mantuvo la capacidad antioxidante, lo cual es beneficioso ya que
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permite incrementar y conservar durante el almacenamiento la calidad nutritiva (Costa et
al., 2006).

En los Ultimos afios se ha comenzado a trabajar en el uso de tratamientos con luz visible
durante la postcosecha para retrasar la senescencia de vegetales verdes, a temperatura
ambiente. Dependiendo la intensidad y calidad de luz utilizada, los efectos pueden ser
beneficiosos o perjudiciales para el vegetal. Se encontraron buenos resultados para
Espinaca (Spinacia oleracea L.), Albahaca (Ocimum basilicum L.) y Brocoli (Gergoff et al.,
2013; Costa et al., 2013 b; Favre et al., 2018). En todos los casos se demostrd que los
tratamientos con luz de baja intensidad fueron efectivos para retrasar la degradacion de
clorofilas y proteinas (principales marcadores de senescencia) y otros metabolitos (acido
ascorbico, antocianinas, azlcares) relacionados con la calidad nutricional de los

vegetales.

La luz como regulador de la senescencia

Se ha observado en muchos trabajos previos que la luz puede retrasar la senescencia de
hojas (Biswal y Biswal, 1984). La luz puede actuar de dos maneras diferentes sobre los
sintomas de senescencia: 1- a través de la fotosintesis mediada por clorofilas, generando
fotoasimilados que pueden actuar como reguladores de senescencia (Hasperué et al.,
2011) y 2- a través de otros fotoreceptores (criptocromos activados con luz azul y
fitocromos activados con luz roja) que actian como sefiales que disparan cambios
metabdlicos. Por ejemplo, los fitocromos estan involucrados en sefiales que conducen a
preservar la integridad del cloroplasto (Liebsch y Keech, 2016). Por lo tanto, es posible
que diferente calidad de luz tenga efectos diferentes sobre la vida postcosecha de

hortalizas.
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Tecnologia de LEDs aplicada en postcosecha

Uno de los problemas del uso de luz como tratamiento postcosecha de vegetales es la
rapida deshidratacion que se produce como consecuencia no solo de la apertura de
estomas sino del calor liberado por las fuentes de luz. En este sentido resulta adecuada la
implementacién de tratamientos con luz provenientes de LEDs (diodos emisores de luz)
ya que tienen la ventaja frente a otras fuentes en cuanto a la generacion de calor.

Se han utilizado tratamientos con pulsos de luz visible proveniente de lamparas LEDs
para retrasar la senescencia. La aplicacion de luz continua mediante LEDs blancos
enriguecidos en azul, dio como resultado el mantenimiento de la calidad postcosecha de
Repollitos de Bruselas (Brassica oleracea var. capitata L.) almacenados a 22 °C
(Hasperué et al., 2016). Zhan et al., (2012) utilizaron luz continua de baja intensidad para
retrasar la senescencia durante el almacenamiento de Brocoli a baja temperatura y
encontraron que el tratamiento fue efectivo para disminuir la pérdida de color verde y
mantener la textura y el aroma. Ma et al. (2014) utilizaron tratamientos con LEDs rojos de
baja intensidad durante 4 dias y lograron retrasar el amarillamiento postcosecha de
Brécoli y mantener el contenido de acido ascérbico a 20°C. Pintos et al. (2019), evaluaron
el efecto de la exposicion a diferentes intensidades de luz LED blanca sobre la
senescencia de Brécoli almacenado a 4°C y obtuvieron que el tratamiento diario durante 3
h con luz de baja intensidad fue efectivo para retrasar el amarillamiento postcosecha de
Brocoli.

También se han utilizado tratamientos con LEDs durante el crecimiento de brotes de
Brocoli utilizando diferentes calidades de luz: LED blanca (15,5 pmol.m?.s™), roja (660
nm, 14 umol m? s™*) y azul (445 nm, 11 umol m? s™) para determinar cuél de ellas permite

mantener por mas tiempo la calidad nutracéutica de los brotes durante la postcosecha,
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resultando los brotes tratados con luz blanca y azul los que presentaron mayor cantidad

de glucosinolatos, clorofilas y B-carotenos (Gomez-Lobato et al., 2017).
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Hipotesis de trabajo:

Los tratamientos con pulsos de luz de baja intensidad retrasan la senescencia
postcosecha de Kale almacenado a temperatura ambiente y el efecto sobre la calidad
comercial del producto depende no sélo de la intensidad sino también de la calidad de luz

utilizada para realizar los tratamientos.

Objetivos:

1- Analizar el efecto del tratamiento con pulsos de luz blanca de baja intensidad sobre la
senescencia postcosecha de hojas de Kale almacenadas a temperatura ambiente y

evaluar el impacto sobre la calidad del producto.

2- Analizar el efecto del tratamiento con pulsos de luz roja de baja intensidad sobre la
senescencia postcosecha de hojas de Kale almacenadas a temperatura ambiente y

evaluar el impacto sobre la calidad comercial del producto.
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Materiales y métodos

Material vegetal y disefio del experimento

Para realizar el ensayo postcosecha se trabajé con hojas de Kale, proveniente de un
cultivo realizado bajo invernaculo en la Facultad de Agronomia de la Universidad de
Buenos Aires, en la catedra de Horticultura, durante la primavera de 2018. Las hojas de
Kale se cosecharon en septiembre de 2018; se seleccionaron para la cosecha hojas
totalmente expandidas de la parte media del cultivo (aproximadamente 25 cm de largo) y

de color verde oscuro y uniforme (Figura 2).

Figura 2: Hojas de Kale cosechadas para el ensayo

Las hojas recién cosechadas se mantuvieron en una camara humeda para trasladarlas
hasta el laboratorio (INFIVE, La Plata). Una vez en el laboratorio las hojas fueron
acondicionadas en bandejas de plastico para comenzar con los tratamientos. Se llevaron

a cabo tres tratamientos:

1- Sin pulsos de luz diarios (controles): C

2- Pulsos diarios de 1 h con luz blanca de baja intensidad (20 pmoles.m?.s™): LB.
3- Pulsos diarios de 1 h con luz roja de baja intensidad (20 pmoles.m?.s™): LR.

Se colocaron 4 hojas de Kale por bandeja y se acondicionaron 3 bandejas por tratamiento

(n=12). Para realizar los tratamientos las bandejas se colocaron bajo las luces sin cubierta
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sobre las hojas. Para realizar los tratamientos con pulsos de luz se utilizaron LEDs
blancos y rojos respectivamente y se controlé la intensidad de la luz y la calidad de la luz

con un espectroradiometro (Red Tide USB650 Fiber Optic Spectrometer) (Figura 3).

A
Espectro de luz LED blancos medidos con el Espectro de luz LED rojo medido con el
espectroradiometro espectroradiémetro
B
ROjO 4,5 micromol m-2 s-1 ROjO 3,9 micromol m-2 s-1
Rojo lejano 4,1 micromol m-2 s-1 Rojo lejano 4,0 micromol m-2 s-1
Verde 5,5 micromol m-2 s-1 Verde 0,7 micromol m-2 s-1
Azul 10 micromol m-2 s-1 Azul 0,8 micromol m-2 s-1
UvB 0,7 micromol m-2 s-1 UvB 0,7 micromol m-2 s-1

Figura 3: A- Espectroradidmetro utilizado para medir la intensidad y calidad de luz. B- Datos de la calidad de
luz emitida por los LEDs utilizados para el tratamiento, determinada mediante el espectroradiometro.

Luego de los tratamientos diarios, las muestras se almacenaron en oscuridad a
temperatura ambiente. Los tratamientos y el almacenamiento fueron realizados en una
camara de cultivo con condiciones de temperatura y humedad controladas (20-25°C y
aproximadamente 90% humedad ambiente). Diariamente se determind el peso de las
muestras y se calcul6 con los datos correspondientes la pérdida de peso de las muestras
al final del almacenamiento.

Se tomaron muestras de hojas de Kale el dia inicial del ensayo (DO) y luego de 2 y 8 dias
de almacenamiento (D2 y D8 respectivamente) para la medida de los parametros
bioquimicos (clorofilas, proteinas, etc.). Las muestras fueron discos de hoja cortados con

un sacabocados de 1cm de diametro y se almacenaron a -20°C hasta el momento de
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realizar los analisis. Para el caso particular de medidas de &cido ascorbico los discos de
hoja fueron inmediatamente congelados con N, liquido y se conservaron en freezer a -

80°C debido a la inestabilidad del compuesto a medir.

Medida de la conductancia estomatica;:

Fundamento

La conductancia estomatica estima la tasa de intercambio gaseoso (consumo de diéxido
de carbono) y la transpiracion (pérdida de agua) a través de los estomas de la hoja,
ambos parametros determinados por el grado de apertura estomatica y, por lo tanto, de la
resistencia fisica al movimiento de gases entre el aire y el interior de la hoja. La
conductancia estomatica es una funcion de la densidad, tamafio y grado de apertura de
los estomas; al tener mayor cantidad de estomas abiertos se obtiene una mayor
conductancia, lo cual indica que las tasas de fotosintesis y transpiracibn son
potencialmente mas altas (Pietragallay Pask, 2012).

La apertura de los estomas es muy sensible a la luz, por lo que se midi6 la conductancia
estomatica de las hojas antes y después de realizar el tratamiento con luz blanca o luz
roja, con el objetivo de analizar si la intensidad de luz utilizada es suficiente para obtener
una respuesta en la conductancia estomatica. Para medir la conductancia estomatica se
utilizé un porémetro de estado estacionario (steady state) (Decagon: SC-1; PP-Systems:
PMR-5) que cuenta con una camara abierta que se sujeta en la superficie de la hoja (es
una pinza con un sensor), estableciendo el vapor de agua liberado a través de los
estomas un gradiente de humedad relativa (HR) a lo largo de la camara. El instrumento
mide la HR en dos puntos a lo largo de la camara y una vez que se alcanza el estado
estacionario, calcula y muestra la difusion de la conductancia en la hoja (el reciproco de la

resistencia) (Figura 4).
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Figura 4: Imagen ilustrativa de un porémetro (LabFerrer, 2019).

Procedimiento

Antes y después de realizar el tratamiento con luz se midi6 la conductancia estomética

(permite observar la apertura de los estomas).

Medida del color:

Fundamento

Para el registro del color a medida que se llevaba a cabo el ensayo se utilizé un
colorimetro, el cual es un método no destructivo. Para la cuantificacion del color se
ilumina la muestra y en base a que la superficie de la hoja va a absorber las longitudes de
onda de los colores complementarios a los que se ven y va a reflejar los percibidos por el
ojo humano, por medio de ecuaciones matematicas se consigue la cuantificacién del color
de las hojas al medir las combinaciones de los tres colores primarios. En este caso la
variacion del color va del verde oscuro al amarillo, habiendo una gama de colores
intermedios que quedan expresados en una escala (Hue), siendo los numeros altos mas
oscuros Y los bajos mas claros. Para apreciar de una forma mas sencilla la variacién de
color se expresaron los resultados como la diferencia de los valores de la escala para los
diferentes tratamientos del dia cero con los del dltimo dia del ensayo (grado de
amarillamiento), cuanto mayor son los valores (una diferencia mas notoria) mas se
modificé el color y, por lo tanto, indica un incremento en el amarillamiento.

Procedimiento
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Diariamente se midio el color de las hojas en los distintos tratamientos. Cada hoja se

midi6 en 5 puntos diferentes de la superficie, tratando de cubrir toda la superficie.

Medida de pigmentos en hojas de Kale:

Fundamento:

Se extraen los pigmentos (compuestos no polares) contenidos en los cloroplastos
mediante una homogenizacién de tejido vegetal utilizando un solvente adecuado (menos
polar que el agua). Luego de la homogenizacidn, se separan por centrifugacion los restos
de tejido vegetal de la solucion de pigmentos/solvente. Se mide el contenido de pigmentos
en la solucién obtenida utilizando el método “Espectrofotometria de absorcion molecular”.
De acuerdo a este método trabajando a las longitudes de onda (A) adecuadas para cada
analito y con soluciones diluidas, podemos relacionar directamente la absorbancia de la
solucion con la concentracién del analito (Ley de Lambert y Beer). Las A adecuadas para
cada analito se seleccionan a partir de su “Espectro de absorcion”, en el que se
seleccionard una zona del mismo donde el analito de interés presente maxima
absorbancia pero sin interferencias. El espectro de absorcién de las clorofilas presenta
dos bandas importantes de absorcion una en la regién entre 400 y 500 nm y otra en la

region entre 600 y 700 nm (Figura 5).

Absorbcion

} } } —>
400 500 600 700
Longitud de onda [nm]

Figura 5: Espectro de absorcién de las clorofilas en la region del visible. (Pugliesi, 2008)
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Procedimiento

Para mantener la temperatura baja durante la preparacién del extracto, se trabajo sobre
un bafio de hielo.

Se colocaron en un mortero de porcelana 2 discos de hojas de Kale de 1 cm de didmetro
con 1 mL de una mezcla acetona:agua (80:20; v:v) y una pizca de cuarzo. Se
homogeneizaron y se trasvasaron los extractos a tubos tipo Eppendorff y se centrifugaron
a 10000 rpm durante 5 min a baja temperatura. Se reservaron los sobrenadantes para
hacer las medidas en el espectrofotometro.

Se midié la absorbancia a 663,2 y 646,8 nm para las clorofilas a y b respectivamente que
corresponden a las longitudes de onda (A) indicadas para medir extractos de clorofilas
preparados en acetona 80% (Figura 5). Se calcularon las concentraciones de clorofilas a,
b y totales segun las ecuaciones de Lichtenthaler (1987). Los resultados se expresaron
como g de pigmento por unidad de area (ug.cm).

Formulas de célculo:

Clorofilaa = 12,25 x A663,2 — 2,79 x A646,8
Clorofilab = 21,50 x A646,8 — 5,10 x A663,2
C a+Cb = 7,15 x A663,2+18,71 x A646,8

Medida de proteinas en hojas de Kale:

Fundamento

Se extraen las proteinas foliares mediante una homogeneizacion utilizando un buffer pH 7
que contenga inhibidores de proteasas para evitar la degradacién de las proteinas ya que
al romper el tejido las proteasas quedaran en contacto con sus sustratos. Dado que las
hojas senescentes presentan una intensa actividad proteolitica, si no agregamos
inhibidores de proteasas el contenido de proteinas sera subestimado debido a la
degradacion que se produciria en el extracto. Luego de la homogeneizacion se separan

los restos de tejidos de la solucion que contiene a las proteinas por centrifugacion.
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En el extracto proteico obtenido se cuantifican las proteinas mediante el método de
Bradford (Bradford, 1976). Este método es una Espectrofotometria de Absorcion
molecular en el espectro visible, basado en la Ley de Lambert Beer, pero que requiere
una reaccién previa del analito para generar un compuesto de color, es decir, que absorbe
en el visible. De acuerdo a este método las proteinas reaccionan con el colorante
Coomassie Brillant Blue G250 para formar un complejo azul que puede cuantificarse
midiendo la absorbancia a 595 nm. Si en la reaccién las proteinas estan en defecto, la
absorbancia medida sera directamente proporcional a la concentracion de las mismas.
Como en todos los casos en que necesitamos una reaccion previa del analito, para
transformar la medida de absorbancia en la concentracidon de proteinas, es necesario
realizar una curva de calibracién, utilizando como patrén la proteina seroalbUmina bovina
(BSA).

Procedimiento

Para la medicién de proteinas se trabajé sobre un bafio de hielo.

Se colocaron en un mortero de porcelana 3 discos de hojas de Kale de 1 cm de diametro
con 1 mL de buffer 50 mM tris-hidroximetilaminometano-HCI, pH 7, utilizando EDTA 1 mM
y PMSF 1 mM como inhibidores de proteasas, y una pizca de cuarzo. Se homogenizaron
y se trasvasaron a un tubo tipo Eppendorff y se centrifugaron a 10000 rpm durante 10 min
a baja temperatura. Se reservo el sobrenadante de cada extracto obtenido para hacer la
reaccion de color y posteriormente las medidas en el espectrofotémetro.

Se prepar6 una curva de calibracion a partir de soluciones de concentracion conocida de
la proteina de referencia, BSA, la que se prepar6 a partir de una solucion madre de 0,5
mg/mL.

La mezcla de reaccion tanto para las soluciones patron como para los extractos fue de

100 pl (muestra+agua) con 1 mL Bradford (Tabla 4)
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Tabla 4: Mezcla de reaccion para la medicion de proteinas

Bradford
ug prot (ul) | Agua (uI) (mL)
0 100 1
5 95 1
Para:j c;urva 10 90 1
calibracion 15 85 1
20 80 1
25 75 1

Medida de Amonio en hojas de Kale:

Fundamento:

Para medir amonio en tejidos vegetales es necesario hacer un homogeneizado de tejido
utilizando como solucién de extraccion acido diluido. Esto es necesario ya que el amonio
(NH,OH) en medio neutro o alcalino se volatiliza facilmente (NHs) mientras que en medio
acido seré retenido como sal de amonio. Por lo tanto se extrae con &cido sulfarico diluido
y se obtiene como sulfato de amonio. Luego se separan los restos de tejido mediante
centrifugacion y el sobrenadante se utiliza para cuantificar el amonio. Para ello se realiza
una reaccién de color que pone en evidencia la presencia del amonio, por ejemplo la
reaccion de Neesler. El reactivo de Neesler (tetraiodomercuriato en medio alcalino)
reacciona con el amonio para dar un color amarillo intenso que se cuantifica midiendo la
absorbancia a 425 nm. Al igual que en el caso de las proteinas (Método de Bradford), en
este caso es una espectrofotometria de absorcion molecular en el visible con una
reaccion previa, por lo tanto para transformar la medida de absorbancia en concentracion
de amonio debemos realizar una curva de calibracion a partir de soluciones conocidas de
sulfato de amonio.

Procedimiento

Para la medicibn de amonio es importante mantener la temperatura baja durante la

preparacion del extracto, por lo que se trabajé sobre un bafio de hielo.
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Se colocaron en un mortero de porcelana 5 discos de hojas de Kale de 1 cm de didmetro
con 850 ul de H,SO,4 0,3 MM y una pizca de cuarzo, se homogenizaron y se trasvasaron a
un tubo tipo Eppendorff y se centrifugaron a 10000 rpm por un lapso de 5 min. Luego se
extrajo el sobrenadante y se lo reservd para medir el contenido de amonio mediante la
reaccion de Nessler, registrando la Absorbancia a 425 nm. Para la curva de calibracion se
utilizdé como patron una solucién 20 ppm de (NH,).SO,. Tanto para las soluciones
patrones como para los extractos, la mezcla de reaccion utilizada fue 1 mL

(muestrat+agua) con 40 pl de Nessler (Tabla 5).

Tabla 5: Mezcla de reaccion para la medicion de amonio

“I. .| Concentracion sulfato Nessler
solucion de amonio (ug) Agua(ul) ()
sulfato
0 0 1000 40
100 2 900 40
200 4 800 40
300 6 700 40
400 8 600 40
500 10 500 40

Medida de Nitrogeno total en hojas de Kale:

Fundamento:

El método de referencia para medir el contenido de nitrégeno total en una muestra es el
método de Kjeldahl. EI método consta de tres etapas: 1- Digestiébn de la muestra con
acido sulfarico concentrado a 380°C y en presencia de catalizadores. Durante esta etapa
el nitrdgeno contenido en la muestra se transformara en sulfato de amonio. 2-
Neutralizacion y destilacion por arrastre con vapor de agua. Durante esta etapa el sulfato
de amonio libera el nitrégeno como amoniaco el que es facilmente destilado por arrastre

con vapor de agua ya que es muy volatil y se lo recoge sobre &cido boérico en exceso
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donde vuelve a transformarse en amonio (borato de amonio). 3- Valoracién del borato de
amonio con &cido clorhidrico de normalidad conocida.

Con este método se evalla nitrdgeno total, ya que no s6lo abarca el que se encuentra
presente en las proteinas sino que también el no proteico como amidas, aminas, acidos
nucleicos, entre otros componentes del tejido vegetal (Viiia y Arango, 2016).

Procedimiento

Se pesaron 0,5 g de hojas de Kale previamente secadas en estufa a 60°C hasta peso
constante. Se coloco el tejido vegetal en un balén de Kjeldahl con 6 mL de &acido sulfarico
concentrado y una mezcla de catalizadores (3,5 g de K,SO, y 0,5 mL de CuSO, al 5%).
Se coloco en un digestor Kjeldahl (SH220N Graphite Digester Hanon) a 380°C durante 5
h. Luego de la digestion se coloc6 el balon con la muestra digerida en un destilador
automatico de Kjeldahl (K9840 Automatic Distillation Unit Hanon) con el siguiente
programa de destilaciéon: 20 mL de agua para diluir, 50 mL de NaOH 35%, 50 mL de
HsBO; al 3%, 15 mL de agua de lavado y 10 min de destilacion. Una vez finalizada la
destilacion se realiz6 la valoracion del borato de amonio utilizando HCI 0,145 N recién
valorado. Como indicador de punto final se utilizd6 una mezcla de indicadores adecuados:

rojo de metilo y azul de bromo cresol (0,1 y 0,07% respectivamente en etanol).

Medida de Acido ascérbico (AA) en hojas de Kale:

Fundamento:

Se extrae el acido ascoérbico a partir de los tejidos vegetales mediante una
homogenizacion con acido trifluoroacético. Luego se separan los restos de tejido
mediante centrifugacion y el sobrenadante resultante, donde se encuentra el acido
ascorbico, se somete a una cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) para separar

al &cido ascorbico de otros compuestos presentes en el extracto. Una vez separados los
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compuestos en la columna cromatografica mediante la elucion adecuada de la misma se
registran los compuestos separados a medida que pasan por un detector y de esta
manera se podra identificar el &cido ascoérbico a través de su tiempo de retencién (tr) y
cuantificarlo integrando el area bajo el pico correspondiente. Para la elucion de éacido
ascorbico se utiliza fosfato de potasio como eluyente (Gutiérrez et al., 2007).

Procedimiento

Dado que el &cido ascérbico es muy inestable, para la medicién del mismo es importante
mantener la temperatura baja durante la preparacién del extracto, por lo que se trabajé
sobre un bafio de hielo pero, ademas, con el agregado de nitrégeno liquido.

Se determind el contenido de acido ascorbico segun Gutiérrez et al. (2007).

Para ello se pesaron 100 mg de hoja y se colocaron en un mortero de porcelana para
homogenizarlo con 1 mL 6% (p/v) de TFA (en N, liquido) y una pizca de cuarzo, en frio.
Se vertié en un tubo de tipo Eppendorff y se centrifugd a 13000 rpm por 15 min, se
tomaron 500 pl del sobrenadante. El contenido de &cido ascérbico (AA) fue determinado
con un HPLC (cromatégrafo liquido) equipado con LC-10Atvp (Shimatzu, Japon) modulo
para administrar el solvente (fase movil), una columna C-18 (Varian Chromsep 100 mm x
4.6 mm) y un detector UV-Vis SPD-10Avp (Shimatzu, Jap6n) que mide a 265 nm. Las
mediciones se realizaron isocraticamente usando un buffer de elucion 100 mmol /L fosfato
potasio pH 3. El AA total se midi6é de forma similar a partir del extracto obtenido, después

de reducir dehidroascorbico (DHA) con 10 mmol/L DTT.

Medida de Glucosinolatos en hojas de Kale

Fundamento:

Los glucosinolatos se extraen con metanol a partir de hojas de Kale inactivando

previamente la enzima mirosinasa para evitar su degradacion. El extracto metandlico se
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utiliza luego para hacer una separacion de compuestos mediante una cromatografia
gaseosa (Figura 6) y posteriormente se analizan los compuestos separados mediante

espectrometria de masa (CG-MS).

422>97 Glucoiberin

388>97 Progoitrin

358>97 Sinigrin
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Figura 6: Tiempos de separacion de los diferentes glucosinolatos presentes en las cruciferas en una
cromatografia gaseosa (Tian et al., 2005).

Procedimiento

Se colocaron 15 discos de tejido en un mortero los cuales se trituraron con nitrdgeno
liquido homogeneizando la muestra para luego verterla en un tubo tipo Eppendorff.
Posteriormente se calentaron en un bloque seco a 75°C por 2 min.

Se precalenté metanol 70% (v/v) a 70°C, y se agregd 1 mL a cada muestra, se incubo en
un bafo de agua a 70°C por 20 min. Luego se centrifugd a 6000 rpm 5 min a 18°C. Se
extrajo el sobrenadante colocandose en un Eppendorff y ajustando el volumen a 1 mL con
metanol 70%.

Se guardaron los extractos de glucosinolatos a -80°C hasta su analisis.

La medicion fue realizada en el laboratorio de Quimica Organica de la Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires (Ciudad Auténoma de
Buenos Aires) implementando el método analitico de cromatografia gaseosa acoplada a

espectrometria de masa.
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Resultados:

Pérdida de peso y conductancia estomética

Se pesaron las hojas diariamente y se determiné el porcentaje de pérdida de peso al final
del almacenamiento.

Las muestras control perdieron aproximadamente un 4,5% del peso inicial, mientras que
las muestras tratadas con luz blanca o roja perdieron aproximadamente un 10% de peso

inicial, no existiendo diferencias significativas entre las distintas calidades de luz (Figura

7).
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Figura 7: Pérdida de peso porcentual registrada en el control (C), tratamiento con luz blanca (LB) y con luz

roja (LR). Letras diferentes indican diferencias significativas (p< 0,05).

Antes de aplicar los tratamientos la conductancia estomatica fue similar en las muestras
control y tratadas (Tabla 6). Después del tratamiento con luz, la conductancia estomética
fue significativamente mayor en las hojas de Kale que recibieron el pulso de luz. No se
observaron diferencias significativas para la conductancia estomética entre las hojas

tratadas con luz blanca y las tratadas con luz roja (Tabla 6).
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Tabla 6: Conductancia estomatica de las hojas de Kale luego de 1 dia de tratamiento (D1). Las medidas se
realizaron en los controles (C, corresponde a muestras que no recibieron el pulso de luz) y en los tratamientos

con luz antes y después de aplicar el pulso de luz correspondiente. Letras diferentes indican diferencias

significativas (p< 0,05).

Tratamientos Conductancia estomatica

Antes del tratamiento Después del tratamiento
CD1 11,33+1,23°% 8,17 £2,52°
LuzBlancaD1 8,70 +0,44? 21,00 +1,98"°
Luz Roja D1 12,50 + 2,55 2 19,70 + 3,48 °

Color:

Se determiné el color superficial de las hojas de Kale utilizando el valor del &ngulo Hue
(parametro obtenido con el colorimetro que permite cuantificar los cambios de color entre
el verde y el amarillo). A partir de este valor se calculé el amarillamiento como la
diferencia del valor de Hue entre el dia inicial y el dia final del ensayo para cada
tratamiento (Hue DO - Hue D8). Una diferencia mayor del valor de Hue corresponde a un
mayor amarillamiento.

Los tratamientos con luz blanca y roja retuvieron el color de las hojas de Kale, lo que
podia apreciarse a simple vista (Figura 8), asi como también tuvieron un menor
amarillamiento (Figura 9), con respecto al control. No se obtuvieron diferencias

significativas entre las diferentes calidades de luz (blanca versus roja).

Control 4 A

Figura 8: Apariencia visual de hojas de Kale.
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Amarillamiento (Hue DO-Hue D8)
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Figura 9: Amarillamiento (cambio de Hue entre el inicio y el final del ensayo para cada uno de los
tratamientos). Cada barra corresponde al promedio obtenido para las 12 hojas analizadas por tratamiento (C:
Control, LB: Luz blanca, LR: Luz roja). Letras diferentes indican diferencias significativas (p< 0,05).

Contenido de clorofilas

Se analiz6 el contenido de clorofilas como uno de los parametros caracteristicos de
senescencia foliar.

No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos y el control luego de
dos dias de almacenamiento. Mientras que si se observaron diferencias luego de 8 dias
de almacenamiento, donde los tratamientos con luz blanca y roja presentan un contenido
de clorofilas significativamente superior al contenido de clorofilas en el control. Los
tratamientos con luz blanca y roja no presentaron diferencias significativas entre ellos

(Figura 10).
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Clorofilas totales
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Figura 10: Contenido de clorofilas totales (clorofila a+b) para el control (C) y los dos tratamientos (LB: luz
blanca; LR: luz roja) durante el almacenamiento. DO, D2 y D8 corresponden a 0, 2 y 8 dias de
almacenamiento. Letras diferentes indican diferencias significativas (p< 0,05).

Las clorofilas se degradan a medida que transcurre el tiempo desde la cosecha en los
diferentes tratamientos, pero cuando analizamos la degradaciéon de cada una de las
clorofilas (a y b) en particular encontramos que la reduccion de las clorofilas se debe en
mayor medida a las clorofilas de tipo b, ya que en cuanto al contenido de clorofilas a no
hay diferencias significativas en el transcurso del ensayo (Figura 11), mientras que en las
clorofilas b el contenido disminuyé significativamente en el control con respecto a los
tratamientos con luz. No se observé diferencias significativas entre ambos tratamientos

con luz (blanca versus roja, Figura 11).
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Figura 11: Concentracion de clorofilas a (izquierda) y b (derecha) en los diferentes tratamientos (C: control;
LB: luz blanca; LR: luz roja) y en los distintos dias. DO, D2 y D8 corresponden a 0, 2 y 8 dias de
almacenamiento. Letras diferentes indican diferencias significativas (p< 0,05).
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Contenido de proteinas

Otro de los parametros caracteristicos de la senescencia foliar es la degradacion de
proteinas. En este trabajo analizamos el contenido de proteinas solubles. Si bien entre los
dias 0 y 2 no hay diferencias significativas entre el control y los tratamientos, si se
observaron diferencias luego de 8 dias de almacenamiento, donde los tratamientos con
luz blanca y roja presentan un contenido de proteinas solubles significativamente superior
al contenido de proteinas en el control. No se obtuvieron diferencias significativas entre

las diferentes calidades de luz (blanca versus roja, Figura 12).
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Figura 12: Contenido de proteinas en hojas de Kale a lo largo del almacenamiento en los diferentes
tratamientos (C: control; LB: luz blanca; LR: luz roja). DO, D2 y D8 corresponden a 0, 2 y 8 dias de

almacenamiento. Letras diferentes indican diferencias significativas (p< 0,05).

Contenido de amonio

Dado que la masiva degradacion de proteinas durante la senescencia foliar puede llevar a
una acumulacion de amonio sobre todo en sistemas que no tienen la posibilidad de
reciclar el nitrogeno liberado durante la protedlisis, como es el caso de la senescencia
postcosecha analizamos el contenido de amonio durante la senescencia de hojas de Kale

luego de 2 y 8 dias de almacenamiento.
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Si bien el contenido de amonio parece ser menor en los tratamientos con luz blanca y luz
roja con respecto al control luego de 2 dias de almacenamiento, debemos mencionar que
las diferencias no fueron significativas (Figura 13). En el dia 8 el contenido de amonio en
las muestras control fue significativamente superior al de las muestras tratadas con luz
blanca o roja, y no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos con luz

(Figura 13).
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Figura 13: Contenido de amonio en las hojas de Kale a lo largo del almacenamiento en los diferentes
tratamientos (C: control; LB: luz blanca; LR: luz roja) D2 y D8 corresponden a 2 y 8 dias de almacenamiento.

Letras diferentes indican diferencias significativas (p< 0,05).

Contenido de Nitréogeno total

Por otra parte se analiz6 el contenido total de N por el método de Kjeldahl. El contenido
total de nitrégeno no se modific6 durante el almacenamiento en ninguno de los
tratamientos (Control, Luz blanca y Luz roja), ni a lo largo del tiempo (DO, D2, D8 que

corresponde a 0, 2 y 8 de almacenamiento respectivamente) (Figura 14).
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Figura 14: Porcentaje de nitrégeno total en hojas de Kale a lo largo del almacenamiento en los diferentes
tratamientos (C: control; LB: luz blanca; LR: luz roja) DO, D2 y D8 corresponden a 0, 2 y 8 dias de
almacenamiento con las correspondientes repeticiones.

Contenido de acido ascorbico

Se analiz6 el contenido de &cido ascorbico, como uno de los parametros de calidad
nutricional. Luego de 2 dias de almacenamiento el contenido de &cido ascoérbico
disminuye en el control y en el tratamiento con luz blanca. Luego de 8 dias de
almacenamiento, el contenido de AA disminuye en todos los tratamientos, si bien los
tratamientos con luz blanca y roja presentan un contenido de &cido ascoérbico
significativamente superior al del control. Los tratamientos con luz blanca y roja no

mostraron diferencias significativas entre ellos luego de 8 dias de tratamiento (Figura 15).

Acido ascorbico total

ug de acido ascorbico/g

Figura 15: Contenido de &cido ascérbico a lo largo del almacenamiento en los diferentes tratamientos (C:
control; LB: luz blanca; LR: luz roja). DO, D2 y D8 corresponden a 0, 2 y 8 dias de almacenamiento. Letras

diferentes indican diferencias significativas (p< 0,05).
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Contenido de glucosinolatos

En el laboratorio del INFIVE se prepararon los extractos metandlicos que fueron enviados
al laboratorio de Quimica Orgénica de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la
Universidad de Buenos Aires (Ciudad Autbnoma de Buenos Aires) para realizar el analisis
por CG-MS.

Los resultados obtenidos se presentan en las Tablas 7-9.

Tabla 7: Glucosinolatos identificados en hojas de Kale, en el modo i6nico negativo con la matriz nHo.

a) nHo
[M-HT Ctrol t=0 Ctrol tf Luz Luz roja
blanca
GTR | 409.4200 Si Si Si si
GER | 421.4900 Si Si Si si
GIB/ | 423.46/4 Si si Si si
GNS | 23.45

Tabla 8: Glucosinolatos identificados en hojas de Kale, en el modo i6nico positivo con sodio como aducto con
las matrices nHo. CHCA, 9AA, GA.

3 | [MsNa+ (trol t=0 Ctrol t=tf Luz Blanca Luz Roja

nHo | CHCA | 9AA | GA | nHo | CHCA | 9AA | GA | nHo | CHCA | 9AA | GA | nHo | CHCA | 9AA | GA
GNA 1393900 | S | i §i §o| s s S| §
GER | 444.4900 § §

Tabla 9: Glucosinolatos identificados en hojas de Kale, en el modo i6nico positivo con potasio como aducto

con las matrices nHo. CHCA, 9AA, GA.
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a)

[M+K]+

Ctrol t=0

Ctrol t=tf

Luz Blanca

Luz Roja

nHo

CHCA | 9AA

GA | nHo | CHCA | 9AA | GA

nHo | CHCA | 9AA

GA

nHo

CHCA

9AA

GA

GBN

426.4100

Si

Si

PRO

428.3900

Si

SIN

436.4500

Si

Si

GER

460.4900

Si

Si Si

Si

Si

SLB

464.4200

Si

Goc/
GBA

478.4600

Si

Tabla 10: Glucosinolatos identificados en hojas de Kale.

Abreviatura Nombre comun Formula quimica
GTR glocotropaeolin C14H1gNOGS,
GER glucoerucin C1oH25NOgS;
GIB/ glucoiberin/ C11H21NO1,S5/
GNS gluconasturtiin Ci5H21NOgS,
GNA gluconapin C11H1sNOgS,
GBN glucobrassicanapin | CioH21NO1S3
PRO progoitrin C11H19NO40S,
SIN sinigrin C1o0H16NOgS,-K
SLB sinallim C14H1gNO4S,
GOC/ glucocheirolin/ C11H21NO141S5/
GBA glucobarbarin Ci5H21NO40S,

Los resultados de las tablas pueden resumirse en las siguientes interpretaciones:

En total se identificaron 9 tipos de glucosinolatos en los extractos de Kale (Tabla 10):
cinco de ellos pertenecen al grupo de glucosinolatos alifaticos (GER, GNA GBN, PRO,
SIN), dos de ellos al grupo de los aromaticos (GTR, SLB), y otros dos que podrian ser
alifdticos o aroméaticos. En este trabajo no se detectaron glucosinolatos del grupo indélico
en las hojas de Kale.

Utilizando la matriz CHCA, se identifico el glucosinolatos GNA, en el DO, el que al final del
almacenamiento se detecté en las muestras tratadas con luz blanca y luz roja, mientras

que no estuvo presente en las muestras control.

35




Utilizando la matriz 9AA, el glucosinolato SIN, se identificO en el DO y al final del
almacenamiento se detectd en las muestras tratadas con luz roja, mientras que no estuvo
presente en el control y en las muestras tratadas con luz blanca al final del

almacenamiento.

Discusion

Para el consumo de Kale se cosechan las hojas maduras y como consecuencia de la
cosecha se induce rapidamente la senescencia foliar por lo que la vida postcosecha de
las hojas de Kale almacenadas a temperatura ambiente es muy corta (3 o 4 dias).
Durante la senescencia postcosecha de vegetales verdes, el cambio en el color de las
hojas es el sintoma mas visible de deterioro, pero ocurren en simultdneo otros cambios
que afectan la calidad comercial y nutritiva de estos productos, por ejemplo, la
degradacion de proteinas y azucares (Favre et al., 2018).

En el caso de hojas de Kale, Albornoz y Cantwell (2015) han propuesto la medida del
amarillamiento (color superficial), la determinacién del nivel de clorofilas y carotenoides y
la estimacion del pardeamiento para definir la apariencia general y evaluar la calidad
comercial del producto. Las hojas de Kale se consumen con un color verde brillante, al
igual que en otras hortalizas de hoja, éste es el atributo principal de calidad comercial del
producto. Después de la cosecha, las hojas maduras de Kale se vuelven amarillas en muy
pocos dias, y se ha demostrado que la pérdida de calidad comercial y nutricional aumenta
con el tiempo (Noichinda et al., 2007) y la temperatura de almacenamiento (Albornoz y
Cantwell, 2015). Por lo tanto, la recomendacién para el adecuado manejo postcosecha de

Kale es utilizar baja temperatura y alta humedad relativa (Noichinda et al., 2007).
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La tecnologia postcosecha méas adecuada es la refrigeracion, sin embargo, debido al
elevado costo de esta tecnologia, en paises en desarrollo como el nuestro, muchas de las
etapas que ocurren desde la cosecha hasta la llegada al consumidor se llevan a cabo a
temperatura ambiente, esto es: almacenamiento transitorio en el lugar de la cosecha,
transporte en el camién hasta el sitio de expendio, almacenamiento temporario en el
punto de venta y llegada al hogar de los consumidores (Jones et al., 2006; Yuan et al.,
2010). Por este motivo, resulta interesante buscar estrategias alternativas a la
refrigeracion para prolongar la vida postcosecha de las hortalizas a temperatura ambiente.
En este sentido una estrategia que se ha comenzado a implementar es el uso de luz
visible para prolongar la vida postcosecha de hortalizas aprovechando las facilidades que
ofrece la tecnologia de LEDs, que se encuentra en pleno desarrollo. En los dltimos afios
se han utilizado con éxito tratamientos con luz continua de baja intensidad y de diferente
calidad de luz, i.e. LEDs de luz roja, azul y blanca modificada, para retrasar la
senescencia postcosecha de Brocoli y de Repollitos de Bruselas. En ambos casos los
tratamientos utilizados lograron retrasar la pérdida de color y conservar la calidad
nutricional de estos vegetales (Ma et al., 2014; Hasperué et al., 2016).

En este trabajo estudiamos el efecto de pulsos (1 h) de luz visible de baja intensidad (20
pumoles.m?.s™), aplicados a través de tecnologia LEDs sobre la calidad comercial y
nutricional de hojas de Kale a temperatura ambiente. Los LEDs ofrecen la ventaja de ser
fuentes de luz adecuadas para realizar facilmente los tratamientos con luz visible sin
provocar un aumento de temperatura como ocurre con otras fuentes de luz. Por este
motivo, se esperaba que la implementacién del uso de LEDs para realizar los tratamientos
con luz visible fuera, entre otras cosas, una herramienta que contribuiria a disminuir la
pérdida de peso del producto dado que se evité el aumento de temperatura durante el

tratamiento luminico. Sin embargo, en este trabajo hemos observado que la pérdida de
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peso continla representando una desventaja en la implementacion de estos tratamientos
(Figura 7). Posiblemente la pérdida de peso se debe a una combinacion de varios factores
y entre ellos, la apertura estomatica juega un rol importante. Los vegetales al ser
iluminados, captan un estimulo luminico que provoca la apertura estomatica (Eckert y
Kaldenhoff, 2000). Esto ocasiona la pérdida de agua debido a la transpiracion, lo que
colabora con la pérdida de peso. En este trabajo hemos observado que el tratamiento
luminico utilizado, a pesar de ser de baja intensidad de luz, es suficiente para permitir la
apertura estomatica durante la iluminacién del producto (Tabla 6). Teniendo en cuenta
esto, se puede sugerir que los tratamientos con luz presentaron mayor pérdida de peso
debido a la pérdida de agua generada por la apertura estomatica, mientras que la pérdida
de peso en las muestras control fue significativamente inferior ya que estuvieron
almacenados permanentemente en oscuridad (Figura 7). Estos resultados coinciden con
los reportados por Noichinda et al. (2007) en Kale Chino (Brassica oleracea var.
alboglabra) donde las hojas tratadas con luz de baja intensidad (21,8 pmoles.m?.s™)
también presentaron mayor pérdida de peso. El mismo efecto del tratamiento luminico
sobre la pérdida de peso se registré en hortalizas de hoja, tal como cuando se aplicaron
pulsos de luz en hojas de Albahaca (Costa et al., 2013 b) o la aplicacién de luz continua
en hojas de Lechuga (Zhan et al., 2013).

A pesar de la pérdida de peso, podemos afirmar que el tratamiento con pulsos diarios de
1 h de luz visible result6 efectivo para retrasar el amarillamiento ya que tanto en el caso
de luz blanca como en el caso de luz roja se obtuvieron hojas de Kale mas verdes y de
mejor apariencia al final del ensayo (Figura 8 y 9).

El proceso de senescencia se caracteriza por el desmantelamiento del aparato
fotosintético, lo que implica la degradacion de clorofilas y proteinas cloroplésticas, lo cual
afecta el normal funcionamiento de los cloroplastos, provocando la disminucién de la
actividad fotosintética (Buchanan-Wollaston et al., 2003). Dado que la degradacion de
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clorofilas y proteinas se consideran como dos eventos marcadores de la senescencia de
hojas, utilizamos estos dos compuestos para analizar si los tratamientos con pulsos de luz
retrasan la senescencia de las hojas de Kale. Ambos tratamientos con pulsos de luz
(blanca o roja) retrasaron la degradacion de clorofilas (Figura 10) lo cual coincidié con los
resultados del amarillamiento de las hojas (Figuras 9).

Las plantas superiores poseen dos tipos de clorofilas, Clorofila a (Chla) y Clorofila b
(Chlb), que se encuentran asociadas a proteinas formando los complejos clorofilas-
proteinas ubicados en las membranas tilacoidales y que estan involucrados en el proceso
de fotosintesis (Valla, 1979). Al analizar los dos tipos de clorofilas, clorofila a y b,
encontramos que la degradacién de clorofilas totales, luego de 8 dias de almacenamiento,
se debe principalmente a la degradacioén de clorofila b, ya que la degradacién de clorofilas
b fue mayor que la de clorofila a en todos los casos (Figura 11). Resultados similares
fueron reportados por Noichinda et al. (2007) en Kale Chino donde la clorofila a se
mantuvo, mientras que la clorofila b disminuyé especialmente en el control, siendo este
efecto menor en las hojas tratadas con luz de baja intensidad (21,8 pmoles m? s™). El
mismo comportamiento reporta Favre et al. (2018) en Brécoli tratado con luz blanca de
baja intensidad (20-25 umoles m? s™). Este resultado puede relacionarse con el hecho de
gue el primer paso de la degradacion de la Chlb es la reduccion enzimatica (catalizado
por la Chlb reductasa) para transformarse en Chla (Hortensteiner, 2006), por lo tanto las
evidencias obtenidas en este y otros trabajos sugieren que el efecto de la luz sobre la
degradacion de clorofilas, seria a nivel de un paso posterior de la via de degradacién de
clorofilas a.

En cuanto a las proteinas, podemos mencionar que en el caso de senescencia
postcosecha de vegetales, la intensa actividad proteolitica que se induce durante la
senescencia conduce a la degradacion de proteinas acompafiada de una ligera
acumulacion de amonio producto de este metabolismo (Rolny et al.,, 2011; Costa et al
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2013 a). En este trabajo hemos observado que ambos procesos se ven retrasados por
efecto de los tratamientos con luz visible (Figuras 12 y 13) ya que en las hojas de Kale
tratadas se observaron mayores contenidos de proteinas solubles al final del
almacenamiento y no se observdé acumulacién de amonio independientemente de la
calidad de luz utilizada, mientras que en las muestras control disminuyeron las proteinas y
se acumulé amonio al final del ensayo (Figuras 12 y 13). Estos resultados coinciden con
el trabajo realizado por Favre et al. (2018) en Bracoli, donde los tratamientos con pulsos
de luz visible de 1 o 2 h retuvieron aproximadamente el 70% de las proteinas mientras
que las muestras control so6lo el 50%. Similares resultados obtuvieron Costa et al. (2013
b) en Albahaca donde el tratamiento de 2 h de luz de baja intensidad (30-37 umoles.m?.s’
1) fue efectivo para retener las proteinas.

En cuanto a la acumulacion de amonio observada en el control, para el caso de Kale,
Albornoz y Cantwell (2015), detectaron un incremento en el contenido de amonio de hojas
de Kale, luego de 14 dias de almacenamiento a 5°C. Resultados similares a este trabajo
se obtuvieron en Albahaca luego de 5 dias de almacenamiento a temperatura ambiente
en el control, mientras que las hojas tratadas con pulsos de luz blanca no mostraron
diferencias significativas con el primer dia de almacenamiento (Costa et al., 2013 b).

Dado que durante el almacenamiento postcosecha de Kale el contenido de N total de las
hojas no se modificé (Figura 14) a pesar de la degradacion de proteinas, podemos sugerir
gue en el proceso de senescencia la distribucion de compuestos nitrogenados proteicos y
no proteicos se modificd.

Otro aspecto importante a considerar es el efecto del tratamiento con luz visible de baja
intensidad sobre el contenido de otros compuestos que definen la calidad nutricional de
Kale, i. e. &cido ascérbico, fenoles y glucosinolatos.

Las hojas de Kale, aportan un alto contenido de acido ascorbico (Becerra-Moreno et al.,
2014; Korus, 2011). Sin embargo, su contenido disminuye rapidamente después de la
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cosecha, por lo que conservar estos compuestos es muy importante. Con los tratamientos
de pulsos de luz blanca y luz roja se logré retrasar la degradacion de acido ascorbico,
mientras que en el control la disminucion de &cido ascorbico fue significativa (Figura 15).
El retraso en la degradacién de acido ascorbico mediado por la luz ha sido reportado
previamente en hojas de Espinaca tratadas con pulsos de luz de baja intensidad y
almacenadas en frio (Gergoff et al., 2013); y en hojas de Lechuga tratadas con luz
continua de baja intensidad a 4°C (Zhan et al., 2013).

Analizamos ademas los glucosinolatos en las hojas de Kale, otros compuestos de gran
importancia en cuanto a la calidad nutricional. Todos los glucosinolatos identificados en
este trabajo han sido reportados previamente en Kale y en otras Brasiccaceas (Hwang et
al., 2019; Deng et al., 2017). La mayoria de los glucosinolatos que identificamos, estan
presentes tanto en las muestras del dia 0, como luego de 8 dias de almacenamiento en
todos los tratamientos. Ahora bien, de los glucosinolatos identificados, dos de ellos
resultaron de interés por sus propiedades nutraceuticos descriptas: gluconapin (GNA) y
sinigrin (SIN) (Tabla 11). El glucosinolato sinigrin se ha reportado como anticancerigeno,
antibacterial y antioxidante (Hwang et al., 2019). Estos dos compuestos, se detectaron en
las muestras del dia 0 y en las muestras tratadas con luz roja (GNA y SIN) y luz blanca
(GNA) se detectaron al final del almacenamiento, mientras que no se detectaron en las
muestras control. Es decir, el tratamiento con luz visible de baja intensidad fue efectivo
para conservar glucosinolatos de interés nutricional. Esto concuerda con los ensayos
realizados en Brocoli (Kopsell y Sams, 2013; Gomez-Lobato et al., 2017) y en Repollo
Pakchoi (Brassica campestris L. ssp. chinesis (L.) Makino var. communis Tsen et Lee)
(Yang et al., 2009), en los cuales las muestras tratadas con luz mostraron un retraso en la
degradacion de los glucosinolatos.

Considerando todos los resultados obtenidos, dado que los tratamientos con pulsos de luz
visible de baja intensidad fueron efectivos para retrasar el amarillamiento de las hojas de
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Kale, y retrasar la degradacion de clorofilas y de proteinas durante el almacenamiento a
temperatura ambiente podemos afirmar que retrasaron la senescencia postcosecha.
Ademas podemos sugerir que, dado que no hay diferencias significativas entre los
tratamientos con pulsos de luz blanca y roja, la aplicacion de pulsos con luz roja seria
suficiente para lograr un retraso de la senescencia. Ademas, los tratamientos con pulsos
de luz visible de baja intensidad lograron mantener la calidad nutricional de Kale, ya que
retuvo el contenido de &cido ascorbico y glucosinolatos. El efecto de los pulsos de luz
sobre la calidad comercial y nutricional del Kale fue independiente de la calidad de luz

aplicada en los tratamientos.

Conclusion

Teniendo en cuenta que la oscuridad acelera el proceso de senescencia en el presente
trabajo se plante6 como hipétesis que la aplicacion de pulsos de luz de baja intensidad
retrasa la senescencia postcosecha en Kale. Para ello se evaluaron dos tratamientos
posibles: pulsos de luz blanca de baja intensidad y de luz roja de baja intensidad. En base
a los resultados obtenidos se observé que independientemente de la calidad de luz
utilizada en este trabajo, los tratamientos lograron retrasar la senescencia postcosecha en
Kale almacenado a temperatura ambiente, preservando tanto la calidad comercial como

nutricional.
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