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Resumen

RESUMEN

En el presente trabajo se estudié la influencia del genotipo, estado de desarrollo,
condiciones de almacenamiento y métodos de procesamiento y coccién sobre los niveles y
estabilidad de los antioxidantes (AOX) en berenjena. El acido clorogénico (CGA) fue el
antioxidante mayoritario durante todo el desarrollo ontogénico y se redujo progresivamente
con el crecimiento de las berenjenas. Los frutos en estadios iniciales (“baby”) presentaron una
capacidad antioxidante dos veces mayor que los frutos desarrollados. A pesar de tratarse de
una especie sensible al frio, las berenjenas “baby” mostraron un mejor almacenamiento a 0 °C
en contraposicién a los estados mds avanzados. En una segunda parte del trabajo se evaluaron
los cambios en los AOX de berenjenas violetas completamente desarrolladas durante el
almacenamiento a la temperatura recomendada (10 °C) y en condiciones de dafio por frio (0
°C). A diferencia de lo que ocurre en muchos otros productos en los que luego de la cosecha
prevalecen los procesos degradativos, la capacidad antioxidante de las berenjenas conservadas
a 10 °Cy el CGA se incrementaron durante 14 d. Contrariamente en frutos almacenados a 0 °C
y luego de un aumento inicial de la capacidad AOX se observé una marcada degradacion. Los
cambios en el contenido de acido quinico y la ausencia de acido cafeico libre, ambos
precursores del CGA, sugieren que el CGA seria sustrato directo en las reacciones de
pardeamiento en frutos conservados a 0 °C. Posteriormente se evalud la distribucién vy
estabilidad de los AOX fendlicos en la pulpa de berenjenas violetas y blancas, durante el
almacenamiento a 10 °C por periodos prolongados (30 d). La capacidad antioxidante, junto con
la localizacién in situ, mostraron que el CGA se acumula en forma preferencial en la zona
interna de la pulpa. Luego de 30 d de almacenamiento se observd que los AOX resultan mas
estables en frutos blancos, mientras que ocurrid una disminucién en los violetas. La
localizacién y actividad de las enzimas polifenoloxidasa (PPO) y peroxidasa (POD) no
correlacionaron con dicha pérdida de antioxidantes fendlicos, aunque si se asocié con la sobre-
produccidn de perdxido de hidrogeno de los tejidos. Los resultados sugieren que la reduccién
de CGA a 10 °C se deberia a la formacién de paredes secundarias en fibras, haces vasculares y
semillas mas que a reacciones de pardeamiento. En un ultimo grupo de ensayos se estudio la
influencia de diferentes condiciones de procesamiento (escaldado, salado, trozado,
congelacion, deshidratacion y liofilizacién) y coccidén (métodos hiumedos a presion atmosférica
y sobre-presiéon, microondas y secos: grillado y horneado) en la retencion de AOX en
berenjenas violetas y blancas. Los resultados de este trabajo mostraron que, con excepcion de
los métodos de deshidratacidn, en los que las pérdidas fueron muy elevadas y similares para
los dos tipos de frutos, las berenjenas blancas mostraron una mayor retencion de AOX que las
violetas en respuesta al procesamiento. Es importante mencionar que en algunos métodos de
coccién se observa un aumento en la capacidad antioxidante (expresada sobre materia seca)
sugiriendo la liberacidon de compuestos previamente insolubles o bien la sintesis de novo de
algunos compuestos con propiedades anti-radicales (ej. productos de la reaccidon de Maillard).
Independientemente de esto el estudio mostréd que la matriz del vegetal posee elevada
importancia en la retencion de AOX ante diferentes condiciones de procesamiento y
preparacion.
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INTRODUCCION GENERAL

1. BERENJENA

Las berenjenas (Solanum melongena L.) son junto al tomate (Solanum lycopersicum L.) y
al pimiento (Capsicum annuum L.), las hortalizas de fruto pertenecientes a la familia de las
Solandceas mas ampliamente conocidas y difundidas (Doganlar y col., 2002; Sekara y col.,
2007; Knapp vy col., 2013). A pesar de que las berenjenas presentan una gran diversidad en
términos de tamafio, forma (elongada, ovoide, redonda o alargada) y color (violeta, blanco,
verde o rayadas), las tipo Americano, elongadas y de color violeta oscuro, son las mas
populares en los mercados Occidentales (Akanitapichat y col., 2010; Mufioz-Falcén y col.,
2008, 2009; Liao y col.; 2009). Los frutos son empleados cocidos y en varios platos alrededor

del mundo (Nothmann, 1986; Demir y col., 2002; Hanson y col., 2006).

Mas alld de sus caracteristicas particulares en términos de apariencia, sabor, color y
textura las berenjenas son uno de los vegetales con mayor capacidad antioxidante. Se han
descrito numerosos beneficios aportados a la salud, los cuales se han atribuido
mayoritariamente al alto contenido de compuestos fendlicos hallado en dichos frutos (Cao y
col., 1996; Plazas y col., 2013a,b). Estudios epidemiolégicos sugieren que las dietas ricas en
polifenoles ofrecen proteccién contra el desarrollo de enfermedades crénicas como cancer,
diabetes, osteoporosis, y enfermedades cardio- y neuro-degenerativas (Pandey y Rizvi, 2009).

La berenjena es uno de los vegetales mas ricos en este grupo de compuestos bioactivos.

1.1. Historia del cultivo

La evolucion y domesticacion del cultivo de berenjena han sido extensamente
estudiadas a través de aspectos histéricos, morfolégicos y moleculares (Mufioz-Falcén y col.,
2009). Las técnicas moleculares modernas resultaron de gran utilidad, ya que los analisis

tradicionales (como los morfoldgicos y las caracteristicas de compatibilidad o fertilidad), eran
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insuficientes para la clasificacién de las especies existentes, debido a la gran variabilidad y
complejidad del llamado “complejo berenjena”, que incluye a las formas -cultivadas

tradicionales y a las especies silvestres cercanamente relacionadas (Prohens y col., 2005).

Existe consenso en que la berenjena fue domesticada en el Sudeste de Asia, teniendo
lugar especialmente en el nordeste de India y sudoeste de China, a partir de la especie silvestre
originaria de Africa, Solanum incanum L. (Lester y Hasan, 1991; Daunay y col., 2001a; Frary y
col., 2007; Hurtado y col., 2012). La regién de Indochina se reconoce asi como el centro de
diversidad primario de la especie Solanum melongena (Prohens y col., 2005; Frary y col., 2007).
A partir de alli, la expansién del cultivo a centros secundarios de diversificaciéon, generd una
amplia variabilidad en los caracteres que hoy podemos observar, debido a fuerzas evolutivas
como la mutacidn, seleccion natural, seleccién artificial, desviacidon genética y recombinacion
(Prohens y col., 2005; Sekara y col., 2007). El cultivo fue llevado posteriormente al este de
Africa por navegantes iranies y arabes, e introducida en Europa a través de Espafia, antes del
siglo X. Desde la Peninsula Ibérica, la berenjena se habria difundido lentamente, a otros paises

europeos y de América (Prohens y col., 2005; Daunay, 2008).

La transformaciéon de los pequefios frutos silvestres de color verde durante Ia
domesticacion, involucré una gran expansién del tamafio, diversificacién del color y una
disminucién del caracter espinoso de las plantas y del amargor de los frutos. De esta forma, el
paso a centros secundarios geograficamente distantes, llevaron a la aparicién de variedades
especificas para cada region del mundo, pudiendo considerarse dos grandes tipos de
berenjena: “Occidentales”, halladas en Medio Oriente, Africa, Europa y América; u
“Orientales” encontradas en el este y sudeste de Asia (Daunay y Janick, 2007; Daunay, 2008;

Meyer y col., 2012; Vilanova y col., 2012; Hurtado y col., 2012; Knnap y col., 2013).
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Otras especies de relativa importancia y relacionadas con Solanum melongena L., son la
berenjena escarlet (Solanum aethiopicum L.) y la berenjena gboma (Solanum macrocarpon L.)
que se producen y consumen principalmente en Africa (Daunay y col., 2001b). Estos materiales
constituyen recursos genéticos de gran interés para la mejora de la berenjena y para la

ampliacidn de su base genética (Blasco-Villarroya, 2009).

1.2. Principales variedades

Si bien existen varias clasificaciones botdnicas para definir las variedades de Solanum
melongena L., la mas habitual es la de Bailey (1947) que distingue tres tipos, utilizadas como
sindnimos a pesar de las diferencias morfoldgicas, ellas son: S. melongena L. var. esculentum,
que engloba a las formas comunes; S. melongena L. var. serpentinum, que incluye tipos
varietales con frutos muy largos; y S. melongena L. var. depressum, de frutos pequefios,

redondos y precoces (Muioz-Falcén y col., 2005).

Por su parte, Cantwell y Suslow (2000) subdividieron desde el punto de vista comercial a
las variedades mds comuUnmente encontradas y consumidas en Estados Unidos, distinguiendo

los siguientes tipos:

Americana: frutos de forma ovalada o globosa, firmes, con piel
de color violeta oscuro y caliz verde claro.

Japonesa: frutos elongados y delgados, de color purpura claro a
oscuro. Se las considera muy perecederas.

Mini-Japonesa: pequefia, redonda y con vetas de diferentes
9| tonalidades entre el purpura y violeta.
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China: variedad elongada y delgada, de color purpura claro.

Blanca: frutos mas pequefios y de forma ovalada o globular, que
presentan una piel delgada y clara.

Rayada: frutos caracterizados por presentar forma ovalada y piel
de color de fondo blanco cubierto por estrechas lineas violetas.

Como puede observarse, los caracteres mas importantes en la clasificacién de las
berenjenas son la forma, el tamafio y el color. A su vez, |la presencia de espinas en la plantay la
longitud de fruto recubierta por el cdliz, son también tenidas en cuenta. Dentro de las
variedades de berenjena preferidas en la actualidad por los mercados Occidentales, se
destacan las de tipo violeta-negro y las rayadas, sin embargo han ganado popularidad como
nuevas forma de comercializacién los frutos blancos o aquellos de pequefio tamafio (“baby”)
que permiten su venta como especialidades o se utilizan para la preparaciéon de encurtidos

(Prohens y col. 2005, Knnap y col., 2013, Mohammed y Brecht, 2003).

1.3. Produccion y consumo de berenjenas

En la actualidad, la berenjena se considera el tercer cultivo en importancia dentro de las
Solandceas, luego de la papa y el tomate (Sekara y col., 2007). Conforme a datos de la FAOQ, la
produccion mundial de berenjenas se incrementé notablemente en los ultimos 20 afios,
pasando de 11,8 millones de toneladas en el afio 1991 a 46,8 millones de toneladas en 2011,
con una superficie implantada de 1,8 millones de hectareas (FAOSTAT, 2014). La produccion de
berenjenas se encuentra en la actualidad altamente concentrada, con mas de un 90%

representada sélo por 5 paises (Ali y col., 2011). China es el principal productor, alcanzando en
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2011 una participacion de 60% del total mundial. Le sigue en importancia India (25%), y en
menor medida Iran (2,6%), Egipto (2,5%), Turquia (1,8%), Indonesia (1,1%), Japdn (0,7%), Italia

(0,5) y Espafia (0,4%) (FAOSTAT, 2014).

Al igual que la produccion, el comercio internacional de berenjenas ha mostrado una
tendencia creciente. En el ano 2011, la exportacion mundial alcanzé 440 mil toneladas. Entre
los paises con los mayores volimenes de producto exportado se destacan Espafia (27,8%),
Jordania (14,7%), México (11,1%), Holanda (10,8%) e Irdn (5,2%). Los principales paises
compradores de esta hortaliza en orden de importancia, y que concentraron el 70% del total
comercializado fueron: Estados Unidos, Francia, Alemania, Siria, Rusia, Irak, Italia, Canada y

Reino Unido (FAOSTAT, 2014).

En nuestro pais el cultivo se realiza a campo o en inverndculos, concentrandose en los
cinturones horticolas de diferentes zonas, donde se destina al mercado interno para su
consumo en fresco (Mangione y Sanchez, 1999). Segln el Censo Nacional Agropecuario de
2002, Argentina cuenta con una superficie implantada de 1.254 hectdreas a campo y 28,9 bajo
cubierta. Esto permite estimar una produccién superior a 30.000 toneladas anuales. Las
principales provincias productoras son: Buenos Aires (23%), Santa Fé (17%), Salta (17,5%),
Cordoba (7,5%), Jujuy y Mendoza (6,8%) y Formosa (4,3%). El ingreso al mercado se produce a
lo largo de todo el afio desde las distintas zonas del pais, con una disminucién de la oferta
durante el invierno, cuando comienza la importacién desde Paraguay y Brasil (Mangione y

Sanchez, 1999).
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1.4. Descripcion botdnica

La berenjena es una planta herbacea, aunque sus tallos lignificados le dan un aspecto
arbustivo (Figura 1.1). Puede rebrotar en un segundo afio si se cuida adecuadamente, sin
embargo la produccién se reduce y la calidad de los frutos es menor, por lo que
comercialmente los cultivos se manejan en general de forma anual (Nothman, 1986). El
sistema radicular es potente y muy desarrollado, posee un tallo de 1,5-2,0 m de altura, con
tallos secundarios. Las hojas de largo peciolo, con nervaduras y espinas, se insertan al tallo de

forma alterna.

Figura 1.1. Cultivo de berenjena en inverndculo y apariencia caracteristica de las plantas.

Las flores de color violaceo, muestran en su pedunculo y caliz abundantes espinas. Los
estambres presentan anteras muy desarrolladas de color amarillo por debajo del estigma,
dificultando la fecundacién directa. El caliz de la flor perdura después de la fecundacion y crece
junto al fruto, envolviéndolo por su parte inferior (Figura 1.2). La mayor parte de las
variedades florecen en racimos de tres a cinco flores, una de las cuales da lugar a un fruto
comercial. La fecundacién es autégama, aunque también puede haber cruzamiento con flores

de otras plantas o incluso de la misma planta (Daunay y col., 2001a; Daunay y Chadha, 2004).
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Figura 1.2. Evolucion de la floracién y posterior fructificacion de berenjena.

El fruto muestra notables diferencias entre cultivares, siendo su color, forma y tamafio
los rasgos mas variables (Nothman, 1986). De acuerdo al origen anatémico de la planta, las
berenjenas se clasifican como frutos inmaduros tipo baya. Como el tomate y pepino, el fruto
completo puede consumirse, incluyendo el tejido placentario, semillas y piel. Las semillas son
pequenas y de color blanco o amarillo, pudiendo mantener su poder germinativo por 4 a 6

afos (Sekara vy col., 2007; Frary y col., 2009) (Figura 1.3).

Pedinculo FRUTO INMADURO

Parénquima
sub-epidérmico

b

Zona medular

. Semillas
Tejido placentario

Figura 1.3. Apariencia y caracteristicas anatomicas del fruto de berenjena.
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1.5. Requerimientos agronémicos

* Temperatura: la planta requiere temperaturas relativamente altas para su
crecimiento. Por ser un cultivo originario de clima tropical y sub-tropical, llega a tolerar
hasta 40 °C. La temperatura media dptima para el desarrollo del fruto es de 21-29 °C,
mientras que una temperatura préoxima a la minima (10-12 °C), retrasa la floracién y
fructificacidon (Andnimo, 2004b; Chen y Li, 1996).

* Humedad: la humedad relativa éptima es cercana al 65%. Humedades relativas
muy elevadas favorecen el desarrollo de enfermedades aéreas y dificultan la fecundacion.
Efectos similares se producen cuando la humedad relativa es escasa (Andnimo, 2004b;
Cheny Li, 1996).

* Luminosidad: es una planta muy exigente en luminosidad, requiere de 10 a 12
horas de luz, si esta es insuficiente se produce el aborto de flores y un mayor desarrollo
vegetativo (Andnimo, 2004b; Chen y Li, 1996).

* Suelo: es poco exigente, debido a que posee un potente y profundo sistema
radicular. En suelos arcillosos pueden presentarse problemas de asfixia radicular,
mostrando rapidamente los sintomas (Anénimo, 2004b; Chen y Li, 1996).

* pH y salinidad: los valores de pH dptimos oscilan entre 6-7, aunque en suelos
menos pesados puede cultivarse con valores de pH superiores (7,0 y 8,5). En suelos acidos
presenta problemas de crecimiento y produccion. Es menos resistente a la salinidad que el
tomate, siendo mas sensible durante las primeras fases del desarrollo (Anénimo, 2004b;

Cheny Li, 1996).

1.6. Composicion nutricional

En las ultimas décadas se ha establecido la importancia de la dieta como parte
fundamental del crecimiento y desarrollo de las personas, asi como por su impacto en la salud

(Martin y col., 2013). En general, los productos fruti-horticolas se destacan por ser buena
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fuente de agua, carbohidratos, fibra, algunos minerales, vitaminas y antioxidantes. Mientras
gue a su vez son bajos en calorias, grasas y sodio, y no poseen colesterol (Vicente y col., 2009).
Asimismo, estos productos aportan una serie de compuestos no nutricionales (flavonoides,
carotenoides sin actividad pro-vitamina A, esteroles, compuestos fendlicos, glucosinolatos,

entre otros) capaces de ejercer efectos benéficos para la salud (Dias, 2012).

Si bien la composicién nutricional depende fundamentalmente del cultivar o tipo de
berenjena de que se trate (San José y col., 2013), en general, presentan un valor calérico muy
bajo al igual que el nivel de grasa y sodio. Se las considera ademds una excelente fuente de
fibra y aportan ciertas vitaminas y minerales (Frary y col., 2007). Entre las vitaminas se destaca
el contenido de vitamina K y la presencia de tiamina, niacina, vitamina B6 y acido pantoténico.
Las berenjenas se reconocen ademas por ser buena fuente de acido félico y potasio (Anénimo,

2013). En la Tabla 1.1 puede observarse la composicion de berenjenas crudas:

Tabla 1.1. Composicion nutricional de berenjena expresada cada 100 g de fruto fresco. Adaptado de
National Nutrient Database for Standard Reference. Agricultural Research Service United States
Department of Agriculture (USDA, 2013).

Composicion Proximal Minerales Vitaminas Lipidos

Agua (9) 92,30 Ca(mg) 9,00 Vitamina C (mg) 2,20  Saturados (g) 0,03
Energia (kcal) 2500 Fe(mg) 0,23 Tiamina (mg) 0,04  Monoinsat. (g) 0,02
Proteinas (g) 0,98 Mg mg) 14,00  Riboflavina (mg) 0,04 Polinsat. (g) 0,08
Grasas (9) 0,18 P (mg) 24,00 Niacina (mg) 0,65 Colesterol (mg) 0,00
Carbohidratos (g) 588 K(mg) 229,00  Vitamina B6 (mg) 0,08
Fibra (g) 3,00 Na(mg) 2,00 Folatos (ug) 22,00
Azicares (g) 3,53  Zn(mg) 0,16  Vitamina A (ug) 1,00

Vitamina E (pg) 0,30,

Vitamina K (ug) 3,50

10
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Independientemente de estas caracteristicas, la composicién de las berenjenas ha
recibido notable atencidon por ser una valiosa fuente de compuestos de alta capacidad
antioxidante, tales como antocianinas y dacidos fendlicos, (Cao y col., 1996; Stommel vy
Whitaker, 2003; Hanson y col., 2006, Frary y col., 2007). La prevencidon de mutagénesis, cancer
y enfermedades cardiovasculares son algunos de los efectos favorables informados debido a la
presencia de antocianinas en berenjena (Todaro y col., 2009). A su vez, se ha demostrado que
los compuestos fendlicos presentes en los extractos de estos frutos suprimen la metastasis
(Matsubara y col., 2005), inhiben la carcinogénesis y la aterosclerosis (Stommel y Whitaker,

2003) y tienen también accion hipolipidémica y antimicrobiana (Sudheesh y col., 1997).

Otros constituyentes de importancia nutricional presentes son los glicoalcaloides,
metabolitos secundarios que ocurren comunmente en varios miembros de la familia
Solandceas. La solasonina y solamargina son los principales tipos de estos compuestos
identificados en berenjena (Chen y Li, 1996). En la planta, tienen una funcién de defensa frente
al ataque de insectos y microorganismos (Mennella y col., 2010). En relacién con ese rol, los
glicoalcaloides son potencialmente téxicos para los humanos y resultan responsables del sabor
amargo de los frutos (Sdnchez-Mata y col. 2010). Teniendo en cuenta esto, se ha establecido
para papa una concentracién maxima de 20 mg 100 g™ de peso fresco. En general este valor se
emplea también como limite de seguridad para berenjena (Mennella y col., 2010; 2012).
Aunque estos compuestos son téxicos en ciertos niveles, en los Ultimos afios se han descripto
ciertas propiedades beneficiosas para la salud, y su empleo con fines medicinales es enfoque
de interés para la comunidad cientifica (Sdnchez-Mata y col.,, 2010). Su capacidad de
disrupcién celular y la habilidad de los glicoalcaloides para formar complejos con el colesterol
pueden propiciar efectos positivos, si son empleados en cantidades moderadas, pudiendo ser

eficaces por ejemplo, en el control de células cancerigenas (Mennella y col., 2010).

11
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1.7. indices de cosecha y calidad

Las berenjenas son cosechadas para su consumo de acuerdo al tamafio, en un estado
fisiolégicamente inmaduro y antes de que las semillas completen su desarrollo (Gajewski y
Arasimowicz, 2004; Anénimo, 2011). En general, se considera que los frutos deben cosecharse
cuando han alcanzado un 80% de su tamafo final a fin de maximizar la calidad y el rendimiento
(Mohammed y Brecht, 2003). El tiempo requerido desde la floracion hasta que los frutos
alcanzan este calibre comercial es de alrededor 15-35 dias, dependiendo de la variedad, la
temperatura y la intensidad de luz solar (Aguilar y Molinari, 1998; Uzun, 2008). Sin embargo,
las berenjenas pueden recolectarse y consumirse en todos los estados de desarrollo, incluso
los mas tempranos, esencialmente de acuerdo a las exigencias del mercado (Chen y Li., 1996;

Andnimo, 2004a).

Los frutos deben cosecharse mientras se presentan firmes, bien formados, con su piel
tersa y brillante, junto a una pulpa y semillas de color blanquecino uniforme (Siller-Cepeda,
2004; Anénimo, 2004a; Mangione y Sanchez, 1999). A medida que los frutos maduran, pierden
firmeza y su pulpa se vuelve esponjosa. En tanto, las berenjenas sobremaduras o
excesivamente grandes se tornan amargas, mostrando ademds una apariencia externa opaca y
un gran numero de semillas (Anénimo, 2004a; Mangione y Sanchez, 1999). La cosecha se
realiza en forma manual y secuencial a medida que los frutos alcanzan el tamaiio seleccionado,
normalmente cada 3 o 6 dias, de acuerdo a las condiciones climaticas, favoreciendo el

rendimiento con estas recolecciones frecuentes (Anénimo, 2004b; Mangione y Sanchez, 1999).

Los minimos requisitos de calidad exigidos para la comercializaciéon de berenjenas son:
buen estado sanitario y sin dafios, firmes, limpias, sin sabores u olores objetables y de tamafo
uniforme. La presencia de un pedunculo bien adherido al fruto, de corta longitud (para evitar

dafios entre frutos adyacentes), asi como de apariencia fresca y color verde, se consideran

12
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también importantes parametros de calidad ya que en general su aspecto declina mas

rapidamente que el del fruto (Molinar y col., 1996).

1.8. Fisiologia poscosecha

Las pérdidas en calidad y cantidad de los productos fruti-horticolas durante la
poscosecha, periodo que abarca todas las operaciones entre la cosecha y el consumo, afectan
en gran medida el rendimiento y la viabilidad comercial de un cultivo. En general, los
productos frescos tienen alto contenido de agua y estdn sujetos a la deshidratacién, el dano
mecdnico y el deterioro patoldgico. Se estima que la magnitud de las pérdidas debido a estas
causas alcanza entre 25 y 50%, segun el pais de que se trate (Kader, 2002). Para evitarlas y
mantener la calidad de un producto determinado, deben considerarse los principales factores
fisiolégicos y ambientales involucrados en su deterioro: tasa respiratoria (TR), produccion de
etileno, temperatura éptima de almacenamiento y susceptibilidad a diferentes condiciones de
estrés, para posteriormente emplear practicas poscosecha que incluyen el almacenamiento,
tratamientos complementarios y procesamiento, y que permitirdn maximizar la vida util como
alimento (Raju y col., 2011). La fisiologia poscosecha de los vegetales también depende en
gran medida de su origen anatémico en la planta y del grado de desarrollo. En este sentido las

berenjenas son frutos inmaduros (Fallik, 1995; Toivonen, 2011).

A continuacion se detallan las caracteristicas fisiolégicas y requerimientos poscosecha

especificos de los frutos de berenjena.

1.8.1. Tasa respiratoria y produccion de etileno

La respiracién es el proceso por el cual los materiales orgdnicos almacenados, son
desdoblados en productos terminales simples (CO, y agua) con liberacién de energia.

Conforme las reservas que proporcionan energia para el mantenimiento de la actividad

13




Introduccion general. Berenjena

fisiolégica se agotan, se produce una aceleraciéon de la senescencia (Kader, 2002). De esta
forma, una alta tasa respiratorio resulta en una mayor velocidad de deterioro del vegetal y se
correlaciona inversamente con la extension de la vida poscosecha (Kader, 2002; Saltveit,
2004). La tasa respiratoria varia ampliamente entre tipos de vegetales, asi por ejemplo, la papa
y cebolla tienen bajos niveles de respiracién y pueden ser almacenados por largos periodos,
mientras que productos como el brécoli muestran una alta TR y son muy perecederos

(Toivonen, 2011). En cambio la berenjena presenta valores intermedios.

Por su parte el etileno (C,H4) es un compuesto natural del metabolismo de las plantas
producido por todos los érganos y tejidos, y que afecta a muchos procesos fisioldgicos. El C,H,
regula aspectos del crecimiento, desarrollo y senescencia. A su vez, juega un papel importante
en la abscision de algunos drganos vegetales (Kader, 2002). Su produccidn puede ser inducida
por factores externos de estrés tales como: golpes, cortes, dafio por frio o condiciones

ambientales adversas (sequia e inundacién) (Yang y Pratt, 1978).

En funcidn de su patrén de respiracidon y produccién de etileno (C,H4), los frutos se
clasifican en climatéricos y no climatéricos (Figura 1.4). Los frutos climatéricos presentan un
periodo en su ontogenia durante el cual una serie de cambios bioquimicos son iniciados por la
produccidn autocatalitica de etileno, marcando el cambio entre el crecimiento y la senescencia
e implicando un incremento en la respiracion y el comienzo de la maduracién (Thimann, 1980).
Como consecuencia de la maduraciéon se producen numerosos cambios composicionales,
algunos deseables y otros no. Se destacan: la degradacién de clorofilas y sintesis de otros
pigmentos, en productos que acumulan almidén la conversiéon a azucares, ablandamiento,
produccion de volatiles, cambios en el contenido de acidos organicos, entre otros (Kader,
2002). Son frutos climatéricos la banana, manzana, tomate, durazno, melén, entre otros. Por

su parte los frutos no climatéricos, como los citricos, uva, frutilla, pepino, anand o berenjena

14
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no presentan este incremento en la respiracién y produccién de etileno y los cambios que

ocurren una vez separados de la planta suelen ser mas limitados (Toivonen, 2011).
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Figura 1.4. Patrdn de respiracion de frutos climatéricos y no climatéricos (FAO, 1987).

Las berenjenas muestran un comportamiento de tipo no climatérico, con una moderada

tasa respiratoria, en el rango de 8-11 uL CO, kg s "y una baja produccién de etileno del orden

de 0,1-0,7 ul kg™ h™', ambos medidos a 12,5 °C (Cantwell y Suslow, 2000). A pesar de esto, las

berenjenas son sensibles a la presencia de etileno y debe evitarse exponerlas productos que si

lo generan y que pueden estar presentes durante el almacenamiento o transporte. En este

sentido, se ha informado que el contacto con C,H, disminuye el tiempo de conservacién de 14

a 3-5 dias (Mangione y Sanchez, 1999). A su vez, cuando las berenjenas son expuestas a mas

de 1 ppm de etileno, puede ocurrir la abscision del cdliz y pardeamiento (Cantwell y Suslow,

2000; Kader, 2002). Por el contrario, el tratamiento con el inhibidor de la accion del etileno, 1-
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metil-ciclopropeno (1-MCP), redujo el deterioro de berenjenas almacenadas a 10 °C y luego

transferidas a 20 °C (Massolo y col., 2011).

1.8.2. Condiciones dptimas de almacenamiento: temperatura y humedad

La calidad y vida util de los productos frescos son altamente dependientes de las
condiciones ambientales. Con el objetivo de realizar un control de la actividad respiratoria y
extender el periodo de vida poscosecha, se recomienda la implementacion del
almacenamiento a bajas temperaturas (refrigeracion), lo que permite retrasar el ritmo
metabdlico (Toivonen, 2011). Esto se debe esencialmente a que por cada incremento de 10 °C,
se ocasiona un aumento exponencial de la tasa respiratoria, reflejandose en una velocidad 2 o
3 veces mayor de las reacciones metabdlicas (Kader y Salveit, 2003). A pesar de esto, debe
tenerse en cuenta que vegetales de origen tropical y subtropical, como las berenjenas, son
susceptibles al dafio por frio a temperaturas inferiores a 10 °C (Nothmann, 1986; Concellén y
col., 2007). Las berenjenas son incluso mds sensibles que los tomates y pimientos (Mohammed
y Brecht, 2003). Por esta razdén, se recomienda su almacenamiento a temperaturas no
inferiores a 10-12 °C y 90-95% de humedad relativa (HR). En estas condiciones el potencial de
almacenamiento de berenjena es de 14-21 dias, ya que posteriormente la calidad visual y
sensorial comienza a declinar (Cantwell y Suslow, 2000). Un rdpido enfriamiento a estas
temperaturas, inmediatamente después de la cosecha, es beneficioso para retardar la

decoloracidn, pérdida de peso, la deshidratacion del cdliz y las pudriciones (Kader, 2002).

En trabajos previos, se ha analizado el efecto de la baja temperatura sobre las
caracteristicas respiratorias de berenjena. Rodriguez y col. (2001), observaron que luego de 5d
de almacenamiento a 3 °C, junto a una posterior transferencia a 20 °C, la produccién de CO, de
frutos cv. ‘Black Nite’, se incrementé marcadamente y los niveles fueron incluso mayores a

aquellos conservados todo el periodo a 20 °C, confirmando su susceptibilidad al frio. Asimismo,
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se observd un aumento gradual de la produccién de etileno a partir de valores no detectables
a aproximadamente 85 pL kg® h™ hasta los 8 d a 3 °C, para luego disminuir lentamente.
Cuando estos frutos fueron transferidos a 20 °C, la producciéon de etileno se incrementé

drasticamente (100-300 veces).

En el otro extremo, como se expresd anteriormente, la exposicion a temperaturas
superiores a las recomendadas genera una reduccién en la capacidad de conservacién vy
calidad de los vegetales. Las berenjenas tienen una corta vida poscosecha, de sdlo 2 a 4 dias si
se conservan a temperatura ambiente, presentando cambios visibles que incluyen
deshidratacion y pérdida de brillo y firmeza (Mohammed y Brecht, 2003). En este sentido, el
brillo superficial y el peso de los frutos son tenidos en cuenta al juzgar la frescura, calidad y el
rendimiento de las berenjenas. Segun se informa en el trabajo de Jha y col. (2002), estos
parametros disminuyeron cuadraticamente con el tiempo de almacenamiento a 20 °C y baja
humedad relativa (80-84% HR), y se relacionaron linealmente entre si, detectandose los
cambios mas importantes dentro de las primeras 48 h. La pérdida de brillo podria ser atribuida
al incremento de la rugosidad de la superficie, que se produce como un efecto indirecto de la
pérdida de peso y deshidratacién a altas temperaturas. En otro estudio, Jha y Matsuoka
(2002), hallaron que la firmeza, el volumen, la densidad y el peso de los frutos se redujeron
significativamente con el almacenamiento a 30 °C 0 25 °C y 90% HR, manteniendo condiciones

de comercializacién sélo por 4 0 5 d, respectivamente.

Por todo lo expuesto, cabe destacar la importancia de un rdpido enfriamiento de los
frutos en poscosecha y de la implementacidon de un almacenamiento en condiciones dptimas.
Finalmente, las condiciones ambientales de conservacion generan también marcados efectos
en la composicion de los productos fruti-horticolas. En berenjena, frutos ricos en
antioxidantes, esto resulta especialmente relevante y sera analizado en detalle en las préximas

secciones.
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1.9. Principales causas de deterioro poscosecha

1.9.1. Pérdida de peso

La pérdida de peso por transpiracion es uno de los cambios mas comuUnmente
apreciados y que limita la vida poscosecha de los productos vegetales, provocando pérdidas
cuantitativas directas y mermas en la apariencia y textura (Hung y col., 2011; Kader, 2002; Ben-
Yehoshua y Rodov, 2003). La mayoria de los productos frescos se vuelven no comercializables
con niveles de pérdida de peso entre 3 y 10% (Ben-Yehoshua y Rodov, 2003). La velocidad de
pérdida de agua estd determinada por factores internos como las caracteristicas morfoldgicas
del producto, la relacion superficie-volumen, los dafos superficiales y el estado de madurez. El
dafio por frio puede inducir a una mayor deshidratacion, como consecuencia de lesiones en la
piel y del tejido interno (Hung y col., 2011). A su vez, las condiciones ambientales como la
temperatura, humedad relativa y movimiento del aire, influyen en el desarrollo del fenémeno

durante el almacenamiento (Kader, 2002).

Las berenjenas son altamente susceptibles a la pérdida de agua. En general, se considera
que estos frutos se vuelven no comercializables luego de perder 7-10% de su peso fresco
(Mohammed y Brecht, 2003). El cdliz es la principal ruta de pérdida de agua, contribuyendo al
65% del total. A su vez, en frutos pequefios 0 menos desarrollados, en los que la relacién entre
el drea de caliz y el area del fruto es alta, la pérdida relativa de agua es mayor que en
berenjenas de tamafio grande (Diaz-Pérez, 1998). En la medida que la deshidratacion se
incrementa, se observa un detrimento del brillo superficial, el arrugamiento de la piel y el
marchitamiento del caliz (Diaz-Pérez, 1998). Para un producto y temperatura de
almacenamiento dados, la tasa de transpiracidn se correlaciona con la HR (Hung y col., 2011).
Teniendo en cuenta esto y como se expresé en la Secciéon 1.8.1, el almacenamiento de

berenjenas a una humedad relativa del 90-95% resulta recomendable.
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Para minimizar las pérdidas de peso durante el almacenamiento se han ensayado varios
tratamientos. Cubrir con films plasticos es una opcidon a tener en cuenta para reducir la
deshidratacion (Mohammed y Brecht, 2003; Fallik, 2005). Por otro lado Hung y col. (2011),
recomendaron la humidificacidon del ambiente con nanoparticulas, observando que cuando los
frutos fueron almacenados por 10 dias a baja temperatura, la pérdida de peso alcanzé 5,3%
empleando humidificadores con escala de particula nanométrica (diametro de particula < 100
nm), respecto del 8,5% alcanzado con humidificadores ultrasénicos (didmetro de particula =
216 nm). Massolo y col. (2011), hallaron que el tratamiento con 1-MCP redujo
significativamente la pérdida de peso en berenjenas almacenadas a 10 °C. Por su parte, Hu y
col. (2010), indicaron que el tratamiento con vapor de etanol, reduce efectivamente la pérdida
de peso y mantiene la integridad de las membranas celulares en berenjenas frescas cortadas.
Asimismo, los tratamientos que protejan al cdliz de la deshidratacién, resultan beneficiosos

para la extensién de la vida poscosecha (Hung y col., 2011).

1.9.2. Daiio por frio

Como se menciond anteriormente, la principal estrategia empleada para reducir el ritmo
respiratorio y metabdlico de las frutas y hortalizas, a fin de mantener por mds tiempo su
calidad poscosecha, es la conservacion a bajas temperaturas. Un caso particular es el de los
productos de origen tropical y subtropical, como la berenjena, dado que son sensibles al frio.
Dentro de este grupo, cada especie soporta una temperatura minima por debajo de la cual

desarrollan diferentes niveles de dafio (Toivonen, 2011).

Numerosos fendmenos fisicos, fisioldgicos y bioquimicos estan relacionados con el estrés
sufrido por el tejido vegetal a causa de la exposicidn a bajas temperaturas. En general los
mecanismos que inducen lesiones, son asociados con cambios en la integridad y funcionalidad

de las membranas celulares. En este sentido, se ha estudiado que la naturaleza fisica de los
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lipidos de membrana son los responsables de la habilidad de adaptacién de las plantas a las
condiciones ambientales. En el caso del desarrollo de dafio por frio estaria involucrado un
evento inicial denominado “transicion de fase”, en el que los lipidos hallados en forma de
liquido cristalino, ante temperaturas menores a la critica, evolucionan hacia una fase tipo gel-
sélido (Lyons, 1973). Estos cambios generan modificaciones en el funcionamiento normal de
las membranas que incluyen: alteracién de reacciones enzimaticas, desbalance de procesos
metabdlicos, aumento de la permeabilidad y acumulacién de metabolitos téxicos. Mientras
que con la exposicidn prolongada a las bajas temperaturas, finalmente se produce el dafio y
muerte celular, haciéndose visible en el producto a partir de lesiones superficiales,
pardeamiento interno, lentitud en los procesos de maduracion, entre otros. Asimismo, suele
ocurrir la aparicion de pudriciones en las zonas afectadas, por la infeccién secundaria de

ciertos microorganismos (Salveit, 2003; Toivonen, 2011).

Las berenjenas son susceptibles al dafio por frio cuando se las expone a temperaturas
inferiores a 10 °C y su sensibilidad difiere con la variedad, el tamafio o grado de desarrollo y la
época de cosecha (Mohammed y Brecht, 2003). La fisiopatia se caracteriza en estos frutos
particularmente por pardeamiento de la pulpa y semillas, punteado o escaldaduras
superficiales, pérdida de solutos, aparicién de olores desagradables y aumento de pudriciones
(Figura 1.5) (Molinar y col., 1996; Cantwell y Suslow, 2000; Concelldn y col., 2005). El punteado
de la piel normalmente observado, se debe al colapso de las células cercanas a la superficie y
generalmente va acompaifado de pardeamiento. Estas areas dafadas pueden incrementar la
susceptibilidad a infecciones y a la pérdida de agua, acentuando la extension del dafio (Figura

1.5) (Wills y col., 1998).
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Punteado y escaldaduras Deshidrataciony Pardeamiento de pulpay
superficiales pudriciones semillas

Figura 1.5. Sintomas de deterioro poscosecha y darfio por frio en berenjena violeta.

El grado de dafio es funcién de la temperatura asi como del tiempo de exposicion
(Purvis, 2002; Saltveit, 2003). Segun Cantwell y Suslow (2000), en berenjenas tipo Americana,
las lesiones se hacen visibles luego de 1-2d a0 °Cy en 6-7 d a 5 °C. Esos sintomas son minimos
luego de 10 d si el almacenamiento se realiza a 10 °C (Mohammed y Brecht, 2003). Por su
parte, en su trabajo con berenjenas tipo Japonesa Money Maker N° 2 almacenadas a 0 o 10 °C
por 15 d, Concelldn y col. (2007), realizaron una caracterizacién detallada de la aparicién de los
distintos sintomas de dafio por frio a través del tiempo. Los autores informaron que las
berenjenas almacenadas a 10 °C no sufrieron ningun tipo de dafio, mientras que a 0 °C este
fendmeno limité la vida util a 9 d de almacenamiento. En resumen, se indicé que: luego de 2 d
los frutos exhibieron cierta decoloracién de la piel; a partir del dia 6 se observé pérdida de
brillo, incremento de la pérdida de electrolitos, incipiente punteado superficial y pardeamiento
de las semillas; en tanto que al dia 13, el pardeamiento interno de la pulpa y la presencia de
escaldaduras en la piel fueron evidentes, sumado a una marcada pérdida de electrolitos por

disrupcién celular.

21




Introduccion general. Berenjena

La susceptibilidad al dafio por frio depende del estado de madurez del fruto. En Ia
mayoria de los casos, es mayor en frutos inmaduros. Sin embargo en berenjena esto no ha sido
aun determinado y es motivo de estudio en el presente trabajo de tesis. A su vez el dafio por
frio es acumulativo y puede iniciarse en el campo antes de la cosecha (Cantwell y Suslow,
2000). Durante el almacenamiento los sintomas se desarrollan en forma mas marcada cuando

el producto es transferido a temperatura ambiente (Purvis, 2002; Kader 2002).

1.9.3. Pardeamiento enzimatico

El pardeamiento enzimatico del tejido de frutas y vegetales es una de las principales
causas de pérdida de calidad durante el almacenamiento poscosecha o procesamiento,
conduciendo a la formacién de polimeros complejos de color marrén (melaninas). En general,
es causado por la oxidacidon de compuestos fendlicos por parte de la enzima polifenoloxidasa
(PPO, EC 1.14.18.1), que se caracteriza por presentar dos atomos de cobre en su centro activo
(Tomas-Barberan y Espin, 2001). Como se observa en la Figura 1.6, la reaccién tiene lugar
cuando, en presencia de O,, PPO cataliza la hidroxilacion de monofenoles a o-difenoles
(actividad cresolasa), y la posterior oxidacién de los o-difenoles a quinonas (actividad
catecolasa). Las quinonas son muy inestables y reaccionan con aminodacidos o proteinas

generando pigmentos marrones por polimerizacién (Pérez-Gilabert y Garcia-Carmona, 2000).
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Figura 1.6. Representacion esquemdtica de la reaccion de la enzima polifenoloxidasa (PPO) con mono y
di-fenoles, en presencia de oxigeno (O,). Adaptado de Gacche y col. (2003).

Puede encontrarse una nomenclatura diferencial entre las enzimas con actividad
monofenol oxidasa (EC 1.14.18.1) y catecol oxidasa (EC 1.10.3.2), sin embargo en general el
término polifenoloxiasa (PPO) se emplea para ambos. La mayoria de las plantas presentan
multiples formas de PPO y su funcidn estaria relacionada a la resistencia frente a patégenos y
herbivoros, aunque esto no ha sido aun totalmente dilucidado (Mayer, 2006). Por su parte, la
enzima peroxidasa (POD, EC 1.11.1.7) participa también en las reacciones de pardeamiento,
catalizando la oxidacion de fenoles en presencia de perdxido de hidrégeno. Sin embargo, dada
la baja concentracién de H,0, en el tejido de los vegetales, su contribucién al deterioro es
considerada en menor medida (Mishra y col., 2013). A pesar de esto su participacidon en

procesos lentos, como el pardeamiento interno, podria ser posible.

El pardeamiento no sélo tiene efectos negativos en la apariencia, sino que también
genera cambios en el sabor, olor, textura y caracteristicas nutricionales del producto. En este
sentido, la capacidad antioxidante de las frutas y vegetales se veria disminuida por la oxidacidn
directa de los compuestos fendlicos (Tomas-Barberan y Espin, 2001). El problema es

considerado relevante en berenjenas, por su alto contenido en este tipo de antioxidantes
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(Pérez-Gilabert y Garcia-Carmona, 2000). En general, estos frutos se comercializan como
productos frescos enteros, y mas recientemente como productos minimamente procesados
(Barbagallo y col., 2012; Ghidelli y col., 2013). La aparicién de pardeamiento enzimatico se
asocia en el primer caso, al almacenamiento por periodos prolongados o al dafo por frio
cuando se conservan a bajas temperaturas (Pérez-Gilabert y Garcia-Carmona, 2000; Concelldn
y col., 2007; Massolo y col., 2011). Mientras que en los productos frescos cortados la vida util
del producto se ve limitada, debido al rapido desarrollo de pardeamiento luego del corte y
exposicidn del tejido al aire (Barbagallo y col., 2012; Mishra y col., 2012; Ghidelli y col., 2013).
En todos los casos, se produce una alteracion y dafo de la estructura del tejido, con pérdida de
compartimentalizacién celular que permite que los sustratos fendlicos, normalmente
confinados en las vacuolas, sean liberados y entren en contacto con las enzimas responsables

del pardeamiento ubicadas en plastidos (Concelldn y col., 2007; Plazas y col., 2013a)

La medicion del pardeamiento en berenjenas puede ser llevado a cabo visualmente o
empleando un colorimetro, siendo este ultimo mas preciso y cominmente utilizado (Plazas y
col., 2013a). La evolucion de la luminosidad (L*) de rodajas de berenjenas recién cortadas, es
un buen indicador del pardeamiento interno durante el almacenamiento. Concellén y col.
(2007) encontraron que luego de 13 d de almacenamiento a 0 °C, bajos valores de L*
correlacionaron con un severo nivel de dafio por frio y de pardeamiento en pulpa y semillas, en
tanto que no observaron estos sintomas en frutos almacenados a la temperatura
recomendada (10 °C). Por su parte, Massolo y col. (2011) no hallaron en frutos enteros
almacenados por largos periodos (21 d) a 10 °C variaciones en el pardmetro L*, sin embargo
una significativa disminucidn se produjo con la posterior transferencia de los frutos a 20 °C.
Segun los autores, la disrupcion del tejido asociada a la senescencia del fruto luego de un largo
periodo de almacenamiento, junto a una induccién de las enzimas a mayor temperatura

generaria la manifestacion del pardeamiento. En el mismo trabajo, la aplicacion de 1-MCP

24




Introduccion general. Berenjena

logré controlar el pardeamiento inducido por dafo por frio. En berenjenas frescas cortadas y
almacenadas a temperatura ambiente o en refrigeraciéon, se ha observado que el
pardeamiento comienza inmediatamente luego del corte y se incrementa con el tiempo de

conservacién (Mishra y col., 2013; Barbagallo y col., 2012).

Numerosos trabajos han informado el rol central del nivel de actividad enzimdtica y
contenido fenoles en berenjena ante el desarrollo de pardeamiento. Asimismo, se indica que
es posible seleccionar variedades que presenten alto contenido de compuestos fendlicos, y a
su vez, un bajo nivel de actividad enzimatica y grado de pardeamiento, favoreciendo el
mantenimiento de la calidad poscosecha y las aptitudes nutricionales del fruto (Prohensy col.,
2007; Mishra y col., 2013; Ghidelli y col., 2013; Plazas y col., 2013a,b). De todos modos son
muy pocos los estudios que hayan demostrado evidencias directas de que la enzima sea el
factor limitante para el proceso. En tal sentido es posible que otros factores sean centrales en
la extension del pardeamiento, entre ellos la pérdida de compartimentalizacién celular, los
cambios en el pH intracelular, el incremento de la difusidn del oxigeno o de la produccién de
especies reactivas del oxigeno. Estos aspectos han recibido mucha menor atencion.
Finalmente, la presencia de otros antioxidantes en berenjena, como el acido ascorbico, puede

cumplir una funcién de proteccion frente al deterioro enzimatico (Plazas y col., 2013a).

A fin de minimizar las pérdidas causadas por el pardeamiento, numerosos estudios se
han llevado a cabo con el objetivo de controlar la actividad de PPO. Los mecanismos
propuestos actlan ante uno o varios de los componentes necesarios para el desarrollo del
fendmeno: enzima, oxigeno, cobre o sustratos. De acuerdo a esto la inhibicion puede ser
basada en el empleo de compuestos quimicos como agentes reductores (sulfitos, acido
ascorbico), quelantes de metales (acido sorbico, acidos policarboxilicos, EDTA); acidulantes
(acido citrico, malico y fosférico) e inhibidores enzimaticos (acido benzoico y cindmico), o a

través de tratamientos fisicos aplicados al producto (Quieroz y col., 2008).
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1.10. Tecnologias de poscosecha

Diversas tecnologias pueden ser implementadas en combinacién con el almacenamiento
refrigerado de los productos fruti-horticolas, con el objetivo de disminuir o retrasar el
deterioro y extender la vida poscosecha. Entre las mas comUnmente empleadas se incluye la
aplicaciéon de atmodsferas modificadas y controladas. Su empleo ofrece la posibilidad de
extender la vida atil y mantener el nivel de compuestos bioactivos de los productos vegetales
en mayor medida que el almacenamiento convencional (Li y col., 2012). En ambas tecnologias
se eliminan o afladen gases para crear una composicién atmosférica alrededor del producto
que difiere a la del aire. En general, se busca la reduccién del nivel de oxigeno (0O,) y/o
elevacion del didxido de carbono (CO,). Estas condiciones, reducen la tasa de respiracion, la
produccidn y sensibilidad al etileno, |la sensibilidad al deterioro patolégico, la pérdida de peso y

los cambios fisioldgicos, como puede ser la oxidacién (Fonseca y col., 2002).

El envasado en atmdsfera modificada consiste en el empaque de pequefias cantidades
de producto en peliculas con propiedades particulares de permeabilidad a los gases y al vapor
de agua (Salveit, 2003). Es un proceso dindmico en el que el producto y el envase
herméticamente cerrado, interactian haciendo que la atmdsfera en el interior del empaque
alcance el equilibrio adecuado. (Artés, 2006). Mientras que en una atmodsfera controlada el
producto es conservado en una cdmara donde existe un continuo ajuste y monitoreo de la

composicion gaseosa (Raju y col., 2011; Artés, 2006).

Cantwell y Suslow (2000) han indicado que las berenjenas muestran una respuesta
moderada a la aplicacién de atmdsfera modificada y controlada durante el almacenamiento o
transporte. Segun los autores, las bajas concentraciones de O, (3-5%) pueden retrasar el
deterioro y la aparicidn de pudriciones sélo por unos pocos dias, a su vez que aunque los frutos

toleran hasta 10% de CO,, la vida de almacenamiento no se extenderia mucho mas en
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presencia de altos niveles de este gas. Otros autores sin embargo han encontrado ciertas
ventajas en el empleo de estas tecnologias. Arvanitoyannis y col. (2005) observaron que frutos
de berenjenas almacenados en bolsas de polietileno a 10 °C bajo atmdsfera activa (70% N, y
30% CO,) presentaron mejores niveles de vitamina C, firmeza y calidad sensorial que aquellas
refrigeradas. Por su parte, Rodriguez y col. (2001) y Fallik y col (1995) encontraron que el
almacenamiento de berenjenas en bolsas de polietilieno no perforado (atmdsfera modificada
pasiva) a 3 °C u 8 °C, respectivamente, redujo el daio por frio. Concellén (2003) también halld
un retraso del 15-20% de los sintomas de dafio por frio al almacenar berenjenas de tipo
Japonesa con films PD941 y LDPE (Cryovac) a 0 °C por 15 dias, logrando una atmésfera de 15,3-
1,8 y 18,0-3,0 de 0,-CO,, respectivamente. Asimismo, en un estudio reciente, las peliculas de
polietileno conservaron eficazmente la apariencia externa y redujeron la pérdida de peso en
frutos de berenjena cv. ‘EmbU’, almacenados por 15 d a temperatura ambiente (De Souza y
col., 2009). Mientras que Catalano y col. (2007) observaron que la aplicacion de atmdsfera
modificada mejord los parametros de vida util y la calidad de berenjenas frescas cortadas. La
aplicacion de atmdsfera controlada con niveles de 3% O, y 3% de CO,, logré prolongar la vida
util de los frutos de berenjena por un periodo de 6 semanas, observidndose mejor aspecto
general y escasa reduccion en el nivel de azucares totales y acido ascérbico (Kaynas y col.,
1995). Mientras que en el mismo estudio los autores hallaron que un alto nivel de CO, (2% O, y

5% CO,) generd dafios.

1.11. Procesamiento

El consumo y comercializacion de frutas y vegetales frescos esta generalmente limitado
a un corto periodo de tiempo debido a varias razones, entre ellas la perecibilidad de los
productos, la estacionalidad y la naturaleza regional de la produccion. Sumado a esto, un

pobre manejo poscosecha podria determinar un incremento de las pérdidas por deterioro
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microbiolégico y por reduccion de la calidad (Alvarez y Trystram 1995). Mas allda de la
refrigeracién, la congelacién y la deshidratacién o secado de los vegetales, son las formas de
preservacion mas ampliamente difundidas y tienen relevancia econémica tanto para productos
enteros como elaborados. Por ello se cree que un procesamiento eficaz, en muchas ocasiones
es necesario. Estas operaciones permiten preservar los vegetales por un periodo de tiempo
mas amplio del que abarca su ciclo de produccién, y también ofrecer otras formas de

presentacién (Wu vy col., 2004; Muthukumarappan y Tiwari, 2011).

La congelacidon es generalmente considerada superior en la retencidon de la calidad
nutritiva y sensorial respecto de otros métodos como el enlatado y secado, y suele emplearse
con éxito en el almacenamiento a largo plazo de numerosas frutas y vegetales (Fennema,
1977). Con la congelacion se busca reducir o inhibir las reacciones quimicas y enzimaticas, el
crecimiento microbiano, la pérdida de agua, la respiracidn, entre otros factores que afectan la
calidad y la vida util (Campafione y col. 2002). Sin embargo, estas reacciones en muchos casos
no se detienen por completo, por lo que puede requerirse un tratamiento complementario
como el escaldado para su control. Este implica, el tratamiento térmico de los productos en
agua o vapor, por cortos periodos de tiempo. Las ventajas asociadas a escaldado incluyen la
inactivacién de enzimas, reduccién de la carga microbiana, eliminaciéon de los gases en el
tejido, fijacion de la textura y el color, participando en la prevencion del desarrollo de malos

olores, cambios en la textura y pérdidas de nutrientes (Bahceci, y col., 2005).

A pesar de esto, sélo unos pocos estudios han informado sobre el efecto de la
congelacion en la calidad de los frutos de berenjenas. Si bien es un método de preservacion
ampliamente utilizado en frutas y vegetales, cierta pérdida de calidad durante el
almacenamiento congelado puede ocurrir. En berenjenas particularmente, suele producirse el
pardeamiento de las semillas y la modificacién de la textura (Maestrelli y col., 2003). En

relacion a esto, Wu y col. (2008), evaluaron la estructura del tejido de berenjena por
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espectroscopia de impedancia eléctrica (EIS), después de un tratamiento de congelacién-
descongelacion y determinaron que la muestra pierde su caracter original dado que las
membranas celulares resultan dafiadas por los cristales de hielo, generando durante la
descongelacion pérdida de turgencia y electrolitos, junto a un detrimento de la textura y
apariencia. El estudio de estas propiedades, resultaria entonces necesario a fin de encontrar
condiciones de proceso que minimicen estos efectos. Por su parte, Maestrelli y col. (2003),
analizaron berenjenas partenocdarpicas sometidas a congelacién, y hallaron que estos frutos
presentaron luego de 15 meses de almacenamiento a -20 °C, bajo nivel de pardeamiento y
mejor textura respecto de los frutos control (con semillas). Segun los autores, la partenocarpia

puede ser un rasgo importante a considerar cuando se requiera el procesamiento congelado.

En tanto, el secado es utilizado en frutas y vegetales dado que ofrece diversas ventajas
respecto del producto fresco: reduccién de la masa para un facil manejo y transporte,
extensién del tiempo de conservacién y reduccion del deterioro enzimatico y microbioldgico.
Asi, una amplia gama de vegetales secos pueden hallarse en el mercado, en forma de finas
rodajas o en polvo. La reduccién de la humedad induce cambios en la forma, densidad y
porosidad del tejido; y se busca que luego de la rehidratacién, los productos muestren una
buena calidad sensorial y nutricional (Ahmed, 2011; Brasiello y col., 2013). La calidad de los
vegetales secos depende del tipo y las condiciones de secado (tiempo y temperatura), asi
como de la composicién y las propiedades fisicas de la materia prima. Los principales
problemas a resolver, en términos de calidad, se deben a la ocurrencia de contraccion,
disminucién de la capacidad de rehidratacién, cambios en sabor, aroma o color y pérdida de
nutrientes (Sablani, 2006). Ademas del secado convencional por aire o solar, otras tecnologias
como el secado a vacio, por microondas, la deshidratacién osmética o liofilizacidn estan siendo

cada vez mas empleadas.
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En berenjena los estudios se han basado en general en la evaluacién de los efectos del
secado sobre las propiedades texturales de los productos secos y/o rehidratados.
Santacatalina y col. (2011), analizaron el efecto de diferentes tipos de procesamiento (aire
caliente, secado por congelacién a presidn atmosférica y liofilizacion) sobre la textura de cubos
de berenjena (10 mm de lado) y su cinética de rehidratacion. Las muestras sometidas a secado
por congelacion a presién atmosférica presentaron propiedades intermedias, con una
capacidad de rehidratacion mds rapida que aquellas secadas por aire caliente y una dureza
ligeramente superior a las muestras liofilizadas. Segun los autores, esta seria una alternativa
interesante para lograr productos secos de berenjena de buena calidad y a menor costo. Por
su parte, Russo y col. (2013), investigaron los cambios estructurales (firmeza) inducidos en
rodajas de berenjena por el secado por aire a diferentes temperaturas (40, 50, 60y 70 °C), y su
efecto sobre el proceso de rehidratacién. Los mejores resultados fueron obtenidos a
temperatura intermedia (60 °C). Un mayor tiempo o temperatura de secado, determinaron
dafios en la estructura del tejido. Una tecnologia de secado novedosa fue aplicada por Puig y
col. (2012), quienes evaluaron los cambios estructurales en berenjena inducidos por un secado
por aire convencional y uno asistido por ultrasonido (45 o 90 W). Mientras que la
microestructura del tejido se vio negativamente afectada durante el secado convencional, ésta
se conservd en mayor medida ante la aplicacién de una energia ultrasénica moderada (45 W),
debido al menor tiempo de secado y a los menores efectos mecdnicos sobre las células de un

tratamiento de ultrasonido leve.
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2. ANTIOXIDANTES

2.1. Especies reactivas del oxigeno y dafo oxidativo

El cuerpo humano esta bajo constante estrés oxidativo, esto se debe a que todos los
organismos aerobios requieren oxigeno para la produccion eficiente de energia, sin embargo
durante la respiracién ocurren procesos oxidativos que implican trasferencia de electrones y
liberacion de radicales libres. Un radical libre es una especie quimica con uno o mas electrones
desapareados en sus orbitales externos. Debido a su configuracion electrénica, son inestables
y extremadamente reactivos, tendiendo a captar un electréon de moléculas bioldgicas, a fin de
alcanzar su estabilidad electroquimica. La molécula que cede el electrén se convierte a su vez

en un radical libre, iniciandose asi una reaccién en cadena (Halliwell, 1999).

Aunque ciertas condiciones ambientales favorecen la formacién de radicales libres, los
procesos fisioldgicos normales del organismo generan per se cierta cantidad de estas
sustancias oxidantes y no todas las reacciones de radicales libres en los sistemas vivos son
perjudiciales (Beckman y Ames 1998; Lee y col., 2004). En la cadena respiratoria se generan a
partir del oxigeno, especies parcialmente reducidas y altamente reactivas denominadas
especies reactivas del oxigeno (ERQ’s). Estas moléculas son el resultado de la excitacién del O,
a la forma de oxigeno singulete (*0,), o de la transferencia de uno, dos o tres electrones, para
formar el radical superdxido (0,°), perdxido de hidrégeno (H,0;) o el radical hidroxilo (HO*),
respectivamente. En condiciones de estrés, las ERO’s se producen en cantidades exacerbadas
(Halliwell, 1999). Por su parte, los estimulos exdgenos que incrementan la generacion de
especies oxidantes se destacan diversos tipos de radiacién, contaminantes ambientales, la
metabolizacion de farmacos, el humo del tabaco, la accién de células del sistema

inmunoldgico, o dietas deficientes en antioxidantes (Beckman y Ames, 1998).
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De acuerdo a esto, la citotoxicidad de las ERO’s en los seres vivos se produce cuando su
generacion excede la capacidad antioxidante del organismo, en un proceso denominado
“estrés oxidativo”. Las alteraciones celulares y metabdlicas por accidon de las ERO’s sobre
proteinas (alteraciones estructurales), lipidos (reaccidn en cadena de peroxidacién) y ADN
(deleciones, roturas), dan lugar a numerosos procesos fisiopatoldgicos (Lee y col., 2004). Asi,
cuando las moléculas biolégicas son dafadas oxidativamente, sufren alteraciones en su
funcionalidad, con la consecuente pérdida de homeostasis, aparicion de enfermedades vy
posible muerte celular (Jeremy y col., 2004). Numerosos trabajos han estudiado la implicancia
de las ERO’s en el desarrollo de patologias humanas, especialmente en relacién a
enfermedades cardiovasculares, neurolégicas, inflamatorias, cdncer y en los procesos de

envejecimiento (Ames y col., 1993; Halliwell, 1996; Yang y col., 2008).

Para contrarrestar los efectos del estrés oxidativo, los seres vivos poseen diferentes
sistemas de defensa antioxidante integrados por sistemas enzimaticos y no enzimaticos o
quimicos. Desde el punto de vista biolégico los antioxidantes son compuestos capaces de
oponerse a la oxidacion celular (Vicente y col., 2009). Mientras que en una definicion mas
amplia, Halliwell (1999), los describe como aquellas moléculas capaces de retrasar o inhibir la
oxidacién de un sustrato. A nivel celular existen diversas enzimas que son capaces de modular
el estrés oxidativo y que resultan una primera linea de defensa al prevenir la generacién de las
especies radicales derivadas del oxigeno molecular. Entre ellas se destacan la superdxido
dismutasa (SOD), glutatién peroxidasa (GPX), ascorbato peroxidasa (APX) y catalasa (CAT). La
SOD facilita la conversién del anién superdxido en perdxido de hidrégeno, mientras que GPX,
APX y CAT son capaces de transformar el perdxido de hidrégeno en agua (Morales-Gémez,
2011). Si el desbalance continda, un grupo de enzimas reparadoras actua a continuacion, para
revertir el dafio o prevenir futuras lesiones en los constituyentes celulares (Castenmiller,

2000). Para apoyar estos sistemas de defensa, actuan diferentes tipos de antioxidantes que
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incluyen componentes enddgenos, como las proteinas de suero y sus grupos tiol, bilirrubina y
glutation y compuestos antioxidantes provenientes de la dieta, que incluyen entre otros
grupos importantes a algunas vitaminas y a los compuestos fendlicos (Castenmiller, 2000;

Morales-Gémez, 2011).

2.2. Antioxidantes en frutas y hortalizas

Diversos estudios epidemioldgicos han mostrado que las dietas ricas en frutas y
hotalizas y otros alimentos de origen vegetal (como el té y el vino), se asocian con un menor
riesgo de muerte por patologias crdnicas, tales como enfermedades cardiovasculares y algunos
tipos de cancer, entre otras (Stanner y col., 2004; Scalbert y col., 2005). Estos efectos
beneficiosos se han atribuido en gran parte al aporte de compuestos que poseen actividad
antioxidante, dentro de los que se encuentran el acido ascérbico (AA, vitamina C),
carotenoides, tocoferoles y tocotrienoles (vitamina E), y compuestos fendlicos (Ames y col.,
1993; Liy col., 2012). En la actualidad, todos ellos se incluyen dentro del grupo de compuestos
denominados bioactivos, los cuales se definen como sustancias no nutritivas, que se
encuentran en concentraciones muy bajas, intervienen en el metabolismo secundario de los
vegetales y pueden tener un impacto significativo en la salud humana por su contribucién al
sistema de defensa antioxidante. Estas moléculas no pueden ser sintetizadas por el organismo

y deben ser obtenidas de la dieta (Kris-Etherton y col., 2002).

A continuacidn se detallardn las caracteristicas de los compuestos antioxidantes mas

representativos presentes en frutas y hortalizas:
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2.3. Acido ascérbico (AA)

El concepto vitamina C engloba a dos compuestos: el acido ascdérbico (AA) y su forma
oxidada, el acido dehidroascdérbico (DHA), ambos solubles en agua y considerados potentes
antioxidantes (Sanchez-Mata y col., 2000). La importancia nutricional de la vitamina C resulta
del hecho de que se encuentra dentro del grupo de vitaminas esenciales y su carencia produce
deficiencias en la formacién de coldgeno, afectando a los huesos y articulaciones (Moralez-
Gomez, 2011). Ademas del colageno, la vitamina C participa en la sintesis de ADN, bilis y
neurotransmisores tales como la serotonina y la carnitina, esta ultima transporta los acidos
grasos de cadena larga desde el citosol a las mitocondrias para la produccién de energia. La
vitamina C también ayuda a asegurar los niveles adecuados de diversas hormonas como
tiroxina, epinefrina, norepinefrina y esteroides (Thompson y col.,, 2010). El ser humano es
incapaz de sintetizarla, debido a que el gen que codifica para la lltima enzima en la ruta

biosintética no es funcional, por lo que debe ingerirse a través de la dieta (Chatterjee, 1973).

Para los adultos, las necesidades dietéticas se cumplen por un consumo minimo de 60 y
75 mg dia™ para hombres y mujeres en edad adulta, respectivamente. Las frutas y vegetales
son las principales fuentes dietéticas de vitamina C. Su concentracidn depende del producto
considerado, pudiendo variar entre 1 a 150 mg 100 g™ de peso fresco. Algunas frutas tropicales
y vegetales de hoja son ricos en acido ascérbico. También se consideran buena fuente frutos
como la frutilla, el kiwi, los pimientos y los citricos (Vicente y col., 2009). El AA se caracteriza
por ser un compuesto muy inestable, sensible a la luz, al oxigeno y a la temperatura,
especialmente cuando la reaccién de oxidacién esta catalizada por iones metalicos como el

Cu*"y el Fe** (Fennema, 2000).

La accién antioxidante del AA es bien conocida, reaccionando directamente con los
radicales libres al donar electrones a estas especies, por lo que previene el dafio oxidativo de

células y tejidos (Thompson y col., 2010). El acido ascorbico es eficaz en la captacion de los
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radicales anién superdéxido e hidroxilo, asi como en la neutralizaciéon del perdxido de

hidrégeno, oxigeno singulete y dxido de nitrégeno reactivo (Barros y col., 2011).

Como puede observarse en la Figura 2.1., el primer producto de la oxidacion del AA es un
radical libre denominado monodehidroascorbato (MDHA), que dismuta espontdneamente a
AA y a acido deshidroascérbico (DHA), por lo que en principio se mantendria el valor como
vitamina C (Macarrone, 1993; Potters y col., 2002). Estas dos formas oxidadas son utilizadas
por la célula para regenerar acido ascdrbico mediante la accién de enzimas solubles o ligadas a
membrana que emplean al glutation como donador de electrones. El glutatidn se restaura a su
forma antioxidante por la enzima glutation reductasa, en una reaccidon dependiente de selenio
(Thompson y col., 2010, Carocho y Ferreira, 2013). Esta combinacién de reacciones que
regeneran el AA se conoce como el ciclo de Halliwell-Asada. La vitamina C es ademas esencial
en la proteccién de enzimas que poseen metales de transiciéon (Buettner y Jurkiewicz, 1996;
Sharma y Buettner, 1993) y regenera la vitamina E mediante la reduccién del radical

tocoferoxilo, pudiendo el tocoferol recuperar asi su funcionalidad.

L- ascorbato
(AA)

Monodehidro- L-ascorbato
(MDHA)

HO HO, ;
o _ o__0 e 0 2R
HO ~ D S — { ot
= = NPl N ~of - L'loH
. r 0 OH OH
HO 0 OH

Dehidro-L-ascorbato
(DHA)

Figura 2.1. Acido ascdrbico y sus productos de oxidacion. Adaptado de Potters y col. (2002).
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2.4. Carotenoides

Los carotenoides son un grupo de pigmentos liposolubles, comunes en la naturaleza y
responsables del color amarillo, naranja y rojo de muchas plantas, flores y frutos. Estos
pigmentos poseen en las plamtas la funcidn de colaborar en la intercepcion de radiacién que
se transfiere a los centros fotosintéticos (Kopsell y Kopsell, 2006). Su importancia radica en la
funcidn cldsica que cumplen en el metabolismo de los mamiferos algunos carotenoides como
precursores de la vitamina A, y mds actualmente han recibido a su vez gran atencidn por sus
propiedades antioxidantes (Vicente y col, 2009; Stahl y Sies, 2003). Las provitaminas son
formas inactivas de vitaminas que el cuerpo no puede utilizar hasta que se convierten en su
forma activa. El organismo humano puede convertir a-caroteno, -caroteno y [3-criptoxantina
a retinol, por lo que sélo estos compuestos se refieren como provitamina A. Frutas y vegetales
de color rojo, naranja y amarillo, presentan altos contenidos de [-caroteno y otros
carotenoides, como luteina y licopeno. Los tomates, zanahorias, meldn, batata, calabaza,
damascos y verduras de hoja como la col rizada y las espinacas, son buenas fuentes de
carotenoides. Consumir las cantidades recomendadas de frutas y vegetales cada dia garantiza

una ingesta adecuada (Thompson y col., 2010).

La estructura de los carotenoides determina sus funciones bioldgicas y antioxidantes
(Figura 2.2). La mayoria de estos compuestos derivan de una cadena basal de 40 carbonos, que
incluye un sistema de dobles enlaces conjugados. Esta cadena puede llevar grupos ciclicos
terminales que en algunos casos se encuentran sustituidos con grupos funcionales que
contienen oxigeno. De acuerdo a esto y sobre la base de su composicién, los carotenoides se
dividen en dos clases: carotenos que contienen sélo atomos de carbono e hidrégeno como el
a-caroteno, B-caroteno y licopeno y xantdfilas que llevan al menos un dtomo de oxigeno en su
molécula, entre ellas se encuentran la luteina , B-criptoxantina y zeaxantina (Stahl y Sies,

2003). El patron de dobles enlaces conjugados en la cadena poliénica determina sus
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propiedades de absorcion de luz e influye en la actividad antioxidante. Los carotenoides son
moléculas lipofilicas que tienden a acumularse en membranas celulares o formando parte de
lipoproteinas. Esta propiedad también influye en sus caracteristicas de absorcion, transporte y

excrecion en el organismo (Britton, 1995; Stahl y Sies, 2003).

/LAWWV\I/W !
. HO
licopeno uteina
HO
P-caroteno P-criptexantina
OH
HO
a-caroteno zeoxantina

Figura 2.2. Estructura de los principales compuestos carotenoides en frutas y vegetales.

Entre las diversas estrategias de defensa celular frente al estrés oxidativo, los carotenos
(a-caroteno, B-caroteno y licopeno), y algunas xantéfilas (zeaxantina y luteina) se reconocen
por ser muy efectivos en el secuestro de dos especies reactivas del oxigeno, el oxigeno
singulete molecular (*0,) y los radicales peroxilo (Castenmiller, 2000; Stahl y Sies, 2003). La
capacidad de estos compuestos de desactivar el oxigeno singulete se relaciona con el nimero
de dobles enlaces en la molécula. Los carotenoides con 9-11 dobles enlaces conjugados, son
ricos en electrones y pueden absorber la energia del oxigeno singulete y distribuirla a través de
los enlaces simples y dobles en la molécula. Luego de esta reaccién, el oxigeno vuelve a su
estado triplete basal (?0,) de menor energia. Los carotenoides, no se destruyen durante el
proceso y pueden repetir el ciclo con moléculas adicionales de oxigeno singulete (Castenmiller,

2000). Por su parte, el mecanismo antioxidante de los carotenoides propuesto para el control
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de radicales peroxilo, generados en la oxidacidn de lipidos, incluye la transferencia de
electrones resultando en la formacion de cationes radicales carotenoides; reacciones de
adicién que forman radicales carotenoides aductos y reacciones en las que los carotenoides
actian como donantes de dtomos de hidrégeno formando radicales carotenoides neutros
(Castenmiller, 2000). Como se menciond anteriormente, su caracter lipofilico y la propiedad
especifica para eliminar radicales peroxilo, les permite desempefiar un importante papel en la
proteccion de las membranas celulares. La actividad antioxidante de los carotenoides depende
ademds de la tension de oxigeno presente en el sistema. A bajas presiones parciales de
oxigeno, tales como las que se encuentran en la mayoria de los tejidos en condiciones
fisioldgicas, el B-caroteno inhibe la oxidacién. En contraste, su actividad antioxidante inicial es

seguida por una accidn pro-oxidante a altas presiones de oxigeno (Stahl y Sies, 2003).

Finalmente, existen evidencias de efectos cooperativos de los carotenoides con otros
antioxidantes, por ejemplo experiencias “in Vitro” han demostrado que el B-caroteno puede
regenerar el tocoferol desde el radical tocoferil, mientras que el radical carotenoide resultante
puede posteriormente ser reparado por la vitamina C. En comparacién con los antioxidantes
individuales, las vitaminas E, C y el B-caroteno mostraron efectos sinérgicos en el secuestro de
especies reactivas de nitrégeno. Asimismo, interacciones sinérgicas entre - caroteno y a-
tocoferol resultaron en una inhibicién de la peroxidacidn lipidica significativamente mayor que

la suma de las inhibiciones individuales (Stahl y Sies, 2003).

2.5. Tocoferoles y tocotrienoles

La vitamina E, comprende ocho isoformas que incluyen cuatro tocoferoles (a-tocoferol, B-
tocoferol, y-tocoferol y 6-tocoferol) y cuatro tocotrienoles (a-tocotrienol, B-tocotrienol, y-
tocotrienol y &-tocotrienol), siendo el a-tocoferol la forma mas activa y abundante de la

vitamina E en los sistemas bioldgicos (Carocho y Ferreira, 2013). La dosis diaria recomendada
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de a-tocoferol es de 15 mg por dia (Thompson y col.,, 2010). En general sus niveles son
abundantes en semillas oleaginosas, aceitunas, nueces, mani, palta y almendras. En brécoli y
hortalizas de hoja si bien se presentan en menor cantidad, estos productos se encuentran bien

provistos (Vicente y col., 2009).

Como puede observarse en la Figura 2.3, todos los constituyentes de vitamina E
contienen una cabeza cromano (con un anillo heterociclico y un anillo fendlico) y una cola fitol

que contiene tres enlaces dobles aislados en el caso de los tocotrienoles.

Vitamina E
R' R? R Cadena lateral
Cromano

a- tocoferol CH; CH,

B- CH, H

v H  CH, 4 & 12

3 H H

o tocotrienol 8:3 5H3

B- 3 F F F
iy H  CH, 5 7 et

P H H .- .

Figura 2.3. Estructura de las diferentes isoformas de la vitamina E (tocoferoles y tocotrienoles).
Adaptado de Lampi (2011).

Estructuralmente las diferencias entre estas formas se basan en el grado de metilacion
del anilllo cromano. El anillo aromatico presente en todos los isémeros posee un grupo
hidroxilo el cual puede donar un 4tomo de hidrégeno para reducir los radicales libres (Vicente
y col., 2009; Meyer, 2011). En este sentido, la actividad antioxidante constituye la principal
funcidn de la vitamina E. Dada su naturaleza lipofilica, es frecuente en los tejidos adiposos y en
las membranas celulares, protegiendo especialmente a los dacidos grasos poliinsaturados
(PUFA’s). La vitamina E también protege de la oxidaciéon a las lipoproteinas de baja densidad
(LDL), gldbulos rojos y blancos junto a otros componentes del sistema inmunoldgico, y juega
un papel critico en la proteccién de las células de los pulmones que estan constantemente

expuestos al oxigeno. Es fundamental para el normal desarrollo de los nervios y musculos
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durante la primera infancia. La vitamina E también mejora la absorcidn de la vitamina A si la

ingesta dietética es baja (Thompson y col., 2010).

2.6. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos se distribuyen ampliamente en el reino vegetal y son los
metabolitos secundarios mds abundantes en las plantas. En la actualidad se conocen mas de
8.000 estructuras fendlicas diferentes que parten de moléculas simples a compuestos
altamente polimerizados. Todas ellas se caracterizan por presentar al menos un anillo
aromatico unido a uno o mas grupos hidroxilo y pueden dividirse en varias clases, de acuerdo
al nimero de 4tomos de carbono presentes en conjuncidén con la estructura fendlica basica.
Entre los mas importantes se distinguen: acidos fendlicos, flavonoides, taninos y otros
compuestos menos comunes como estilbenos y lignanos (Dai y Mumper, 2010; Michalak,
2006). Como puede observarse, los compuestos fendlicos son un grupo heterogéneo de
productos, con distintas caracteristicas de solubilidad de acuerdo a la complejidad de su
estructura: algunos son solubles en solventes organicos, otros son glucésidos o 4cidos
carboxilicos y por lo tanto solubles en agua, y otros son polimeros de gran tamafio y resultan

insolubles (Taiz y Zeiger, 2006).

Los fenoles muestran también una multiplicidad de funciones en la planta: pueden
actuar como mecanismo de defensa ante herbivoros y patégenos, proveen soporte mecdnico,
atraen polinizadores, algunos de ellos son pigmentos que absorben la radiacién ultravioleta y
otros actuan como agentes alelopaticos, reduciendo por ejemplo el crecimiento de plantas
competidoras (Taiz y Zeiger, 2006). Los compuestos fendlicos se encuentran en frutas,
vegetales, cereales y algunas bebidas como el té, café, vino y cerveza; y son por lo tanto
constituyentes integrales de la dieta humana. En los alimentos de origen vegetal los fenoles

contribuyen a la estabilidad oxidativa y son en parte responsables de algunas propiedades
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organolépticas, como amargor, astringencia, color, sabor y olor (Pandey y Rizvi, 2009; Dai y

Mumper, 2010).

En los ultimos afios la atencidn sobre los compuestos fendlicos se ha incrementado
marcadamente, esencialmente por el conocimiento en base a estudios epidemioldgicos, tanto
“in vitro” como “in vivo”, de sus propiedades antioxidantes y de los efectos en la prevencién de
diversas enfermedades crdnicas. Asimismo, se ha hallado que los compuestos fendlicos
pueden modular la actividad de una amplia gama de receptores enzimaticos y celulares. De
esta manera, estos compuestos cumplirian ademas otras funciones bioldgicas en la prevencion
y el tratamiento de enfermedades (Dai y Mumper, 2010). Entre éstas se destacan efectos
vasodilatadores, antinflamatorios, bactericidas, estimuladores de la respuesta inmune,
antialérgicos, antivirales, efectos estrogénicos, o inhibicion de enzimas pro-oxidantes (Pandey

y Ibrahim Rizvi, 2009).

2.6.1. Acidos fendlicos

Los acidos fendlicos pueden dividirse en dos clases: derivados del acido benzoico (C6-C1)
y derivados del 4cido cinamico (C6-C3) (Figura 2.4). En el primer grupo se incluyen el acido p-
hidroxibenzoico, acido galico, acido siringico, acido salicilico y acido vainilico. Mientras que los
derivados hidroxicindmicos comunes son: acido cindmico, acido p-cumarico, acido cafeico,
acido ferulico y acido sinapico. Se ha encontrado que el acido caféico es el compuesto mas
abundante en frutas (75-100% del total de acidos hidroxicindmicos), mientras que el acido
ferdlico es el mas abundante en cereales (Gharras, 2009). Raramente estos acidos se
encuentran de forma libre, sino que en general forman derivados glicosilados o ésteres.
Normalmente forman ésteres con los acidos quinico, shikimico o tartarico. Por ejemplo, el
acido clorogénico (CGA), éster de los acidos cafeico y quinico (Figura 2.4), es uno de los mas

abundantes en la naturaleza y constituye el principal compuesto fenélico soluble en berenjena
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resultando el mayor contribuyente a la alta actividad antioxidante de este fruto. De hecho, las

berenjenas se encuentran entre los diez vegetales con mayor capacidad antioxidante (Cao y

col., 1996; Plazas y col., 2013b). El CGA es predominante también en papa, ciruela, alcaucil y
café (Niggeweg y col., 2004; Vermerris y Nicholson, 2006).
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Figura 2.4. Estructura del dcido benzoico, dcido cindmico, dcido clorogénico y sus derivados.

En general se denomina dacido clorogénico al acido 5-cafeoilquinico, mientras que

también pueden hallarse los correspondientes isdmeros esterificados en las posiciones 3 y 4
(acidos 3-cafeoilquinico y 4-cafeoilquinico) (Figura 2.4).

La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos se atribuye a su facilidad para

ceder atomos de hidrégeno de un grupo hidroxilo aromdtico a un radical libre, y a la
posibilidad de deslocalizacién de cargas en el sistema de dobles enlaces del anillo aromatico
con especial incidencia en el control de radicales hidroxilo, peroxilo, aniones superdxido y

peroxinitritos (Duthie y col., 2003, Carocho y Ferreira, 2013). Los compuestos fendlicos poseen
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ademads una estructura quimica ideal para captar iones metdlicos (principalmente hierro y
cobre) y por tanto para inhibir la formacién de radicales libres a través de la reaccién de
Fenton (Rice-Evans y col., 1997). La efectividad como antioxidantes de estos compuestos se
relaciona, de esta forma, con el nimero y posicién de los grupos —OH en relacién al —-COOH.
Asi compuestos di y tri-hidroxilados (acidos cafeico y galico, respectivamente) poseen mayor
capacidad antioxidante que un acido mono-hidroxilado. Esto conlleva a que el CGA clorogénico
y otros ésteres del acido cafeico sean considerados dentro de los agentes secuestradores de
radicales mas potentes existentes en plantas (Sawa y col., 1999; Nakatani y col., 2000). El CGA
es bien conocido por tener diversas acciones bioldgicas. Estas incluyen propiedades
antinflamatorias y analgésicas, anticancerigenas, antimicrobianas, antimutagénicas, efectos
neuro- y cardio- protectoras, hipotensoras, entre otras (Garras y col., 2009; Plazas y col.,

2013b).

2.6.2. Flavonoides

La estructura basica de los flavonoides es el nucleo flavano, que contiene 15 dtomos de
carbono dispuestos en tres anillos (A, By C). En él, dos anillos aromaticos (A y B) se unen entre
si por tres atomos de carbono que forman un heterociclo oxigenado (Figura 2.5). De acuerdo a
la variacién de la funcién del heterodtomo involucrado y el grado de insaturacion del anillo C,
los flavonoides pueden dividirse en seis sub-clases: flavonoles, flavonas, flavanonas, flavanoles,
antocianinas e isoflavonas, las cuales se detallan en la Figura 2.5. La estructura basica de los
flavonoides puede tener numerosos sustituyentes. Los grupos hidroxilo estdan normalmente
presentes y los azUcares son muy comunes, de forma tal que que la mayoria de los flavonoides
existen naturalmente como glucésidos (Crozier y col., 2009). De acuerdo a esto, las diferencias
individuales dentro de cada grupo surgen de la variacion en el nimero y disposicién de los
grupos hidroxilo y del grado de alquilacion y/o glicosilacién (Dai y Mumper, 2010; Pandey y

Rizvi, 2009). Existe una relacion directa entre la estructura de los flavonoides y la capacidad
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secuestrar radicales libres y quelar metales como el hierro. Actian ademas inhibiendo enzimas

como lipoxigenasa, NADPH oxidasa y xantina oxidasa (Heim y col., 2002).
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Figura 2.5. Estructura bdsica y estructuras de las diferentes sub-clases de flavonoides. Adaptado de Ignat
y col. (2011).

Los flavonoles son los flavonoides mas extendidos en las plantas. Singh y col. (2009)
hallaron por primera vez trazas de compuestos de este tipo (quercetina-3-glucdsido,

quercetina-3-ramndsido y miricetina-3-galactésido) en extractos de la pulpa de berenjena.

Por su parte las antocianidinas también se encuentran ampliamente difundidas en el
reino vegetal y constituyen una clase de pigmentos hidrosolubles, responsables de los colores
rojo, azul y violeta de flores y frutos. Se encuentran a su vez en otros érganos de las plantas
como hojas, tallos, semillas y raices. Las antocianidinas se nombran de acuerdo a la planta de
la que se obtuvieron originalmente, recibiendo el nombre de pelargonidina, cianidina,

delfinidina (Salisbury y Ross, 1994). Otras antocianidinas importantes presentes en vegetales
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son la peonidina, petunidina y malvinidina (Figura 2.5). Estas antocianidinas difieren sélo en el
namero de grupos hidroxilo unidos al anillo B de la estructura flavonoide basica. Las
antocianidinas se hallan glicosiladas en los tejidos de las plantas para formar las antocianinas,
por lo comun con una o dos unidades de glucosa, galactosa o rutindsido, unidas al grupo
hidroxilo del anillo central o al grupo hidroxilo localizado en la posicién 5 del anillo (Leng y Qi,

2003, Kaihkonen y Heinonen, 2003).

Las antocianinas pueden existir en una variedad de formas: protonadas, desprotonadas,
hidratadas o isoméricas. La proporcion de cada una de estas depende el pH. El catién flavilio
rojo predomina a pH muy acido (pH 1-3), mientras que en medios acuosos (pH 4-5), las
reacciones de hidratacidn generan carbinol incoloro, que puede promover a su vez la
formacién de chalconas de color amarillo (pH 2,5-5,0). El catién flavilio puede ser también
transformado por transferencia de protones, en aniones de color azul purpura a pH entre 6 y
7. Estas formas desempefian un papel importante en la accién antioxidante. Asimismo, los
enlaces conjugados permiten la deslocalizacion electréonica generando radicales muy estables.
El grado de hidroxilacion y metoxilacién y la posicién de estos en el anillo B afectan también su
estabilidad, reactividad y capacidad antioxidante. En conjunto, estos factores estructurales
modulan la capacidad de las antocianinas para actuar como captadores de radicales libres y

quelantes de metales (Kaihkonen y Heinonen, 2003).

Sakamura y col. (1965) hallaron que el color violeta oscuro de la berenjena es impartido
principalmente por antocianinas derivadas de la delfinidina, lo que mas tarde fue confirmado
por Matsuzoe y col. (1999). Asi se conoce que en algunos casos prevalece la estructura
delfinidin-3-(p-coumaril-rutindsido)-5-glucésido (Nasunin), mientras que en otros se presenta
mayoritariamente delfinidin-3-rutindsido (Tulipanin). Noda y col. (2000) hallaron que nasunin
presenta una fuerte actividad antioxidante, en muchos casos mayor a otras antocianinas,

considerandola un potente eliminador de radicales anién superdxido y un efectivo quelante de
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hierro. Aunque la composicién de antocianinas se ha estudiado en varios cultivares de
berenjena, podrian existir otros con componentes mayoritarios diferentes a nasunin o D3R, e

incluso con mayor actividad antioxidante (Azuma y col., 2008).

2.6.3. Taninos

Los taninos son compuestos fendlicos de alto peso molecular con funciones en los
sistemas bioldgicos como quelantes de metales, agentes de precipitacion de proteinas y
antioxidantes (lgnat y col., 2011). Suelen subdividirse en dos grupos: taninos hidrolizables y
taninos condensados. Los taninos hidrolizables son compuestos que contienen un nucleo
central de glucosa esterificado con acido galico (galotaninos) o con acido elagico (elagitaninos).
Los taninos condensados son polimeros de flavonoides vinculados a través de un enlace de
carbono, también se conocen como proantocianidinas, como se menciond anteriormente (Dai
y Mumper, 2010). Los taninos suelen ser reconocidos por generar la sensacion de astringencia

en algunas frutas (caqui, membrillo, manzana y mora) y bebidas (te, café y vino) (Figura 2.6).
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Figura 2.6. Estructura de tanino hidrolizable (galotanino), tanino condensado (proantocianidina) y
resveratrol. Adaptado de Ignat y col. (2011).

2.6.4. Estilbenos
La mayoria de estos compuestos actian en las plantas como fitoalexinas, compuestos

gue se sintetizan solo en respuesta a una infeccion o lesidon. Aunque la ocurrencia de
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estilbenos en la dieta humana es bastante baja, el resveratrol (Figura 2.6) es reconocido por
encontrarse en cantidades significativas en las uvas y el vino tinto, y ha sido ampliamente

estudiado por sus propiedades antioxidantes (Pandey y Rizvi, 2009, Manach y col., 2004)

2.7. Biosintesis de compuestos fendlicos

Los fenoles de las plantas son sintetizados por muchas vias diferentes y por lo tanto son
un grupo heterogéneo también desde el punto de vista metabdlico, sin embargo como se
observa en la Figura 2.7, dos vias bdsicas estan involucradas en su biosintesis la ruta del acido

shikimico y la ruta del acido malénico (Taiz y Zeiger, 2006):

Asi, la ruta del dcido shikimico participa en la biosintesis de la mayoria de los fenoles de
las plantas superiores. Utiliza como sustrato a precursores de hidratos de carbono simples
derivados de la glucdlisis (acido fosfoenolpirivico) y de la via de las pentosas fosfato (eritrosa-

4-fosfato) para formar aminodcidos aromaticos.

Eritrosa-4-fosfato Ac. Fosfoenolpirtivico
(Via pentosas fosfato) (Via glucdlisis)

Via del Acido

Shikimico

|

//—\
Ac. Galico W Acetil CoA
l PAL !

Via del Acido
Acido Cinamico Malénico

Taninos l l
Hidrolizables l l l

Fenoles Simples Flavonoides Fendlicos varios

|

Lignina

Figura 2.7. Biosintesis de compuestos fendlicos. PAL: fenilalanina amonio-liasa. Adaptado de Taiz y
Zeiger (2006).
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Uno de los productos de esta via es la fenilalanina, de la que derivan la mayoria de los
fenoles. La fenilalanina, aminodacido esencial del metabolismo primario, pasa al metabolismo
secundario cuando la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL) cataliza su conversion a acido
trans-cinamico. Este producto es a su vez, convertido a acido p-cumarico por la adicién de un
grupo hidroxilo en posicién para en el anillo aromatico. Subsecuentes reacciones conducen a
la adicion de mas grupos hidroxilo y otros sustituyentes, para formar compuestos derivados y
que constituyen la base de fenoles estructuralmente mas complejos (Figura 2.7). La biosintesis
del acido clorogénico, el compuesto fendlico mas relevante en berenjena, sigue también esta
ruta. El dcido p- cumarico, es tranformado a acido cafeico y seguidamente a cafeoil-CoA. Este
compuesto finalmente se combina con acido quinico (proveniente de la via del acido shikimico)
en una reaccion mediada por la enzima hidroxicinamoil-CoA quinato hidroxicinamoil
transferasa (HQT) para formar acido clorogénico, como puede observarse en la Figura 2.8

(Niggeweg y col., 2004, Wu y col., 2013).

Por otro lado, la via del dcido maldnico es una fuente importante de fenoles en bacterias
y hongos, sin embargo en las plantas superiores aunque existe, no es tan utilizada. Su sustrato
es el acetil-CoA. Junto con la via del acido shikimico participa en la biosintesis de flavonoides,
lignina y otros fenoles (Figura 2.7). Por su parte la biosintesis de los compuestos flavonoides
incluye ambas vias. En su estructura bdasica, uno de los anillos aromaticos (B) y el heterociclo se
forman por la ruta del acido shikimico, mientras que el segundo anillo aromatico (A) proviene

de la via el acido maldnico (Figura 2.7).
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Figura 2.8. Biosintesis de dcido clorogénico. PAL: fenil alanina amonio liasa. HQT: hidroxicinamil-CoA
quinato hidroxicinamil transferasa. Adaptado de Wu y col. (2013).

2.8. Factores que afectan el contenido de compuestos fendlicos

El nivel de compuestos fendlicos en frutas y vegetales es muy variable, y numerosos
factores puede influir en su estabilidad, biosintesis y degradacion. Entre estos se incluyen
factores genéticos, estado de desarrollo del producto, practicas de cultivo, condiciones
ambientales de pre-cosecha, caracteristicas del almacenamiento y aplicacién de tratamientos
poscosecha, asi como el tipo de procesamiento hogarefio o industrial (Lattanzio, 2003; Kalt,
2005; Li y col., 2012). Segun Kalt (2005), los compuestos fendlicos suelen ser mas sensibles,
respecto de otros grupos de antioxidantes, a las modificaciones en su contenido en respuesta
a factores ambientales de pre-cosecha, contribuyendo a la amplia variabilidad en el nivel de
AOX que en general presentan los productos con altos niveles de fenoles. A su vez, las

condiciones de almacenamiento, y la temperatura en especial, generan mayores
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modificaciones en estos compuestos que aquellas que ocurren por ejemplo en productos ricos
en carotenoides o 4cido ascdrbico. A pesar de esto, el genotipo ejerce sin duda el mayor efecto

en el contenido de estos metabolitos secundarios (Li y col., 2012; Lattanzio, 2003).

2.8.1. Factores genéticos

El contenido de fenoles en las plantas depende tanto cuantitativamente como
cualitativamente de su informacién genética. En general, puede observarse una amplia
variabilidad en el nivel de estos antioxidantes entre diferentes especies de un mismo género, e
igualmente significativas pueden ser las diferencias entre cultivares de una misma especie
(Tomas-Barberan y Espin, 2001). Como se indicé anteriormente, las berenjenas presentan una
gran diversidad genética y morfoldgica. Asimismo, numerosos estudios han analizado la amplia
variabilidad entre los distintos tipos o cultivares en términos de su composicién quimica,
incluyendo al nivel de fenoles totales y CGA (Hurtado y col.,, 2012; Prohens y col., 2005;
Arivalagan y col., 2012; Hanson y col., 2006; Okmen y col., 2009; Prohens y col., 2007; Raigén y
col., 2008). En relacién a ello, algunos autores han estudiado un ndimero importante de
genotipos a fin de caracterizar y cuantificar los AOX fendlicos de estos frutos. Stommel y
Whitaker (2003), encontraron un gran rango de variacién y diferencias de hasta 4 veces en el
contenido de CGA, en una coleccién de 97 accesiones de berenjena. Estos autores estudiaron
ademas siete cultivares comerciales, en donde las diferencias en el nivel de antioxidantes fue
de 2 a 3 veces entre los frutos evaluados (Whitaker y Stommel, 2003). En otros trabajos, se han
hallado resultados similares al evaluar el contenido de compuestos fendlicos totales, con
diferencias de concentracién que van desde 1,7, 1,8, 2,2 y hasta 3,0 veces en estudios que
incluyeron 35, 69, 31 y 26 cultivares de berenjena, respectivamente (Hanson y col., 2006;

Prohens y col., 2007; Raigdn y col., 2008; Okmen y col., 2009).
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Por todo lo expuesto, es posible observar la amplia variacion del contenido fendlico en
berenjena, y en consecuencia de CGA. Teniendo en cuenta esto varias estrategias
convencionales o moleculares, podrian emplearse para la seleccién o el desarrollo de
cultivares con un alto contenido de compuestos fendlicos. Sin embargo, una nueva variedad
comercial exitosa deberia también presentar buenas caracteristicas agrondémicas y
comerciales, como son el rendimiento y la apariencia. Es relevante tambien la susceptibilidad
al pardeamiento de estos frutos. Sin embargo, dado que también existen diferencias en la
actividad de la enzima PPO entre los cultivares, la seleccion simultanea de frutos con
caracteristicas de alto contenido de fenoles y baja actividad de PPO podria dar lugar a

materiales con una mayor calidad nutricional y de apariencia (Plazas y col., 2013b).

2.8.2. Factores de precosecha

Ciertos estudios han permitido determinar que el contenido de compuestos fendlicos de
frutas y vegetales en un cultivar particular, puede variar de forma significativa debido a
factores de pre- cosecha. Las condiciones ambientales en que se realiza el cultivo, tales como
el tipo de suelo, la temperatura o la disponibilidad de luz, agua y nutrientes, se encuentran
entre los factores reportados con mas frecuencia como fuentes de variacién de estos
compuestos (Li y col.,, 2012). La fertilizacién tiene un efecto importante tanto en el
rendimiento como en la calidad de los frutos. A su vez, factores de estrés bidtico y abidtico
pueden cambiar el metabolismo de los compuestos fendlicos en diferentes situaciones
medioambientales (Dixon y Paiva, 1995). En este sentido, se ha observado que la disminucién
en el contenido fendlico en las hojas de arandano, inducida por fertilizacién nitrogenada, se
revirtié por una infeccién fungica (Witzell y Shevtsova, 2004). Asimismo, en un estudio llevado
a cabo en frutillas se hallé una interaccién significativa entre el orden de las frutas y la fecha de

siembra. La cosecha de la ultima fecha de siembra tuvo un mayor contenido de fenoles totales
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y actividad antioxidante. Por su parte, estos pardmetros se incrementaron en las frutas

terciarias (Antonnen y col., 2006).

El estado de desarrollo o madurez del producto al momento de cosecha, muestra a su
vez sustanciales efectos en el nivel de antioxidantes fendlicos (Li y col., 2012). En berenjena,
s6lo unos pocos trabajos han evaluado este aspecto, el cual sera analizado en detalle en el
presente Trabajo de Tesis. Sin embargo, es sabido que la relacion entre el estado de madurez,
el contenido fendlico y la capacidad antioxidante se diferencia entre tipos de productos
vegetales (Kalt, 2005). Asi por ejemplo, algunos estudios mostraron que en frutos como los
arandanos, los estados inmaduros tuvieron un potencial antioxidante similar a los frutos
maduros (Kalt y col.,, 2003), mientras que en frambuesas y frutillas una mayor capacidad

antioxidante se dio en frutos en estados mas tempranos de desarrollo (Wang y Lin, 2000).

La variacién estacional y anual, o ciertas prdacticas agronémicas como el cultivo orgdnico
también podrian modificar el contenido de compuestos fendlicos de frutas y vegetales (Kalt,
2005; Li y col., 2012). Mennella y col. (2010) encontraron pequefias diferencias entre dos afios
de cultivo consecutivos, para el contenido de CGA en genotipos de Solanum melongena L., sin
embargo las diferencias anuales fueron mucho mayores (46%) en lineas de berenjena S.
aethiopicum L. De igual manera, Hanson y col. (2006) reportaron diferencias de hasta un 50%
en el contenido de fenoles totales al comparar los valores obtenidos en dos afos. En cuanto a
las practicas de cultivo, los resultados encontrados en bibliografia pueden ser muy variables.
En berenjena, Luthria y col. (2010) no observaron diferencias en el contenido de CGA al
comparar frutos manejados en condiciones convencionales y en cultivo organico. Singh y col
(2009) reportaron que la respuesta depende de la variedad, asi el nivel de compuestos
fendlicos de berenjenas cv. ‘Blackbell’ crecidas convencionalmente fue similar a los frutos
cultivados organicamente, mientras que en frutos cv. ‘Millonaire’. Por su parte, Raigdn y col.

(2010) reportaron un contenido fendlico 30% mayor en berenjenas producidas organicamente
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e interacciones significativas entre cultivar y método de cultivo, sugiriendo como se expresé
anteriormente, que algunos cultivares resultan mas apropiados para su cultivo en forma
organica. Similares aumentos en el contenido de compuestos fendlicos bajo cultivo organico
han sido hallados también en otros vegetales, como tomate o pimiento (Chassy y col., 2006;
Mitchell y col, 2007). Las diferencias en las practicas de fertilizacion entre los métodos de
cultivo, estarian involuradas en estos incrementos. Dado que el nitrégeno limita el crecimiento
en la produccidn organica, ante esta situacion de estrés se activaria el metabolismo de los
compuestos fendlicos por una mayor asignacion de recursos hacia la diferenciacién de los

tejidos, antes que al crecimiento (Brandt y Molgard, 2001; Herms y Mattson, 1992).

2.8.3. Factores de poscosecha

Durante la poscosecha de frutas y vegetales, pueden ocurrir modificaciones en la
composicion y el contenido de los compuestos fendlicos, sin embargo, esto depende en gran
medida de las condiciones de almacenamiento. En general, el empleo de baja temperatura
retrasa el deterioro poscosecha y puede en algunos casos generar incrementos en el contenido
de compuestos fendlicos. Sin embargo, la reduccién de la temperatura puede tener un

impacto negativo, especialmente en aquellos productos sensibles al frio (Li y col., 2012).

El incremento de los compuestos fendlicos a bajas temperaturas puede estimularse
debido al estrés por enfriamiento sufrido por el vegetal, existiendo una temperatura por
debajo de la cual se induce el metabolismo de los fenilpropanoides. Sin embargo, esta
temperatura umbral se relaciona con aquella que induce el dafio por frio (Lattanzio, 2003). En
relacién a ello, pudo observarse que durante el almacenamiento de manzanas cv. ‘Golden
delicious’ a 2 °C, los cambios en el contenido de compuestos fendlicos de tipo flavonoides
mostraron un incremento relevante en un periodo inicial de conservacion, seguido de un

decrecimiento gradual a través del almacenamiento prolongado (Lattanzio y col., 2001). Un
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comportamiento similar fue observado en el nivel de compuestos fendlicos totales y de CGA,
en cabezas de alcaucil almacenadas a 4 °C (Gil-lzquierdo y col., 2001). Este efecto implicaria
una estimulacidon de la actividad PAL (enzima clave del metabolismo fendlico) ya que su
biosintesis es inducida también en respuesta a otros factores externos de estrés como la
radiacion UV y la infeccion por microorganismos. Estos cambios resultan beneficiosos en
términos nutricionales, sin embargo, el contenido de antioxidantes fendlicos disminuyen
durante el almacenamiento prolongado, lo que explicaria la mayor susceptibilidad a las
infecciones de vegetales conservados por periodos extensos. Por otra parte, la senescencia y/o
el estrés por baja temperatura pueden inducir formas tdxicas de oxigeno, afectando a las
membranas celulares con la consecuente descompartamentalizacion y permitiendo asi el
contacto entre enzimas, como PPO y sus sustratos fendlicos. En estas condiciones, los tejidos
vegetales almacenados en frio sufririan pardeamiento y un detrimento del nivel de

compuestos bioactivos (Latanzzio y col., 2003).

Como se indicé en las Secciones 1.9.2 y 1.9.3, el dafio por frio y el pardeamiento
enzimdtico son causas importantes de deterioro durante la poscosecha de berenjena. De
acuerdo a esto, se han realizado algunos estudios, tendientes a contrarrestar estos efectos
negativos. Mishra y col. (2012), observaron que el corte de los frutos puede tener importantes
efectos en el proceso de pardeamiento. Este fendmeno se inhibid significativamente cortando
con una cuchilla (0,04 mm de espesor) y por inmersion inmediata en agua durante 10 min. Este
tipo de corte causd lesiones menores a las células, reduciendo la lixiviacion de compuestos
fendlicos y la actividad de PPO, con la consecuente reducciéon del pardeamiento. Estas
muestras cortadas, pudieron almacenarse hasta 5, 12 y 16 d a temperatura ambiente, 10 °C o
4 °C, respectivamente, con puntuaciones organolépticamente aceptables. Por otra parte,
Massolo y col. (2011) observaron que respecto de un control, berenjenas tratadas con 1-MCP

podian ser almacenadas enteras por 21 dias a 10 °C, con menor pardeamiento y baja
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acumulacidn de fenoles totales, lo cual se atribuyd a la reduccion de la actividad de la enzimas
PAL, PPO y POD e indico que los frutos tratados presentaron una mayor conservacion de la
integridad del tejido. Finalmente, el empleo de ciertas tecnologias poscosecha permite
extender la vida util de los productos frescos que luego seran refrigerados y en ciertos estudios
se ha informado, que pueden mantener o incluso mejorar el nivel de compuestos bioactivos,
respecto de los vegetales conservados sélo en refrigeracién. Este es el caso de las atmdsferas
modificadas y otros tratamientos poscosecha tales como la aplicacion de radiacion UV, el
tratamiento térmico, la aplicacion de técnicas de conservacidn con niveles de oxigeno
superiores a la atmosférica o a concentraciones de ultra bajo oxigeno (Schreiner y Huyskens-
kel, 2006). Todas ellas, permiten el control sobre el desarrollo de microorganismos y generan
ciertas condiciones de estrés en el tejido vegetal que pueden inducir de forma relevante la
biosintesis de compuestos fendlicos (Kalt, 2005; Tomas-Barberan y col., 2000; Tomds-Barberdn

y Espin, 2001).

2.8.4. Efectos del procesamiento

Los compuestos fendlicos son también notablemente afectados por la aplicacién de
tecnologias de procesamiento, tales como el secado, congelado, prensado, tratamientos
enzimaticos, fermentacion, entre otros (Tomas-Barberan y Espin, 2001). En general se
considera que los productos procesados presentan menor valor nutricional, que sus
respectivos productos frescos (Garcia-Carmona, 2000). Esto puede deberse a reacciones
quimicas de degradacidn por el empleo de altas temperaturas o la lixiviacién durante procesos
como la descongelacion por pérdida de la integridad estructural (Kalt, 2005). Sin embargo, se
ha demostrado que el procesamiento puede inducir la formacidn de compuestos con nuevas

propiedades antioxidantes o la liberacién de antioxidantes fendlicos unidos a la matriz,
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conservando o incluso mejorando las propiedades antioxidantes del alimento (Nicoli y col.,

1997; Tomds-Barberan y Spin, 2001).

A su vez, los vegetales son en general consumidos luego de someterlos a coccidn, lo que
también puede provocar cambios significativos en la composicién quimica, afectando la
concentracién de los compuestos bioactivos. Los métodos de coccién mds comunes incluyen el
hervido, la coccion al vapor, el fritado, horneado y el empleo de microondas (Pellegrini y col.,
2009). Efectos positivos y negativos en la retencién de los compuestos fendlicos han sido
reportados dependiendo del tipo y caracteristicas morfoldgicas de la especie vegetal (Dewanto
y col., 2002; Ismail y col., 2004; Zhang y Hamauzu, 2004; Turkmen y col., 2005). Las condiciones
de temperatura y tiempo, asi como el medio en que se lleva a cabo el calentamiento son
determinantes en el efecto sobre las propiedades antioxidantes (Zhang y Hamauzu 2004;

Miglio y col., 2008).
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OBIJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

“Determinar la influencia de la variedad, condiciones de cultivo, cosecha, poscosechay

procesamiento sobre los antioxidantes fendlicos en berenjena”.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

I.  “Estudiar la evolucion del contenido de los antioxidantes durante el desarrollo del
fruto en dos variedades de berenjena violeta, asi como determinar la influencia de las
condiciones de almacenamiento sobre el deterioro poscosecha de los frutos en diferente

estado ontogénico”.

II.  “Analizar los cambios en los antioxidantes fendlicos de frutos de berenjena violeta
completamente desarrollados, en condiciones de almacenamiento poscosecha

recomendadas (10 °C) y en condiciones de dafio por frio (0 °C)”.

[ll.  “Estudiar la distribucién y estabilidad de los compuestos fendlicos en berenjenas de

tipo violeta y blanca”.

IV. “Determinar el grado de retencidon de los antioxidantes fendlicos presentes en
berenjena de tipo violeta y blanca, luego de la aplicacién de diferentes métodos de pre-

tratamiento, procesamiento y coccién”.
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CAPITULO |.

“Influencia del estado de desarrollo sobre los antioxidantes
fendlicos y el comportamiento poscosecha de berenjenas
(Solanum melongena L.)”




Capitulo I. Introduccion

1. INTRODUCCION

Anatémicamente, los frutos son los ovarios maduros de la flor, que pueden contener
piezas florales asociadas. Su desarrollo sigue a la fertilizacién y se produce simultdneamente
con la maduracién de las semillas. Inicialmente, los frutos crecen como consecuencia de un
proceso de division celular, para posteriormente continuar su expansidon por aumento del
volumen de las células. El proceso de maduracidn involucra e implica los cambios bioquimicos
y estructurales que determinan el aroma, textura, componentes nutricionales y el color. El
fruto se expande a tasas no uniformes desde el cuajado hasta la maduracidon. En la mayoria de
los casos, los patrones de desarrollo se describen como curvas sigmoides simples o dobles.
Aquellos que presentan curvas sigmoideas simples, como es el caso de la berenjena,
experimentan un incremento de peso inicial lento, seguido de una etapa de crecimiento

exponencial que se desacelera hacia el final del desarrollo (Ezura y Hiwasa-Tanase, 2010).

Como ya se menciond, a partir de los patrones de produccion de etileno y tasa
respiratoria durante la maduracidn, los frutos se clasifican en climatéricos y no climatéricos. La
berenjena es considerada no climatérica por lo que el etileno no juega un rol central como
modulador del proceso de maduracién (White, 2002; Passam y col.,, 2011). Estos frutos se
cosechan en un estado fisioldgicamente inmaduro, a partir de un indice de cosecha basado en
el tamafo, dado que el color se desarrolla en forma muy temprana (Cantwell y Kasmire, 2007).
El momento éptimo de cosecha responde normalmente a necesidades del mercado. Sin
embargo, si los frutos permanecen mucho tiempo en la planta, la calidad se reduce (Zhang y
Chen, 2006; Mennella y col.,, 2012). Durante el periodo de cosecha las berenjenas se
encuentran en una fase de crecimiento activo por lo que es necesario efectuar recolecciones
frecuentes de los frutos para asegurar el estado de desarrollo y tamafio deseados (Cantwell y
Kasmire, 2007). Una vez alcanzadas las dimensiones esperadas, los frutos deben separarse de

la planta con especial cuidado.

59




Capitulo I. Introduccion

Mas alld del tamafo, son importantes otras caracteristicas como la firmeza, la
uniformidad de color, la ausencia de defectos o manchas en la piel y el brillo superficial. El caliz
debe presentarse verde intenso y sin marchitamiento o desarrollo de hongos (Rodriguez y col.,
1999). Estos frutos son propensos a la deshidratacion y pérdida de firmeza, por lo que debe

prestarse especial cuidado a su manipulacion poscosecha (Cantwell y Kasmire, 2007).

La calidad organoléptica de los frutos puede estar influenciada por la etapa de desarrollo
o madurez. A su vez, mas alld de los cambios en atributos relacionados con la apariencia y
sabor, en varias especies se ha demostrado que también se observan cambios marcados desde
el punto de vista nutricional, entre ellos en el contenido de compuestos antioxidantes como de
otros fitoquimicos que revisten interés en la prevencion de ciertas enfermedades (Luthria y
Sudarsan, 2006; Robbins, 2003). La berenjena posee un alto contenido de acido clorogénico,
como principal compuesto fendlico, acido ascérbico en un grado muy por debajo y
carotenoides en un nivel aun menor. Dado el alto nivel de antioxidantes fendlicos, los estudios
se han centrado en berenjena principalmente en el analisis de los factores determinantes de
su acumulacién (Sudheesh y col., 1997; Huang vy col., 2004; Singh y col., 2009; Okmen y col.,

2009).

Como se menciond anteriormente las berenjenas se separan de la planta en funcion de
su tamano, existiendo un periodo de tiempo dptimo en el que puede realizarse la cosecha en
condiciones de produccién. Para estos estados, de frutos con calibre y calidad comercial
aceptable, es pobre lo que se conoce en relacion a si presentan diferencias en su composicion
o nivel de AOX. Por otra parte en los ultimos afios se ha comenzado a comercializar berenjenas
“baby” o de tamafio pequefio, al igual que ocurre con otras hortalizas. Es asi que en el
mercado hoy existen diversos productos “baby”, algunos de los cuales corresponden a
vegetales cosechados en estados tempranos de desarrollo, como en el caso de berenjena,

mientras que otros resultan de una seleccidn de semillas que logran un producto final de
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tamaio pequefio. Se introdujeron en primer lugar en los restaurantes mds sofisticados de
Europa, después llegaron a Estados Unidos y ya tienen su sitio en cantidad de paises del
mundo. Resultan exdticos y atractivos en la preparacion de platos, tiernos, delicados, de
textura firme y color brillante. Si bien en un principio fue el tomate “cherry”, después llegaron
otros como: zanahoria, choclos, pepino, espinaca, lechuga, berro, zuchini, alcaucil, palta,
remolacha, rabano, coliflor, entre otros. Este mercado esta en pleno auge, por lo que resultaria
valioso conocer la capacidad y contenido de antioxidantes. En berenjena, este aspecto ha sido
levemente explorado y pocos resultados se han informado sobre las modificaciones en los AOX
durante el desarrollo de los frutos de berenjena y los trabajos existentes muestran algunas
contradicciones. Esteban y col. (1992), indicaron que el contenido de compuestos fendlicos en
3 variedades de berenjena resultd alto en estados intermedios de desarrollo. Por su parte,
Mennella y col. (2012), en una detallada caracterizacion de los compuestos fendlicos en
diferentes genotipos y especies relacionadas, observaron que los AOX disminuyeron durante el
crecimiento de los frutos. Aqui los autores solo evaluaron tres estados de desarrollo,
comenzando en uno intermedio y encontrandose el Ultimo en una etapa senescente no
comercial, sin evaluar tampoco los frutos de tamafio “baby”. Por su parte Hanson y col. (2006)
encontraron en su estudio sobre 33 variedades de berenjena en estado de madurez comercial,

una alta capacidad antioxidante en variedades de frutos pequefios.

El momento de cosecha puede determinar también diferencias en términos del
comportamiento durante el almacenamiento. Las berenjenas que han alcanzado un tamafio
comercial son sensibles al dafio por frio y su almacenamiento a 10 °C es recomendado para
maximizar la vida poscosecha (Concelldn y col., 2007). Sin embargo, en productos de menor o
mayor tamafio, respecto de aquél considerado como éptimo, no se conoce si existen
diferencias por ejemplo en la susceptibilidad a este desorden. De existir tales diferencias

requeriria una mayor atencién por parte de los comerciantes, dado que debieran almacenar de
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forma diferenciada productos con distinto tamafio o grado de avance en el desarrollo, como se
realiza con otros vegetales donde ya se conoce este aspecto. En términos generales la
susceptibilidad al dafio por frio disminuye a medida que avanza el desarrollo (Maul y col.,
2012). Resultaria de interés evaluar este aspecto en los frutos de berenjena dentro del rango
de tamafios comerciales. Asimismo, la incorporacion creciente al mercado de berenjenas
“baby”, requiere determinar cudles son las condiciones Optimas de manipulacion vy

almacenamiento luego de la cosecha para este producto en particular.

En funcion de lo expresado, en el presente capitulo se decidid estudiar los cambios en
los antioxidantes asociados al desarrollo de los frutos de berenjena asi como la influencia del
momento de cosecha en la respuesta a diferentes regimenes de almacenamiento. El estudio se
realizd a su vez en dos variedades para determinar si el genotipo posee marcada influencia
sobre los patrones de acumulaciéon y cambio de antioxidantes, y en el comportamiento en

poscosecha.
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I. MATERIALES Y METODOS

I.1. Influencia del desarrollo en la estructura de los frutos y el nivel de antioxidantes

Se emplearon berenjenas violetas (Solanum melongena L.) cv. Monarca (M) y Perla
Negra (PN), producidas en un invernadero de la ciudad de La Plata, Argentina. Las plantas se
ubicaron en filas con una distancia de 25 cm entre ellas. El riego y la fertilizacion se realizaron
por un sistema de goteo, aplicado tres veces al dia por un periodo de 15 min cada uno. La
fertilizacidn consistié en cloruro de potasio, nitrato de calcio y sulfato de magnesio al inicio del
cultivo y durante la cosecha, con un equivalente de conductividad de 1,7 pS cm™ y pH 6,5. La
toma de muestra se llevo a cabo a partir de la seleccién de 5 o 6 surcos de cada variedad,
localizados en la zona media de la plantacién y el subsiguiente marcado de 250 frutos con
cintas de tela de color, considerando a éste como dia 0. Los frutos de ambas variedades fueron
cosechados en diferentes estados de madurez teniendo en cuenta el nimero de dias luego de
la fructificacién o dia 0 (“Days After Fruit Set”, DAFS). A los 12, 15, 18, 20 y 23 DAFS
(correspondientes a los estados de desarrollo denominados de aqui en adelante |, 11, 11I, IV, V;
respectivamente), se realizd la cosecha de 50 frutos de cada variedad e inmediatamente se
llevaron al laboratorio para su andlisis. Se efectuaron 3 marcados de frutos, independientes y
desplazados entre si por un lapso de 7-10 dias, junto con sus correspondientes cosechas. Una
vez en el laboratorio los frutos se seleccionaron por ausencia de dafos y defectos, se lavaron

por inmersién durante 3 min en agua clorada (NaClO 100 mg L™; pH 6,5) y se dejaron secar.

Seguidamente se determind empleando un calibre, el tamafio individual de los frutos
(longitud y didmetro ecuatorial), su peso y el drea de caliz. Se midi6 el volumen y se utilizé para
el cdlculo de la densidad de los frutos. Se analiz6 ademads la tasa respiratoria y firmeza.
Seguidamente se determind el contenido de materia seca y el residuo insoluble en alcohol

(RIA).

63




Capitulo I. Materiales y métodos

Se emplearon rodajas de frutos para la localizacidn histoquimica del acido clorogénico, y
muestras de piel y pulpa fueron congeladas en N, liquido y almacenadas a -80 °C para realizar
el analisis del contenido de carotenoides, fenoles totales, acidos hidroxicindmicos, flavonoides

totales, antocianinas y CGA como se describe en la Seccién 1.3.

1.2. Efecto del desarrollo sobre el comportamiento poscosecha de berenjena

Berenjenas cv. Monarca (M) y Perla Negra (PN) fueron cultivadas como se describe en la
Seccién 1.1 y se cosecharon luego de 12, 18 y 20 DAFS (estados de desarrollo I, Il y IV;
respectivamente). El estado | representa a las berenjenas tipo “baby”, mientras que lll y IV
fueron seleccionados como los estados de desarrollo normalmente cosechados en madurez
comercial, a fin de contar con berenjenas de cosecha temprana y tardia, respectivamente. Se
emplearon 40 frutos de cada variedad y estado de desarrollo, los cuales fueron envasados de a
dos en bandejas plasticas, cubiertos con PVC perforado y almacenados a 0 o 10 °C (85-90% RH)
por 0 0 12 d. Luego del almacenamiento refrigerado las muestras se mantuvieron 2 d a 20 °C
(12+2 d), a fin de simular las condiciones de comercializacidon. Seguidamente se determind el
indice de deterioro, pérdida de peso, color superficial, firmeza y tasa de respiracién como se

indica en la Seccidn 1.3.

1.3. Determinaciones analiticas

1.3.1. Area de ciliz

Los calices se retiraron cuidadosamente del fruto y luego se digitalizaron en un escaner
(HP modelo C4480, USA). El area se calculd empleando el programa AutoCAD® 2014. Diez
frutos fueron analizados por cada variedad y estado de desarrollo, y los resultados se

expresaron en sz.
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1.3.2. Contenido de materia seca

Se tomaron 3 g de pulpa de los frutos, se cortaron en finas ldminas y se secaron a 70 °C
en estufa de vacio (2,5 kPa) hasta peso constante. El contenido de materia (MS) seca se calculé

por diferencia de peso de acuerdo a:

MS (%) = 100 - [100 x (Pi —Pf)]
Pi

Donde Pi es el peso inicial de la muestra fresca y Pf es el peso luego del secado. Los
resultados se expresaron en porcentaje de peso fresco y las determinaciones se realizaron por

triplicado para cada variedad y estado de desarrollo.

1.3.3. Tasa respiratoria

Para la determinacion de la actividad respiratoria, dos frutos fueron colocados dentro de
un frasco de vidrio hermético de 3 L de capacidad. La produccion de CO, se determind con un
sensor infrarrojo IR (Compu-Flow, Modelo 8650, Alnor CA, Estados Unidos) al inicio y luego de
una incubacién de 15 min a 20 °C. Se realizaron cuatro repeticiones para cada variedad y

estado de desarrollo, y los resultados se expresaron en plL CO, kgt s™.

1.3.4. Firmeza

Se analizdé con texturometro Texture Analyzer (TA.XT2, Stable Microsystem Texture
Technologies, Scardale, Estados Unidos) equipado con una sonda plana de 3 mm de didmetro.
Se realizé un ensayo de penetracién a 0,8 cm de profundidad y velocidad de 1 mm s™ sobre la
zona central o globosa de un fruto ubicado en forma horizontal. Se registré la fuerza efectuada
por el equipo durante el ensayo en funcién del tiempo y los resultados se expresaron como la
pendiente inicial de la curva en N s™. Se realizaron tres medidas en cada fruto, empleando un

total de 30 frutos por variedad y estado de desarrollo.
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1.3.5. Densidad

Para el calculo de la densidad, se determiné el volumen de los frutos por la técnica de
desplazamiento de agua. Cada berenjena se ubicd dentro de un recipiente graduado
conteniendo un volumen de agua conocido y se sumergié completamente, registrando el
aumento de volumen. Seguidamente la densidad () se calculé como:

o= W
(VF- Vi)
Donde W es la masa del fruto, Vf es el volumen final y Vi el volumen inicial. Se analizaron

10 frutos de cada variedad y estado de desarrollo, y los resultados se expresaron en kg m™.

1.3.6. Obtencion del Residuo Insoluble en Alcohol (RIA)

Las paredes celulares se aislaron segun Vicente y col. (2007), con pequefias
modificaciones. La pulpa congelada se procesé en un molinillo (Modelo A11, IKA Works Inc., SP
Brasil) y se afiadieron 7,5 g del polvo resultante a un vaso de precipitado que contenia 50 mL
de etanol. La mezcla se hirvidé durante 20 min para asegurar la inactivacion de las enzimas y a
fin de extraer los solutos de bajo peso molecular. EIl material insoluble se filtro y se lavé
secuencialmente con 50 mL de etanol, 50 mL de cloroformo:metanol (1:1 v/v) y 50 mL de
acetona, obteniéndose el extracto de pared celular o Residuo Insoluble en Alcohol (RIA). EI RIA
se seco en estufa a 37 °C hasta peso constante. Las medidas se realizaron por triplicado para

cada variedad y estado de desarrollo, y los resultados se expresaron en g RIA kg™.

1.3.7. Contenido de antocianinas por espectrofotometria

La extraccion y cuantificacion de los pigmentos se llevaron a cabo de acuerdo a
Concellén y col. (2007), con ligeras modificaciones, a partir de la obtencién de la piel en finas
[dminas de al menos seis frutos. Las muestras se congelaron en N, liquido, se pulverizaron en

molinillo (Modelo A11, IKA Works Inc., SP Brasil) y 0,5 g del polvo resultante se extrajo 4 veces
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con una mezcla de metanol:HCI (99:1 v/v). Seguidamente se centrifugd a 14.000 x g durante 5
min y el sobrenadante se llevd a un volumen final de 50 mL con el mismo solvente. El
contenido total de antocianinas se determind espectrofotométricamente a 540 nm (UV-Mini
modelo 1240, Shimadzu Corporation, Japdn). Los analisis se realizaron por triplicado para cada

variedad y estado de desarrollo evaluados, y los resultados se expresaron como DO kg™.

1.3.8. Analisis del contenido de antocianinas por HPLC

Los extractos preparados como se describe en la Seccién 1.3.7, se concentraron en un
evaporador rotatorio (Biichi R-124, Labortechnik AG, Flawil, Suiza) hasta un volumen final de 2
mL. Seguidamente se filtraron con un filtro de nylon de 45 um y 10 uL fueron utilizados para el
analisis por HPLC en un equipo modular HP 1100 (Hewlett-Packard, CA, Estados Unidos)
equipado con un desgasificador por vacio, una bomba binaria, un inyector automatico y un
detector de arreglo de diodos (DAD). El sistema se conecté a un controlador y adquisidor de
datos Agilent Chemstation LC System. Se utilizé una columna Symmetry C18 (Waters, 150 x 3,9
mm, 5 um de didmetro de particula) y una fase movil hidro-organica compuesta por 5% (v/v)
de acido férmico (A) y metanol (B). El gradiente de elucidon elegido fue el utilizado por Wu y
col. (2004): 0-2 min: 5% B; 2-10 min: 5-20% B; 10-15 min: 20% B; 15-30 min: 20-30% B; 30-35
min: 30% B; 35-45 min: 5% B. El caudal de fase mdvil se mantuvo en 0,5 mL min™ y la deteccidn
se realizd a 540 nm. Los cambios relativos en la concentracion en funcion del desarrollo se
determinaron calculando el area de los picos por kilogramo de fruto y las medidas se

realizaron por triplicado para cada variedad y estado de desarrollo.

1.3.9. Contenido de compuestos carotenoides

Se molié el tejido de la pulpa congelada y se pesd 6 g. Seguidamente, el polvo obtenido
se extrajo con 10 mL de una mezcla de hexano: acetona: etanol (2:1:1 v/v), se agitd en vortex y

a continuacion se afadieron 2 mL de agua. Se dejé reposar a temperatura ambiente durante 5
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min para permitir la separacién de las fases y finalmente se midié a 472 nm la absorbancia de
la fase de hexano en espectrofotémetro (UV-Mini modelo 1240, Shimadzu Corporation,
Japdn). El contenido de compuestos carotenoides se calculé a partir de una curva de
calibraciéon empleando B-caroteno como estandar. Las muestras se midieron por triplicado y

los resultados se expresaron como mg B-caroteno kg™.

1.3.10. Contenido de acido ascérbico

La pulpa de berenjenas fue triturada en un molinillo y 8 g del polvo resultante se
extrajeron con 12 mL de &cido tricloroacético (TCA) 6% (m/v), con agitacién constante por 30
min a 0 °C y protegido de la luz. El homogeneizado se centrifugd a 14.000 x g durante 10 min a
4 °C. El sobrenadante obtenido se utilizé para el analisis del contenido de 4cido ascérbico (AA)
de acuerdo a Lemoine y col. (2010), con pequeiias modificaciones. Se tomaron 900 uL de
extracto y se afiadieron a un tubo de ensayo conteniendo 600 pL de buffer fosfato 0,2 M (pH
7,4). A continuacion, se adicionaron 1,5 mL de TCA 10% (p/v), 1,2 mL de H3PO,4 42% (v/v) y 1,2
mL 2,2'-dipiridilo 4% (m/v) en etanol 70% (v/v). Finalmente 600 pL de FeCls 3% (m/v)
preparados en el momento, se agregaron con agitacion constante. La mezcla se dejo
reaccionar 40 min en un bafio de agua a 42 °C y a continuacién se midié la absorbancia a 525
nm en espectrofotémetro (UV-Mini modelo 1240, Shimadzu Corporation, Japdén). Un tubo sin
muestra (blanco) se utilizé para las correcciones en el desarrollo de color por parte de los
reactivos. Se empled una solucidn de AA estandar para obtener una curva de calibracién. Las
muestras se realizaron por triplicado para cada variedad y estado de desarrollo, y los

resultados se expresaron como mg AA kg™.
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1.3.11.Compuestos fendlicos totales

La pulpa congelada de berenjenas fue triturada en un molinillo, se pesé 1 g y se aiadid a
10 mL de etanol. La suspension se extrajo con agitacion constante durante 30 min y luego se
centrifugd a 14.000 x g por 10 min a 4 °C. Se recogid el sobrenadante y el pellet se re-extrajo
con 10 mL de etanol. Los sobrenadantes se combinaron y se utilizaron para los andlisis
posteriores. El contenido de compuestos fendlicos totales se determiné de acuerdo a Singleton
y col (1999), empleando el reactivo de Folin-Ciocalteu. Para ello se tomaron 50 plL de reactivo
(1:1 v/v en agua) y se agregaron a tubos de ensayo conteniendo 350 pL de extracto etandlico y
1.000 pl de agua. Luego de 3 min de reaccidn a temperatura ambiente se afiadieron 100 pL de
Na,CO;3 20% (m/v) en NaOH 0,1 M y 1 mL de agua destilada. La mezcla de reaccidn se agit6 en
vortex y se incubd durante 90 min a temperatura ambiente. Finalmente se midid la
absorbancia a 760 nm en espectrofotémetro (UV-Mini modelo 1240, Shimadzu Corporation,
Japdn). El contenido de compuestos fendlicos se calculd utilizando acido clorogénico como
estandar. Se prepararon tres extractos para cada variedad y estado de desarrollo analizados, y

cada uno se midié por triplicado. Los resultados se expresaron como mg CGA kg™

1.3.12. Capacidad antioxidante

Los extractos etandlicos de berenjena preparados como se describe en la Seccién 1.3.11,
se utilizaron para medir la capacidad antioxidante con el radical estable ABTS™, segln la
metodologia descripta previamente por Arnao y col. (2001). La solucién madre de reactivo se
prepard pesando 7 mmol de la sal de amonio de ABTS y 2,45 mmol de persulfato de potasio
(K;S,0g) en 1000 mL de agua, se dejé reaccionar 12-16 h en oscuridad a temperatura
ambiente. Para el estudio en las muestras, la solucion madre fue diluida en etanol hasta
obtener una absorbancia de 0,700 + 0,02 medida a 734 nm en espectrofotémetro (UV-Mini

modelo 1240, Shimadzu Corporation, Japén). Una alicuota de 50 plL de extracto fue afiadida a
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1 mL de solucién de trabajo de ABTS™, se homogeneizd e incubd durante 6 min. A
continuacion se registrd la disminucion de la absorbancia por parte de las muestras, que deben
encontrarse en el rango del 20-80% de inhibicidn respecto de la absorbancia del blanco de
reactivo. Se utilizé Trolox® como patron y los resultados se expresaron como Capacidad

Antioxidante Equivalente a Trolox (TEAC) en mg kg™. Las medidas se realizaron por triplicado.

1.3.13. Sub-clases de compuestos fendlicos

Se evaluaron de acuerdo al método descrito por Obied y col. (2005), con pequefias
modificaciones. La pulpa de berenjenas se congeld y trituré en molinillo, y 4 g del polvo
resultante se extrajo con 10 mL de metanol 70% (v/v) durante 30 min, luego se centrifugd a
14.000 x g por 10 min a 4 °C. Finalmente el pellet se re-extrajo con 5 mL de solvente. Una
alicuota de 500 L de extracto se afiadié a 1 mL de etanol 96% (v/v) acidificado con HCl 0,1%
(v/v). Finalmente se completé un volumen de 10 mL con HCI 2% (v/v). Se midié la absorbancia
a 320 nm para determinar el contenido de derivados de acidos hidroxicinamicos (HCA),
utilizando CGA como estandar; y a 360 nm para estimar los derivados flavonoides (FL),
empleando quercetina como estandar. Las muestras se analizaron por triplicado para cada
variedad y estado de desarrollo, y los resultados se expresaron en concentracién molar

relativa, de acuerdo a:

Fraccion molar HCA (o FL) = mol HCA (o FL)

mol (HCA +FL)

1.3.14. Contenido de acido clorogénico

Antes del analisis por HPLC-DAD los extractos preparados como se describid en la
Seccion 1.3.11, fueron concentrados a 40 °C en evaporador rotatorio (Bichi R-124,

Labortechnik AG, Flawil, Suiza). El residuo obtenido se resuspendiéo en 5 mL de una mezcla
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agua:metanol (90:10 v/v) y seguidamente, los extractos se filtraron a través de un filtro de
nylon de 0,45 pum (Osmonics Inc., Minnesota, USA). La determinaciéon cromatografica del
contenido de CGA se realizd en un cromatdgrafo HP 1100 (Hewlett-Packard, CA, USA)
equipado con una columna C18 (XSelect CSH, Waters) de una dimension de 750 mm de
longitud x 4,6 mm de didmetro y 35 um de didmetro de particula. La fase mévil se constituyd
por 0,4% (v/v) acido formico (A) y metanol (B). El gradiente de elucién utilizado fue: 0-15 min:
5-35% B; 15-35 min: 35-65% B. El caudal de la fase mévil se fijé en 0,5 mL min™, el volumen de
muestra inyectado fue 20 uL y la deteccion se realizé a 320 nm. El CGA presente en los
extractos de berenjenas se cuantificé mediante el empleo de un patrdn estandar. Las muestras
se analizaron por triplicado para cada variedad y estado de desarrollo, y los resultados se

expresaron en mg CGA kg'l.

1.3.15. indice de deterioro de frutos almacenados

A cada tiempo de muestreo, los sintomas de dafios externos fueron analizados
visualmente. El grado de deterioro o indice de dafio (ID) se calculé de acuerdo a Concellon y
col. (2004), con una escala heddnica de cuatro grados: 1 = sin dafios, 2 = dafios leves, 3 = dafios
moderados, 4 = dafos severos, teniendo en cuenta el grado de pardeamiento de la piel, el
punteado superficial, la deshidratacion y la presencia de pudriciones. Las observaciones se
realizaron en 20 frutos para cada variedad, estado de desarrollo, temperatura y tiempo de

almacenamiento. El indice de deterioro se calculd segun:

indice de deterioro = X (Nivel de deterioro x N° de frutos en el nivel)

N° total de frutos
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1.3.16. Pérdida de peso de frutos almacenados

Los frutos se pesaron individualmente, al inicio del experimento y a la salida del

almacenamiento. La pérdida de peso porcentual se calculé como:

Pérdida de peso (%)= 100 x (Pi - Pf)
Pi
Donde Piy Pf son el peso inicial y final de la muestra, respectivamente. Los resultados se

expresaron como porcentaje. Se evaluaron treinta frutos para cada cultivar, estado de

desarrollo y condicién de almacenamiento.

1.3.17. Color superficial de frutos almacenados

El color de la piel de los frutos que fueron almacenados se evalud con un colorimetro
(Minolta, Model CR-400, Osaka, Japan) por medida de los pardmetros L*, a*, b*. Se analizaron
treinta frutos de cada variedad, estado de desarrollo y condiciéon de almacenamiento, y las

medidas se realizaron por triplicado en la zona ecuatorial de cada fruto.

1.4. Analisis estadistico

Los experimentos se llevaron a cabo bajo un disefio completamente aleatorizado. Los
resultados se sometieron a un andlisis por ANOVA y las medias se compararon mediante el test

de minima diferencia significativa (LSD) de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.
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I. RESULTADOS Y DISCUSION

I.1. Apariencia de los frutos, crecimiento, materia seca y tasa respiratoria

En la Figura 1.1 se observa la apariencia de los frutos de berenjenas violetas cv. Monarca
(M) y Perla Negra (PN), cosechadas en los diferentes estados de desarrollo (I, II, Ill, IV y V). Las
berenjenas PN mostraron mayor didmetro ecuatorial (15%) y fueron menos elongadas que M
(Tabla I.1). Analizando un mismo estado de desarrollo el peso fue 20% mas alto en PN que en
M (Tabla 1.1). El estado | representa a los frutos de berenjena denominados “baby”, mientras
que el estado IV se definié como el correspondiente al rango normal de madurez seleccionado
para la cosecha de berenjenas completamente desarrolladas. Los frutos “baby” fueron menos
redondeados que aquellos de tamafio comercial, alcanzando un 40-50% de la longitud y

didmetro final, pero solo el 13% del peso (Tabla I.1).

MONARCA PERLA NEGRA

-,

1‘ : ““0‘

25cm- 0 I I TR T Y v

Figura I.1. Apariencia de berenjenas cv. Monarca y Perla Negra a los 0, 12, 15, 18, 20 y 23 dias luego de
la fructificacion (0, I, II, Ill, IV y V; respectivamente).

Los frutos se expanden rapidamente entre los estados | y Ill (25 g d™), sin embargo,
ambas variedades mostraron una maxima tasa de crecimiento (40-60 g d) en la transicién al
estado IV. Por su parte, la expansidn del cdliz se produjo en estados tempranos de desarrollo.
Para ambas variedades este alcanzd un 70% del area final en el estado |, mientras que el fruto
solo presenté un 13% de la masa final (Tabla 1.1). La masa total del fruto continda

incrementandose hasta el estado IV, indicando que una cosecha anticipada reduciria el
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rendimiento. A pesar de esto, retrasar la recoleccion hacia estados mas avanzados no es
recomendable, ya que podria resultar en la obtenciéon de frutos esponjosos, con excesivo

desarrollo de semillas y sabor amargo (Cheny Li, 1996).

Tabla I.1. Peso, longitud, didmetro, drea de cdliz y contenido de materia seca (MS) de berenjenas cv.
Monarca (M) y Perla Negra (PN) durante el desarrollo (Estados I, II, Ill, IV 'y V). Valores con letras distintas
en una columna, indican diferencias significativas de acuerdo al test de Fisher de minima diferencia
significativa (LDS test= least significant difference) (P < 0,05).

M | 0,05i 8,60 g 3,98] 2,02f 748a
Il 011h 1295 ¢ 5,02 h 2,31 ef 7,05 abc
i 019 15,59 d 6,14 f 2,70 de 6,80 cd
v 0294 1771 ¢ 7,36 3,08 cd 6,81 bed
v 0,37b 2110a 7,70¢ 329¢ 6,85 bed
PN | 0,06 7.84h 4,18 3,08 cd 7,35ab
I 015¢ 1246 f 582 327¢ 6,60 cd
i 023e 15,79 6,86 ¢ 346 ¢ 6,57 cd
v 035¢ 17,55¢ 8,19b 4,14b 6,46 d
v 044 a 20,20 b 8,844 4,97 6,49 cd
LSD 0,01 0,39 0,18 0,53 0,45

La decisiéon del momento de cosecha en berenjena es tomada en base al tamafio. Dado
el rapido crecimiento entre los estados Ill y IV, en ambas variedades, los frutos deberian
comercializarse cuando alcancen un peso en el rango de 0,20 a 0,35 kg (Tabla I.1). Si esta
drastica diferencia en tamafio, afecta o no el nivel de antioxidantes y la respuesta en

poscosecha de las berenjenas, aun no ha sido determinado.

En concordancia con otros autores (San José y col., 2013) el contenido de material seca
(MS) en los frutos de berenjena varia del 6,5 al 7,5% durante el desarrollo (Tabla I.1). La
disminucién de MS entre los estados | y lll, sugeriria que el crecimiento del fruto se produce
predominantemente por la absorcion de agua. A continuacion el peso seco se mantiene

estable (Tabla I.1).
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Al igual que en otras especies, las mas altas tasas respiratorias (TR) se produjeron en los
frutos menos desarrollados del estado | (Figura 1.2) (Fawole y Opara, 2013). Las berenjenas
“baby” de ambas variedades mostraron una TR comparable (8,8-10,3 puL CO, kg’1 s). Similar a
lo detallado por Rodriguez y col. (1999), y en concordancia con un patréon de madurez no
climatérico, una disminucion de la TR fue observada durante el desarrollo. Los frutos

cosechados en el estado IV tuvieron una TR 20-30% menor a aquellos del estado Il
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Figura 1.2. Tasa respiratoria (TR) de berenjenas cv. Monarca (M) y Perla Negra (PN) durante el desarrollo
(estados I, Il, Ill, IV y V). Valores con letras distintas indican diferencias de acuerdo al test LSD de Fisher

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

I.2. Firmeza, densidad y RIA

Para ambas variedades la mayor firmeza se hallé en el estado | (Figura 1.3.A). Los frutos
se ablandaron marcadamente en la transicidn entre los estados | y Il, sin observarse cambios
luego. Las modificaciones estructurales y bioquimicas asociadas con el ablandamiento de las
berenjenas han recibido poca atencién hasta la actualidad. Contrariamente con lo informado
para la mayoria de otros frutos, Esteban y col (1993) encontraron que el contenido de pectina
se incrementa durante el desarrollo de estos frutos, indicando que se deposita nuevo material

en la pared celular. A pesar de que el ablandamiento ha sido usualmente asociado con
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cambios en la composicion de la pared celular, la arquitectura del tejido puede también

conducir a marcados cambios en las propiedades mecanicas (Vicente y col., 2007).

La densidad de los frutos decrecié durante el desarrollo de 700 a 500 kg m™ (Figura 1.3.B)
y mostrd una alta correlacién con la firmeza (r = 0,84 y 0,89 para M y PN, respectivamente).
Esto indicaria que los cambios en los espacios intercelulares del fruto pueden estar
relacionados al ablandamiento de berenjena, que ocurre a medida que la maduracién
progresa. De todos modos, siendo PN la variedad menos firme y que presenta mayor densidad
en los estados IV y V, sugeriria que otros factores determinan la textura en los estados de
desarrollo mas avanzados. Futuros estudios son necesarios para profundizar en el

conocimiento de estas variables.

En contraste con la mayoria de los frutos en los que el RIA decrece durante la ontogenia
(Brummell, 1999), en ambas variedades de berenjena se produjo una progresiva acumulacion
del material insoluble en alcohol (Figura 1.3.C). Un marcado incremento del RIA se observo
para la variedad M en el estado lll, mientras que en PN se produjo en el estado IV. Para frutos
gue no acumulan almidén, como las berenjenas, el RIA comprende la mayoria de los polimeros
estructurales de la pared celular, incluyendo pectinas, hemicelulosa, celulosa y lignina. El
aumento en RIA puede ser en parte debido a la deposicidén de pectinas como ha sido reportado
por Esteban y col. (1993). La progresiva lignificacion de semillas, fibras y tejidos vasculares a

través del desarrollo puede también contribuir a este incremento.
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Figura 1.3.A) Firmeza, B) densidad y C) Residuo Insoluble en Alcohol (RIA) de berenjenas cv. Monarca (M)

y Perla Negra (PN) durante el desarrollo (estados I, Il, Ill, IV y V). Valores con letras distintas indican
diferencias de acuerdo al test LSD de Fisher con un nivel de significancia de P <0,05.

1.3. Contenido de antocianinas

Las berenjenas presentan una gran diversidad de colores entre variedades, que resultan
de las diferencias en el tipo, cantidad y distribucién de los pigmentos presentes en la piel de
los frutos (Daunay y col., 2004). El color es determinado por la presencia de antocianinas,
pigmentos también comunes en muchos otros frutos cuyo color sea de la gama de los rojos-
azules (Mazza y col., 2004). Trabajos previos han demostrado que las variedades de berenjena

de piel oscura pueden diferir en el tipo de antocianina mayoritaria, asi en algunos casos
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predomina el pigmento delfinidina-3-(p-coumaroilrutinosido)-5-glucésido o Nasunina (NAS),
mientras que en otros se presenta mayoritariamente delfinidina-3-rutinésido (D3R) o
Tulipanina (Matsubara y col., 2005; Wu y Prior, 2005). En nuestro caso, las berenjenas de
ambas variedades presentaron un perfil cromatografico donde el pico mayoritario (pico 4,
Figura 1.4) era D3R. La identidad de la misma fue chequeada empleando un HPLC-MSD
(Modelo 1100 LC, Agilent Technologies Inc., EE.UU.). EI MSD fue operado con una interfaz de
ionizacion por electrospray en el modo positivo (ESI*) y se hallaron los fragmentos m/z de 611,

465, 303; siendo estos caracteristicos de D3R.
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Figura 1.4. Perfil representativo de HPLC de las antocianinas presentes en la piel de berenjenas Monarca
y Perla Negra. Pico 1: delfinidina 3-rutinésido-5-galactdsido, Pico 2: delfinidina 3-rutindsido-5-glucdsido,
Pico 3: delfinidina 3-glucdsido y Pico 4: delfinidina 3-rutindsido.

Al igual que Wu y Prior (2005), también fueron identificadas otras tres antocianinas
minoritarias (Figura 1.4) en ambas variedades y estados de desarrollo: delfinidina 3-rutinésido-
5-galactdsido (D3R-5Gal, pico 1), delfinidina 3-rutindsido-5-glucésido (D3R-5Glu, pico 2) y

delfinidina 3-glucdsido (D3Glu, pico 3).

La variacion del contenido de antocianinas totales (evaluado espectrofotométricamente,
Figura 1.5.A) se correspondié con el hallado para la antocianina mayoritaria (D3R, pico 4)

medido por HPLC (Figura 1.5.B).
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Figura 1.5. Contenido de A) antocianinas totales y B) antocianina mayoritaria (pico 4) en berenjenas cv.
Monarca (M) y Perla Negra (PN) durante el desarrollo (estados I, II, I1l, IV y V). Valores con letras distintas
indican diferencias segun el test LSD de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.

Ambas variedades presentaron color violeta-negro en la piel desde el inicio. Si bien en el
estado |, se registré el menor contenido de antocianinas, este alcanzé un alto porcentaje
respecto del valor final (40% y 60% para M y PN, respectivamente), ya que en el estado Il se
obtuvo la maxima concentracion de pigmento. A partir de alli, el nivel de antocianinas en la
piel se mantuvo sin cambios. De esta forma en el presente trabajo el color de las berenjenas se
define en etapas tempranas de desarrollo, en contraposicidon con lo reportado por Esteban y
col. (1992), quienes indican que la intensidad del color se incrementa a medida de que el fruto

se aproxima al momento dptimo de cosecha.
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1.4. Contenido de compuestos antioxidantes

Los principales grupos de compuestos que contribuyen a la capacidad antioxidante de
los alimentos vegetales son los compuestos fendlicos, los carotenoides y el acido ascérbico
(Lako, 2007; Singh y col., 2007). De acuerdo a esto, se decidid evaluar el nivel y evolucién de

los AOX mds representativos en la pulpa de berenjena, durante el desarrollo de los frutos.

El contenido de carotenoides se ubicd en el rango de los 4 a 10 mg kg™ (Figura 1.6.A),
resultados similares fueron hallados en trabajos previos (EL-Qudah, 2008; Speek y col., 1988).
De acuerdo a Aizawa e Inakuma (2007) y EL-Qudah (2009), los principales tipos de estos
compuestos encontrados en berenjena son B-caroteno y luteina. PN presenté en todos los
estados de desarrollo, mayores contenidos que M, con la mds amplia diferencia observada
para berenjenas “baby”. En ambas variedades, los frutos cosechados en estados Il y IV, no
presentaron diferencias significativas entre si. A pesar de que el nivel de carotenoides fue
mayor en estados tempranos, las berenjenas no se consideran buena fuente y comparados con
los contenidos observados en otros productos ricos en este grupo de AOX, los valores hallados
resultan bajos (EI-Qudah, 2009, Aizawa e Inakuma, 2007). La presencia de carotenoides en
estas variedades se visualiza con un color blanco-amarillento de la pulpa, siendo algo mas
intenso el color en el tejido cercano a la piel. Esta particularidad ha sido hallada por otros
autores en berenjenas que poseen la antocianina D3R como mayoritaria en la piel (Mennella 'y

col., 2012; Todaro y col., 2009).

Aunque el acido ascérbico (AA) es un potente antioxidante, el bajo nivel hallado en
berenjenas limita su participacién en la capacidad antioxidante de estos frutos (Hanson y col.,
2006). Como se observa en la Figura 1.6.B, el contenido de AA varié entre 40 y 70 mg kg™, y no

mostré marcadas diferencias entre variedades.
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Figura 1.6. Contenido de A) carotenoides y B) dcido ascérbico en berenjenas cv. Monarca (M) y Perla
Negra (PN) durante el desarrollo (estados I, II, Ill, IV y V). Valores con letras distintas indican diferencias
segun test LSD de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.

Estos valores estan en concordancia con los hallados por Esteban y col. (1989, 1992) y
Das y col. (2011). A su vez, resultaron superiores a los reportados por Prohens y col. (2007) en
diferentes variedades comerciales de berenjenas. A pesar de esto, los niveles de AA en las
variedades PN y M también resultaron bajos respecto de vegetales ricos en este AOX (Hanson
y col., 2006; Lee y Kader, 2000). Una leve tendencia a la disminucién del contenido de AA, fue
observada durante el desarrollo de los frutos, sin embargo solo fue significativa para el estado
V de PN. Estos resultados difieren de los hallados por Esteban y col. (1992), quienes

encontraron un mayor contenido cuando los frutos alcanzaron la madurez de cosecha.

Para ambas variedades, los compuestos fendlicos se presentaron en alta concentracion

en los estados tempranos de desarrollo (2.000 mg kg™?). Estos valores estdn de acuerdo a los
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reportados por Whitaker y Stommel (2003) y Mennella y col. (2010), pero superan casi al doble
a los informados por Hanson y col. (2006), Prohens y col. (2007) y Raigén y col. (2008). El
maximo nivel fue hallado en el estado | (Figura 1.7.A), mientras que el contenido disminuyd
marcadamente cuando los frutos alcanzaron el estado Ill, permaneciendo posteriormente sin
cambios. En contraste, Esteban y col (1992), reportaron que los compuestos fendlicos alcanzan
su maximo en estados intermedios de desarrollo. El comportamiento observado concuerda
con el reportado por Mennella y col. (2012). A pesar de ello, estos autores solo evaluaron tres
estados de desarrollo, partiendo de uno intermedio hasta frutos sobremaduros. Cabe destacar
entonces, que los frutos de berenjena tipo “baby” analizados aqui, resultaron los mads ricos en

compuestos fendlicos, carotenoides y AA.
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Figura 1.7. A) Contenido de fenoles totales y B) capacidad antioxidante (TEAC) en berenjenas cv.
Monarca (M) y Perla Negra (PN) durante el desarrollo (estados |, 11, Ill, IV'y V). Valores con letras distintas
indican diferencias segun test LSD de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.
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Finalmente, la capacidad antioxidante evaluada mediante TEAC mostrd, para ambas
variedades, una tendencia similar a la descripta para los compuestos fendlicos totales,
evidencidandose una disminucion con el desarrollo y una amplia reduccién entre los estados Il y
Il (Figura 1.7.B). Esto confirma que en todos los estados, los compuestos fendlicos representan
los principales antioxidantes hidrofilicos en la pulpa. A su vez, vale destacar que las
propiedades antioxidantes de las berenjenas estan dadas esencialmente por los compuestos
presentes en esta parte del tejido, esto se debe a que a pesar de las conocidas propiedades
antioxidantes de las antocianinas que se hallan en la piel de variedades violetas, su baja
contribucidn relativa al peso hace que solo aporten 3% de la capacidad antioxidante total

cuando el fruto completo es analizado (datos no mostrados).

I.5. Sub-clases de compuestos fendlicos y contenido de acido clorogénico

Se determind la proporcién relativa de compuestos derivados de flavonoides (FL) y de
acidos hidroxicinamicos (HCA) al contenido de fenoles totales presentes en los frutos de
berenjena durante su desarrollo. Para ambas variedades en todos los estados, HCA
representaron el 75-80% de los compuestos fendlicos totales. De esta forma, e
independientemente de la etapa ontogénica, los FL sélo contribuyeron al 20% (Figura 1.8.A).
Ambos grupos mostraron una tendencia, en valor absoluto, a disminuir con el desarrollo. Asi
los compuestos derivados de HCA decrecieron de 6,2-7,0 a 2,3-3,1 mmol kg'1 para M y PN,
respectivamente, mientras que los derivados FL cayeron de 1,5-1,8 a 0,5-0,8 mmol kg'l para M

y PN, respectivamente (datos no mostrados).
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Figura 1.8. A) Contenido relativo de derivados flavonoides (FL) y de dcidos hidroxicindmicos (HCA) y B)
Contenido de dcido clorogénico en berenjenas cv. Monarca (M) y Perla Negra (PN) durante el desarrollo

(estados I, I, Ill, IV y V). Valores con letras distintas indican diferencias segun test LSD de Fisher con un
nivel de significancia de P < 0,05.

El acido clorogénico ha sido identificado como el derivado HCA predominante,
encontrado en berenjenas correspondientes a un rango de madurez que va desde estados
intermedios de desarrollo hasta la sobremadurez (Mishra y col., 2012; Prohens y col., 2007,
Raigén y col., 2010; Stommel y Whitaker, 2003). En concordancia, en el presente trabajo, el
anadlisis por HPLC de las muestras de berenjena mostré un solo pico mayoritario,
correspondiente a CGA, para ambas variedades y a lo largo de todo el desarrollo. Los cambios
en CGA presentaron una tendencia similar a la descripta anteriormente para la capacidad
antioxidante, siendo el contenido mas alto para las berenjenas “baby”, respecto de los frutos
cosechados en estados Il y IV. El nivel de CGA fue cercano a 2.000 mg kg™ en berenjenas del
estado I, disminuyendo en el estado V a valores de 900 y 600 mg kg* para PN y M,

respectivamente (Figura 1.8.B).
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Asimismo, una continua y significante pérdida de CGA a través del desarrollo fue
observada por Mennella y col. (2012) en otras variedades de berenjena. De todos modos en
estos estudios previos no se han identificado los estados de desarrollo tempranos en los que el
conocimiento del nivel de AOX pudiera resultar de interés comercial. En el presente trabajo y
considerando las practicas actuales de manejo del cultivo de berenjena, se incluye al estado |
para berenjena “baby”, ademas de los estados Ill y IV para el rango de cosecha comercial de

frutos grandes, pero aun aceptables en los canales de distribucion.

1.6. Efecto del desarrollo en la respuesta a diferentes regimenes de almacenamiento

El estado de desarrollo de los frutos a la cosecha puede ejercer marcados efectos en la
respuesta a diferentes regimenes de almacenamiento. Esto ha sido claramente establecido en
numerosas especies de frutos (Qian y col., 2013; Shin y col., 2008), pero ha recibido escasa
atencién en berenjena. lgualmente, las condiciones éptimas de almacenamiento poscosecha

para berenjenas “baby” no han sido alin determinadas.

Como se observa en la Figura 1.9.A y B, el principal factor que contribuyé a la pérdida de
calidad de los frutos en estados Ill y IV cuando se almacenaron a 10 °C, fue el marchitamiento
del cdliz y la aparicion de pudriciones, asi como el pardeamiento de la piel. Mientras que a 0
°C, presentaron sintomas de dafio por frio (punteado y escaldaduras superficiales). Luego de
1242 d y para ambas variedades, las berenjenas de tamafio comercial mostraron menor indice

de deterioro a 10 °C, respecto de aquellos frutos conservados a 0 °C (Figura 1.9.C).
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Figura 1.9. A) Apariencia de berenjenas cv. Monarca en estados | y IV, B) Apariencia de berenjenas cv.
Perla Negra en estados I y IV, C) Indice de deterioro de berenjenas almacenadas por 12d a 0 °C o 10 °Cy
transferidas a 20 °C por 2 d (12+2 d). Estado de desarrollo: | (berenjenas “baby”), Ill (comercial pequefio)
y IV (comercial). Valores con letras distintas indican diferencias segun test LSD de Fisher con un nivel de
significancia de P < 0,05.

Por su parte las berenjenas “baby” sufrieron una importante pérdida de peso cuando se
almacenaron a 10 °C, siendo este el principal factor de deterioro (Figuras I.9.A y B). La gran
susceptibilidad a la deshidratacion, puede explicarse por la alta relacién superficie/volumen de
los frutos, aunque también podria deberse a la incompleta deposicion de cera en la cuticula. A
su vez, en estudios previos se ha informado que la pérdida de peso se produce en berenjena
principalmente a través del cdliz (Diaz-Pérez, 1998). El hecho de que el caliz se desarrolla en
estados tempranos como se observd anteriormente, explicaria también la alta tendencia a la
deshidratacion. Para berenjenas pequefias, el almacenamiento a 0 °C y 90% HR resulto el mas
propicio, observandose escasa presencia de sintomas de dafio por frio y una reduccion

significativa de la pérdida de peso (Figura 1.10.A).
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Figura 1.10. A) Pérdida de peso y B) tasa respiratoria (TR) de berenjenas cv. Monarca y Perla Negra
almacenadas por 12 d a 0 °C o 10 °C y transferidas a 20 °C por 2 d (12+2 d). Estado de desarrollo: |

(berenjenas “baby”), Il (comercial pequefio) y IV (comercial grande). Valores con letras distintas indican
diferencias segun test LSD de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.

Estos resultados contrastan con los obtenidos para otros frutos, que en general
muestran mayor susceptibilidad a las bajas temperaturas cuando se encuentran menos
desarrollados. Por ejemplo, el pimiento conservado a 2 °C es mucho mas sensible a este
desorden en el estado verde maduro que cuando ha alcanzado la coloracién roja (Serrano y
col., 1997). Similarmente, se recomienda almacenar tomates verdes a temperaturas no
inferiores a 12-14 °C, mientras que cuando han completado su madurez, la temperatura puede
reducirse a 7 °C (Suslow y Cantwell, 2012). Finalmente, mientras que el régimen poscosecha no
resulté en marcadas diferencias en el color de la piel de los frutos (Tabla 1.2), el
almacenamiento a 0 °C previno el ablandamiento de las berenjenas “baby”, en ambas

variedades (Tabla 1.2).
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Tabla I.2. Color (L* a* b*)y firmeza de berenjenas cv. Monarca (M) y Perla Negra (PN) en estados de
desarrollo I, Ill y 1V, almacenadas a 0 °C o 10 °C por 12 d y transferidas 2 d a 20 °C. Valores con letras
distintas en una columna, indican diferencias significativas de acuerdo al test de Fisher de minima
diferencia significativa (LDS test= least significant difference) (P < 0,05).

b* Firmeza (N s*)

10 °C 10 °C 0°C 10°C

M | 2524 bcde  24,90def | 4,01 bc 433b | -041d 015a 1,38 a 141a

n 2530 bcde 24,98 cdef | 3,93bed  3,60cd | -033cd -0,30cd | 1,05cd  1,02de
v 2541 bc 2470 423b 3,48d -020bc  -029cd | 1,16bc  092e
PN | 26,08 a 25,59 b 433b 368cd | -0,10Db 017a 1,26 b 1,452
[} 24,82 ef 2520cde | 5,02a 392bcd| -024bc  -020bc | 092e 1,04 d

v 2453 25,35bcd | 541a 421b 021bc  -031cd | 098de  1,00de

Tanto los frutos tipo “baby” como los de tamafio comercial almacenados a 0 °C,
mostraron luego de la transferencia a 20 °C, una exacerbada tasa respiratoria (TR) (Figura
1.10.B). Esto indicaria que todos los estados de desarrollo evidenciaron dafio por frio. Para
ambas variedades, los frutos en estados Ill y IV presentaron similar respuesta al dafio por frio

en términos de su nivel de deterioro (Figura 1.9.B) y TR (Figura 1.10.B).

En sintesis los resultados observados aqui muestran que, si bien el almacenamiento a 0
°C es en general una condicién que genera dafio por frio y por tanto no recomendada para el
almacenamiento de berenjenas, resultd ser la adecuada para preservar la calidad de frutos
“baby” durante 12+2 d. Mientras que, 10 °C continué siendo la temperatura recomendada

para el estado comercial (Ill), de tamafio algo menor al estado comercial éptimo (IV).
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. CONCLUSIONES

En el presente Capitulo se determinaron los cambios morfoldgicos y fisioldgicos, asi
como la variacion en el contenido de antioxidantes de dos variedades de berenjena violeta en
diferentes estados de desarrollo. A su vez, se evalud la influencia de la madurez a cosecha de
los frutos en respuesta a diferentes regimenes de almacenamiento. Las berenjenas “baby”
presentaron mayor capacidad antioxidante que los frutos en estados mas avanzados de
desarrollo y mostraron elevados niveles de acido clorogénico, carotenoides y acido ascérbico.
Asimismo, los frutos en este estado de desarrollo ya poseian entre el 40-60% de antocianinas
en la piel, 70% de desarrollo del caliz, 40-50% de la longitud y didmetro final, pero solo el 13%
del peso. La mayor tasa de crecimiento en masa se registré entre el estado Ill y IV. Las
berenjenas “baby” fueron extremadamente susceptibles a la deshidratacion y se almacenaron

mejor a 0 °C, sin mayores sintomas de dafo por frio.

En cambio, los resultados observados muestran que mas alld de las diferencias en
tamanio, las berenjenas en estados Il y IV no presentan marcada variacién en su contenido de
materia seca, contenido de antocianinas, capacidad antioxidante y susceptibilidad al dafio por
frio. Las mas claras diferencias entre los frutos en estas dos etapas de madurez de cosecha, se
dieron en términos de su tasa respiratoria y densidad, pudiendo establecerse que un retraso
de la cosecha resultaria en berenjenas menos densas y con una tasa respiratoria del 25%
menor. Por su parte, el almacenamiento a 10 °C maximiza el mantenimiento de la calidad
poscosecha. Comprender los cambios en los compuestos bioactivos y en la performance
poscosecha en funcién del desarrollo de los frutos de berenjena, puede ayudar en la seleccién
de las condiciones éptimas de cosecha y manejo para cada estado ontogénico en particular, asi

como para conocer las propiedades antioxidantes de estos frutos.
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“Cambios en los antioxidantes fendlicos y en la calidad durante
el almacenamiento de berenjena en condiciones recomendadas
y de dano por frio”




II. Introduccion

Il. INTRODUCCION

Como se describid anteriormente, los derivados del acido hidroxicinamico (HCA) tales
como el acido clorogénico (CGA), son los antioxidantes mas comunes en berenjena. El CGA es
incluido en la amplia categoria de compuestos denominados fendlicos. El término CGA ha sido
usado para referirse a la familia de ésteres formados por ciertos acidos trans-cindmicos
(cafeico, ferdlico o p-cumarico) y el acido quinico. De cualquier manera el nombre de acido
clorogénico, se emplea para denominar especificamente al compuesto individual mds comun:
el acido 5-O-cafeoilquinico, éster del acido caféico (AC) y quinico (AQ) (Clifford, 2000). A su vez,
existen isdmeros que incluyen el acido 3-O-cafeoilquinico y acido 4-O-cafeoilquinico, al acido
isoclorogénico con dos moléculas de acido caféico, y otros como los acidos 3,4-dicafeoilquinico

y 3,5-dicafeoilquinico (Niggeweg y col., 2004).

El CGA se presenta en un gran numero de especies vegetales con un rol central en la
defensa de la planta y como antioxidante (Plazas y col., 2013b). Al igual que en berenjena, es
también el principal compuesto fendlico soluble en otras Solandceas populares como la papa o
el tomate, y de los miembros de la familia Rubiaceas cultivados en todo el mundo como el
café. Resulta de esta forma uno de los antioxidantes fendlicos mds abundantes en la dieta
humana (Niggeweg y col., 2004). En este sentido, su importancia radica en que los polifenoles
como el CGA, han sido reconocidos en los ultimos afios por sus actividades bioldgicas con
efectos beneficiosos para la salud humana, que incluyen: capacidad para captar radicales
libres, regulacion de la actividad enzimatica y modulacién de los mecanismos de sefalizacidon
celular (Sato y col., 2011). A su vez, el CGA en particular presenta propiedades antioxidantes,
anticarcinogénicas, antinflamatorias, analgésicas, antimicrobianas; y efectos neuro vy

cardioprotectivos (Plazas y col., 2013b).

Si bien se sabe que las condiciones pre y poscosecha pueden afectar en gran medida el

nivel de CGA de los frutos, el desarrollo y la regulacion ambiental de su metabolismo son aun
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poco conocidos (Joét y col., 2010). En trabajos previos se ha informado que los AOX pueden
ser influenciados en gran medida por factores genéticos. De hecho, una gran variacién natural
en la capacidad antioxidante se ha encontrado entre los distintos genotipos de berenjena
(Stommel y Whitaker 2003; Hanson y col., 2006; Mennella y col., 2010). De aqui se desprende,
el interés por los programas de mejoramiento genético que tienen como objetivo incrementar
el contenido de fenoles totales y de CGA, particularmente. Sin embargo, es sabido que en
frutas y vegetales, la oxidacidon de los fenoles luego de la exposicion al aire de los tejidos
internos resulta en la aparicion de pardeamiento (Plazas y col., 2013a). La enzima
polifenoloxidasa (PPO) cataliza esta reaccidon, con el consecuente deterioro de la apariencia y

reduccion de la calidad nutricional por pérdida de AOX (Mishra y col., 2012).

Fuentes de variacidn en las condiciones ambientales del cultivo y la cosecha, pueden
también afectar el contenido de compuestos fendlicos en berenjena. Raigén y col. (2010),
informaron que el manejo organico y la fertilizacion aumentaron la acumulacién de
compuestos fendlicos. En contraste, Luthria y col.,, (2010) no observaron una tendencia
consistente en el contenido fendlico de berenjenas cultivadas orgdnica o convencionalmente.
Asimismo, como pudo observarse en el Capitulo |, el estado de desarrollo del fruto al

momento de cosecha es un factor determinante del nivel de AOX.

Aunque varios trabajos evaluaron el rendimiento poscosecha de berenjena (Kozukue y
col., 1978, 1979; Fallik y col., 1995; Concellén y col., 2004, 2005 y 2007), sélo unos pocos
estudios han analizado la influencia de distintos regimenes de almacenamiento sobre los
compuestos antioxidantes y especialmente en CGA. Tratamientos con 1-MCP han demostrado
reducir la degradacion de los compuestos fendlicos en berenjenas violetas cuando se almacena
a 10 °C (Massolo y col., 2011). Gajewski y col. (2009) encontraron que los fenoles totales en la
piel se incrementaron, en tanto que no se vieron afectados en la pulpa durante el

almacenamiento a 20 °C.
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A pesar de estos antecedentes, los cambios que se producen en los AOX fendlicos a las
temperaturas recomendadas para el almacenamiento de frutos completamente desarrollados
(10 °C), o en las condiciones en que los frutos sufren dafo por frio (0 °C), aun no han sido
evaluados. En este sentido, si bien el deterioro asociado a la maduraciéon y senescencia es
retardado por el almacenamiento a bajas temperaturas, por debajo de 10 °C las berenjenas
sufren dafo por frio, manifestado principalmente por la aparicién de punteado, escaldaduras
superficiales, oscurecimiento de las semillas y pardeamiento de la pulpa mediado por PPO
(Concellén y col., 2007). A su vez, la pérdida de electrolitos del tejido vegetal que ha sufrido
estrés indica indirectamente, la ocurrencia de dafio en las membranas celulares y se asocia a la

intensidad del dafo por frio (Murata, 1989).

De acuerdo a lo expuesto anteriormente, el objetivo del presente Capitulo fue
investigar la influencia de las condiciones de almacenamiento poscosecha (tiempo y

temperatura) en la calidad y contenido de antioxidantes fendlicos de berenjenas violetas.
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Il. MATERIALES Y METODOS

Il.1. Material vegetal y condiciones de almacenamiento

Berenjenas (Solanum melongena L.) cv. Lucia cultivadas en La Plata (Argentina) se
cosecharon en estado de madurez comercial (estado IV, ver Capitulo 1) y se transportaron al
laboratorio. Después de la eliminacién de frutos defectuosos, las berenjenas fueron lavadas, se
dejaron secar al aire y se envasaron en grupos de 2 en bandejas de plastico (PET) y fueron
cubiertas con PVC perforado. Los envases conteniendo los frutos se almacenaron a 0 °C o 10 °C
(85-90% HR) durante 0, 3, 5, 10 y 14 d. En cada dia de muestreo, se utilizaron 20 frutos para
cada temperatura evaluada. Se analizd la pérdida de electrolitos, pérdida de peso, color de la
pulpa y el dafio por frio en el fruto fresco inmediatamente después de la salida de cdmara. Se
tomaron secciones de la zona ecuatorial de los frutos pelados que se analizaron
inmediatamente o bien se congelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80 °C hasta su

uso. El experimento se repitié tres veces, con cosechas independientes.

11.2. Pérdida de peso

Los frutos individuales se pesaron al inicio del experimento, y durante el
almacenamiento, calculandose la pérdida de peso como se indicara en la Seccién 1.3.16. Se

evaluaron veinte frutos para cada temperatura y tiempo de almacenamiento.

11.3. Pérdida de electrolitos

Las muestras se tomaron de la regién ecuatorial de 6 frutos seleccionados al azar para
cada tratamiento y tiempo de almacenamiento analizado de acuerdo a Concellén y col. (2005).
Con un sacabocado se obtuvieron discos (0,3 cm x 0,1 cm) de la pulpa del tejido hasta un peso
aproximado total de 2 g y se incubaron a 20 °C en 20 mL de 0,6 mol L™ de manitol. La

conductividad de la solucién se midié con un conductimetro (Oakton Modelo 510, IL, USA) al
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inicio (Ci) y después de 2 h a 20 °C (Cf). Luego el tejido se homogeneizd y se centrifugd a
14.000 x g durante 15 min a 20 °C, la conductividad del sobrenadante se midié para

determinar electrolitos totales (Ct). La pérdida de electrolitos se calculé como:

Pérdida de electrolitos (%) = 100 x (Cf - Ci)
Ct

Los resultados se expresaron como porcentaje total de electrolitos que salieron del

tejido en el tiempo de incubacion. Las medidas se realizaron por triplicado.

11.4. Daiio por frio

En cada dia de muestreo, los sintomas de dafio por frio (DF) internos y externos fueron
analizados visualmente. El grado de DF se calculd de acuerdo con la siguiente escala, similar a
la propuesta por Lederman y col. (1997) y Concellén y col. (2004): 1 = sin dafos, 2 = dafios
leves, 3 = dafios normales, 4 = dafios moderados, 5 = dafnos severos. Las observaciones se
realizaron en 20 frutos para cada temperatura y tiempo de almacenamiento. El indice DF se

calculd segun:

indice DF =3 (Nivel de deterioro x N° de frutos en el nivel)

N° total de frutos

I1.5. Pardeamiento de la pulpa

Se obtuvieron rodajas de la zona ecuatorial de 0,8 cm de espesor y se midio la
luminosidad de la pulpa (L*) inmediatamente después del corte con un colorimetro (Minolta,
CR-400, Osaka, Japon). Se evaluaron veinte frutos para cada temperatura y tiempo de

almacenamiento, y se realizaron dos mediciones por fruto.

95




II. Materiales y métodos

11.6. Extraccion de compuestos fendlicos

Se realizd la extraccion de los compuestos fendlicos de una manera similar a lo detallado
en la Seccion 1.3.11. Aqui 1 g de tejido congelado y molido se extrajo dos veces con 5 mL de
etanol. El extracto resultante se concentrd en rotavapor segun se detallara en la Seccién 1.3.14.
El residuo obtenido se resuspendié en 2 mL de acido féormico: metanol: agua (1:10:89) y se
filtré a través de un filtro de nylon de 0,45 pum (Osmonics Inc., Minnesota, USA) para luego ser

analizados. Se realizaron tres extractos para cada temperatura y tiempo de almacenamiento.

11.7. Contenido de compuestos fenolicos totales

Se determind el contenido de compuestos fendlicos totales en el extracto antes
mencionado empleando el reactivo de Folin-Ciocalteu (FC) segln Singleton y col. (1999), como
se detallara en la Seccion 1.3.11, empleando en este caso una alicuota de 350 uL de extracto El
contenido de compuestos fendlicos totales se calculé mediante el uso de CGA como estandar.

Las medidas se realizaron por triplicado y los resultados se expresaron en mg CGA kg™.

Los compuestos fendlicos reaccionan con el reactivo de FC a pH alcalino generando un
complejo azul. Sin embargo, otros agentes reductores como el acido ascérbico (AA) también
pueden reaccionar. Dado que el AA forma el complejo incluso a pH 4acido, es posible
diferenciar su contribucién de la asociada a los compuestos fendlicos (Singleton y col., 1999).
Con el fin de evaluar esto en los extractos, se prepararon dos series de cuatro tubos
conteniendo: 1- 500 pL agua (control), 2- 500 uL extracto de berenjena, 3- 500 pL de AA (50 mg
L") 0 4- 500 pL de CGA (50 mg L). Luego 50 pL de reactivo de FC (diluido 1:1) se afiadieron a
cada tubo, se dejé reaccionar 3 min y 100 pL de Na,CO3 20% en NaOH 0,1 M fueron afadidos a
la primera serie de cuatro tubos (FC a pH alto) y 100 uL de agua se agregaron a la segunda
serie (FC a pH bajo). Todas las mezclas se llevaron a volumen final de 2,5 mL con agua y se

incubaron a 20 °C durante 90 min. Finalmente se midié la absorbancia a 760 nm.
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La contribucion total de CGA mads AA se determind en la serie de tubos en el que se llevd
a cabo la reaccién a pH alto, mientras que el AA en forma individual fue evaluado en los tubos
en los que la reaccidn se llevd a cabo a pH bajo. Se realizaron curvas de calibracion de AA y
CGA en ambas condiciones de pH, con el fin de hacer las correcciones para las diferencias en el

coeficiente de extincidn del complejo azul de molibdeno.

11.8. Capacidad antioxidante por método de DPPH"®

La capacidad antioxidante medida empleando el radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil
(DPPH") se evalud segun Brand-Williams y col. (1995). En esta prueba, los extractos reducen el
radical estable DPPH" de color violeta-plrpura a difenil-picril-hidrazina de color amarillo. La
pérdida del color purpura de la solucidn indica la capacidad secuestrante de radicales de las
muestras. Alicuotas de extracto etandlico (50, 70, 90, 100 y 120 uL) fueron afiadidas a tubos de
ensayo conteniendo 1 mL de DPPH" (40 mg L™ en etanol) y llevados a un volumen final de 1,25
mL con etanol. La absorbancia a 515 nm se midié en diferentes tiempos con un
espectrofotometro (UV-Mini modelo 1240, Shimadzu, Japén) hasta que la reaccién alcanzé una
meseta (60 min). La cantidad de fruto necesaria para disminuir la concentracion de DPPH®
inicial en un 50%, se calculé y se definid como ECsg. Los resultados se expresaron como poder
antioxidante, ECs,™ (kg™), a fin de tener una relacion directa y positiva en los resultados: mayor

valor numérico, mayor poder antioxidante.

Con el fin de determinar la contribucion de AA y CGA en la capacidad antioxidante de los
extractos, las cinéticas de estandares con DPPH’ se llevaron a cabo mediante la reaccidn en
tubos de ensayo que contenian 75 pL de extracto o bien 50 pl de AA o CGA 100 mg L7,

completando 250 pL con etanol y finalmente agregados a 1 mL de DPPH" (40 mg L™).
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11.8. Andlisis de antioxidantes por HPLC-DAD

Los extractos preparados como se indica en la Seccidn 1.6, se separaron y cuantificaron
por HPLC usando un sistema Waters Model 6000A LC (Milford, MA, EE.UU.) acoplado a un
detector de arreglo de diodos (DAD). La separacidon cromatografica se realizdé en una columna
C-18 Altex UltrasphereTM-0ODS (250 mm x 4,6 mm, tamaio de particula 5 um). El caudal de la
fase movil fue de 0,5 mL min™ y consistié en un gradiente de 1% (v/v) de acido férmico en agua
(A) y metanol (B). El tiempo total de corrida fue de 21 min y el programa de gradiente fue el
siguiente: 0-30% de B (5 min), 30-50% de B (5 min), 50-70% de B (4 min), 70% de B isocratico (4
min), 70-100% de B (2 min), 100-0% de B (1 min). Los espectros UV-Vis se registraron en el
rango de 210 a 600 nm y los cromatogramas fueron adquiridos a 320 nm. El volumen de
inyeccion fue de 20 pL. Se realizé una curva de calibracién empleando CGA como estandar. Las
mediciones se realizaron por triplicado para cada temperatura y tiempo de almacenamiento, y

los resultados se expresaron en mg CGA kg™.

11.9. Andlisis de antioxidantes por HPLC-MSD

La técnica de HPLC-MSD se utilizé para identificar acido quinico (AQ) y clorogénico
(CGA), y cuantificar AQ. Los experimentos se realizaron con un equipo HPLC Agilent 1100 LC
(Agilent Technologies Inc., EE.UU.) equipado con una bomba binaria conectado directamente a
un espectrometro de masas (MS-VL cuadrupolo, Agilent Technologies, EE.UU.). El MSD fue
operado con una interfaz de ionizacién por electrospray en el modo negativo (ESI) con los
siguientes parametros: temperatura y voltaje del capilar, 350 °C y 3,0 kV, respectivamente;
flujo del nebulizador de gas (N;) 0,2 mL st presion del nebulizador, 0,3 MPa; voltaje de
fragmentacién, 140 V. Los datos fueron adquiridos en el modo de barrido completo (Scan) para
seguir los fragmentos representativos para AQ (m/z 191) y CGA (m/z 191-353-707).
Posteriormente, el modo negativo (ESI, m/z 191) fue utilizado para la identificacion. La

sensibilidad del espectrometro de masas se optimizé usando estandares de AQ y CGA. La
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columna, fase movil, gradiente de solvente, flujo y volumen de inyeccién fueron los mismos
descritos para HPLC-DAD en la Seccidn I1.8. La cuantificacion se realizé a partir de una curva de
calibracion de una solucién de AQ. Se realizaron tres mediciones para cada temperatura y

tiempo de almacenamiento. Los resultados se expresaron en mg AQ kg'l.

11.10. Analisis estadistico

Los experimentos se llevaron a cabo bajo un disefio completamente aleatorizado. Los
resultados se sometieron a un anadlisis por ANOVA y las medias se compararon mediante el test

LSD de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.
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Il. RESULTADOS Y DISCUSION

Il.1. Pérdida de peso, pérdida de electrolitos y dafio por frio

La pérdida de peso se incrementd durante el almacenamiento a ambas temperaturas,
pero fue mayor en los frutos mantenidos a 10 °C, asi luego de 14 d ascendié a 4,2% y 1,6% en
los frutos almacenados a 10 °C y 0 °C, respectivamente (Figura Il.1.A). La pérdida de
electrolitos también aumentd durante el almacenamiento a ambas temperaturas. Después de
3 d el mayor incremento se produjo en los frutos almacenados a 0 °C, sin embargo a ese

tiempo todavia no se detectaron sintomas visibles de dafo por frio (DF) (Figura 11.1.B).
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Figura Il.1. A) Pérdida de peso y B) pérdida de electrolitos de berenjenas cv. Lucia, almacenadas a 0 °C o

10 °C por 14 d. Valores con letras distintas indican diferencias de acuerdo al test LSD de Fisher con un
nivel de significancia de P < 0,05.

Los valores de pérdida de electrolitos hallados en el presente trabajo con berenjenas

americanas, fueron inferiores a los reportados en estudios previos en berenjenas japonesas,
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qgue son muy susceptibles a las bajas temperaturas (Concelldn y col., 2007). El parametro
continué aumentando en los frutos almacenados a 0 °C, pero se mantuvo sin cambios en los

conservados a temperatura recomendada. El mayor valor se registré luego de 14 da 0 °C.

En lo que respecta al DF, durante los primeros dias de almacenamiento (5 d) a ambas
temperaturas, no se produjeron sintomas, pero a continuacién pudo observarse pardeamiento
interno y depresiones superficiales (Figura 11.2.A). El indice DF aumento rapidamente después
de 10 d a 0 °C (Figura 11.2.B) y al final del periodo de almacenamiento las diferencias fueron

aun mas notorias.
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Figura 1.2. A) Apariencia y B) indice de dafio por frio (DF) en berenjenas cv. Lucia, almacenadas a 0 °C o
10 °C por 14 d. Valores con letras distintas indican diferencias de acuerdo al test LSD de Fisher con un
nivel de significancia de P < 0,05.

Teniendo en cuenta la apariencia externa, las berenjenas mantuvieron una calidad

aceptable durante 14 d, cuando se almacenan a 10 °C. En el caso de requerirse un
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almacenamiento a baja temperatura, éste no podra extenderse por un periodo mayor a5 d en

berenjenas de este estado de desarrollo.

11.2. Pardeamiento de la pulpa

El pardeamiento se ha descrito como una de las principales causas de pérdida de calidad
poscosecha en berenjena (Pérez-Gilabert y Garcia-Carmona, 2000). En este trabajo fue el
principal sintoma de dafo interno y se produjo en las areas que rodean las semillas (Figura
I.3.A). Los cambios en la pulpa, pueden evidenciarse a través del pardmetro de color L*

(Luminosidad) que se muestra en la Figura 11.3.B.
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Figura 1.3. A) Pardeamiento de la pulpa y B) luminosidad (L*) en berenjenas cv. Lucia, almacenadas a 0

°C 0 10 °C por 14 d. Valores con letras distintas indican diferencias de acuerdo al test LSD de Fisher con
un nivel de significancia de P < 0,05.
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Cuando los frutos se almacenaron a 10 °C, L* aumentdé después de 3 d debido
probablemente a la finalizacion de la degradacién de la clorofila, sin observarse cambios

posteriores.

11.3. Contenido de compuestos fendlicos totales y capacidad antioxidante

Se evalud la influencia de la temperatura de almacenamiento sobre el contenido de
compuestos fendlicos totales de los frutos con el reactivo de Folin-Ciocalteu (FC) (Figura
1.4.A). Durante los primeros 3 d de conservacion a 0 °C, los antioxidantes se acumularon pero
a continuacion se detectd un descenso continuo, resultando en una reduccién desde un
maximo de 818 a 489 mg kg™. Esteban y col. (1989), en su trabajo con frutos de berenjena
violeta también encontraron un aumento inicial en el contenido de compuestos fendlicos en
frutos almacenados a 10 °C. En contraste, en el presente trabajo, el contenido de compuestos
fendlicos se mantuvo sin cambios a través del almacenamiento a 10 °C, excepto al final del
periodo de conservacion, momento en el que se observd un considerable incremento, que

incluso fue mayor al valor inicial de cosecha.

Para caracterizar mejor los cambios en los antioxidantes durante el almacenamiento
poscosecha se determind la capacidad antioxidante de los extractos, a través del analisis del
contenido de sustancias reactivas a DPPH" (Figura 11.4.B). Después de 3 d de almacenamiento
en ambas temperatura, el contenido de compuestos capaces de secuestrar el radical DPPH"
aumentd, con el mayor incremento cuando los frutos se mantuvieron a 0 °C. Mas adelante, el
contenido de AOX continué aumentando a 10 °C, sin embargo una rapida degradacion se
encontré a 0 °C. Finalmente, luego de 14 d a esta temperatura, los frutos presentaron menor
capacidad AOX que al momento de la cosecha, a diferencia de las berenjenas mantenidas a 10
°C, que tuvieron un importante aumento (60%). La capacidad AOX medido con el método de

DPPH® mostré una tendencia similar a la del contenido de compuetos fendlicos totales. Ayala-
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Zavala y col. (2004), han informado que la capacidad anti-radical de algunos productos

vegetales puede aumentar durante el almacenamiento poscosecha.
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Figura I1.4. A) Sustancias reactivas a Folin—Ciocalteu (FC) y B) sustancias reactivas a DPPH" en berenjenas

cv. Lucia, almacenadas a 0 °C o0 10 °C por 14 d. Valores con letras distintas indican diferencias de acuerdo
al test LSD de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.

Aunque el ensayo de FC fue desarrollado para la estimacion de fenoles totales, el AA
también reacciona con el polifosfotungstato en condiciones acidas (pH 3) (Singleton y col.,
1999). Al analizar el desarrollo del color en el ensayo FC a pH bajo o alto, se pudo establecer la
contribucion de AA y CGA como sustancias reactivas a FC en los extractos de berenjena. En las
muestras analizadas, el desarrollo del color tras la reaccidon con el reactivo de FC se produjo
sélo a pH alto (Figura II.5.A). Esto, junto con el estudio de la cinética de las muestras por
reaccién con el radical DPPH’, que evidenciaron un perfil similar al de CGA (Figura I11.5.B),
sugiere que las principales modificaciones durante el almacenamiento de berenjena se

produjeron en los compuestos fendlicos.
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Figura 11.5.A) Desarrollo de color en el ensayo de Folin-Ciocalteu (FC) por reaccion con dcido ascérbico
(AA), dcido clorogénico (CGA) o extracto de berenjena (Ext) y B) Cinéticas tipicas de la reaccién entre
extractos de berenjena, CGA o AA con el radical DPPH", medidas por su absorbancia (Abs) a 515 nm.

Se ha informado que la reduccién en el nivel de los antioxidantes fendlicos durante el
almacenamiento en berenjena, ocurre asociada con reacciones de pardeamiento.
Interesantemente, en frutos almacenados a 0 °C y 10 °C, no se encontrd correlacién entre el
pardeamiento y la actividad PPO o POD (Concelldn y col., 2004; Massolo y col., 2011). La
degradacién de los compuestos fendlicos en berenjena, posiblemente estaria limitada por la
compartamentalizacidon de las enzimas y sustratos, que podria haberse perdido durante el
almacenamiento a temperaturas de dafio por frio. El rapido pardeamiento que ocurre durante
el corte de los frutos, incluso antes de su almacenamiento, sugiere que las enzimas y los
sustratos se encuentran facilmente disponibles. Ademas de esto, el problema parece ser
mucho mds complejo. La pérdida de compuestos fendlicos solubles podria producirse en
algunos productos asociada a la lignificaciéon de semillas y tejidos vasculares, sin embargo

estudios mas profundos sobre este aspecto resultan necesarios (Liu y Jiang, 2006).
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11.4. Compuestos fendlicos por HPLC

Las modificaciones de los compuestos fendlicos en berenjena se analizaron por HPLC-
DAD. Un pico principal correspondiente a un compuesto con el mismo tiempo de retencion y
espectro que CGA, se detectd en todas las muestras (Figura 1I.6.A). Los cambios encontrados
en CGA durante el almacenamiento de berenjena (Figura 11.6.B), mostraron una tendencia
similar a las descriptas para las sustancias reactivas a DPPH" y FC. Estudios previos han
demostrado que los acidos hidroxicindmicos conjugados y en particular el CGA normalmente
representan entre el 70% y 95% de los fenoles totales en la pulpa de berenjena (Whitaker y

Stommel, 2003; Stommel y Whitaker, 2003).

Los resultados hallados, muestran que el incremento de la capacidad antioxidante en
berenjenas almacenadas a 10 °C durante 14 d y la reduccién en los frutos mantenidos a 0 °C
(Figura 11.4.B), se deben principalmente a los cambios producidos en el nivel de CGA (Figura
1.L6.B). En relacidon a ello, se ha demostrado que las variaciones de temperatura pueden
modular la acumulacién de CGA (Joét y col., 2010). De forma similar, en otros estudios se ha
comprobado que los compuestos fendlicos se acumulan en respuesta a varios tipos de estrés,
incluyendo la baja temperatura (Clé y col., 2008; Massolo y col., 2011). En este trabajo, el
aumento de CGA ocurrié a ambas temperaturas de almacenamiento, pero a 10 °C se encontrd
un alto nivel CGA aun al final del periodo de conservacién. Por su parte, a 0 °C el dafio por frio
favorecid una rdpida disminucion de este AOX. Aunque la biosintesis de CGA no estd
completamente dilucidada, trabajos recientes sugieren que este compuesto podria estar
formado a partir de acido quinico (AQ) y cafeil-CoA, por accion de la enzima hidroxicinamato-
hidroxicinamoilquinato-transferasa (HQT) (Sonnante y col., 2010), la que podria ser limitante
en algunos casos. Clé y col. (2008) encontraron bajo contenido de CGA en lineas con genes
HQT silenciados mientras que una sobreexpresion de HQT en tomate ha dado lugar a un

aumento de 70 veces en el contenido de CGA (Niggeweg y col., 2004).
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Figura I1.6. A) Panel principal: Cromatograma tipico de extractos de berenjena. Panel interno: espectro
de madxima absorcion del CGA 'y B) contenido de CGA en berenjenas cv. Lucia, almacenadas a 0 °C o 10 °C
por 14 d. Valores con letras distintas indican diferencias de acuerdo al test LSD de Fisher con un nivel de
significancia de P < 0,05.

El dramdtico incremento de CGA encontrado a 10 °C sin deteccién de acido cafeico (AC)
libre, sugiere que este compuesto debe ser rapidamente esterificado con AQ durante su
biosintesis. Ademads, la produccién de AC aumentaria a medida que se activa la ruta de
biosintesis de los derivados tales como CGA. Trabajos previos apoyan esta hipdtesis ya que
muestran que la enzima fenilalanina amonio-liasa (PAL), aumenté en berenjena a bajas
temperaturas (Massolo y col.,, 2011) y que la biosintesis de CGA podria aumentar en

refrigeracion (Joét y col., 2010). Sin embargo, la disponibilidad de AC conjugado, que seria

indetectable sin hidrélisis de la muestra, no se puede descartar.

En frutos almacenados a 0 °C la caida del contenido de CGA después de un

almacenamiento a largo plazo también se produjo sin acumulacidon de AC. Esto puede ser el
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resultado de su participaciéon directa en el pardeamiento mediado por la enzima PPO (Figura
1.3.B) o por la rapida oxidacion del AC tras la hidrdlisis del CGA. En este ultimo caso, un

aumento transitorio de AQ, deberia ser encontrado.

Para avanzar en la comprensién sobre los cambios del metabolismo de CGA en el
almacenamiento poscosecha de berenjena, se evaluaron los extractos etandlicos por HPLC-
MSD. Los resultados de las corridas tipicas se muestran en la Figura 1l.7.A, detectdndose dos
picos principales con tiempos de retencién de 6,2 y 13,0 min, que fueron identificados por sus
espectros de masas como AQ y CGA, respectivamente. Debido a su estructura quimica
(ausencia de dobles enlaces) AQ se detectd por MSD y no por DAD. Otros picos menores se
observaron a tiempos de retencién de 14,2 y 17,8 min. Sus espectros de masa muestran un
m/z de 249 y 468, y son referidos en la literatura como N-cafeil-putrescina y N,N-dicafeil-

espermidina (Whitaker y Stommel, 2003; Stommel y Whitaker, 2003).

Durante el almacenamiento, el AQ se incrementd al doble de su concentracién luego de

14 d a 10 °C y mostré cambios menores en frutos mantenidos a 0 °C (Figura 11.7.B). La

I “« IM

acumulacién de AQ a 10 °C, podria contribuir al incremento del “pool” de uno de los
precursores para la biosintesis de CGA, que permanece activa a esta temperatura. A 0 °C, la
caida en CGA, junto con la ausencia de AC libre y la falta de acumulacién de AQ, después de 14
d apoya la posibilidad de que CGA podria ser el principal sustrato para reacciones de
pardeamiento. Sin embargo parte del AC podria ser también dirigido a la biosintesis de lignina,

ensayos referidos a esta hipdtesis serian necesarios para determinar su destino de manera

inequivoca.
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Figura 11.7. A) Panel principal: tipico HPLC-MSD de extractos de berenjena. Panel interno: espectro de
masas del AQ y CGA como los fragmentos mds abundantes y B) contenido de AQ en berenjenas cv. Lucia
almacenadas a 0 °C o 10 °C por 14 d. Valores con letras distintas indican diferencias de acuerdo al test

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

En el presente Capitulo se observd que los antioxidantes fendlicos presentes en
berenjena se ven muy afectados por la temperatura de almacenamiento poscosecha a la que
son sometidos los frutos. Mientras que a 10 °C hay una continua acumulacién de CGA, los
frutos mantenidos a 0 °C mostraron un aumento transitorio de antioxidantes seguido de un
notorio y rapido descenso, la aparicion de pardeamiento de la pulpa y desarrollo de dafio por

frio, asociado también a una mayor pérdida de electrolitos.

El incremento de compuestos fendlicos observado a 10 °C, aumenta significativamente la
capacidad AOX de los frutos y, potencialmente, los beneficios asociados con su consumo.
Aunque la regulacién de las vias que participan en la biosintesis de compuestos fendlicos aun
no han sido completamente dilucidadas, estos resultados podrian ser de interés desde el
punto de vista nutricional para consumidores y mejoradores, sin embargo este
comportamiento también daria lugar a un mayor contenido de sustratos para el

pardeamiento.
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CAPITULO III.

“Distribucion, estabilidad y destino de los compuestos fendlicos
en berenjenas violetas y blancas”




1ll. Introduccion

Ill. INTRODUCCION

En el capitulo | del presente trabajo de Tesis, se determind la influencia del estado de
desarrollo de los frutos sobre los diferentes grupos de antioxidantes, mientras que en el
Capitulo Il se analizaron los cambios globales que ocurren en los AOX de naturaleza fendlica
durante el almacenamiento a temperaturas recomendadas (10 °C) y de dafio por frio (0 °C).
Independientemente de la variable estudiada, en general se ha analizado el contenido
antioxidante global y sélo unos pocos informes han intentado determinar su patrén de
acumulacion dentro del pericarpio de los frutos de berenjena. Whitaker y Stommel (2003)
evaluaron la distribucién longitudinal de los compuestos fendlicos y encontraron que los
isdmeros del acido cafeoil-quinico, incluido el CGA se encuentran en la seccion media del fruto
para todos los genotipos evaluados, y también en el extremo apical en variedades violetas. En
este sentido, los compuestos fendlicos son uno de los mayores grupos de compuestos
bioactivos presentes en vegetales, y el interés en la identificacion de su modo de accién,
distribucidn, destino y estabilidad en productos frescos, ha aumentado notoriamente (El-Seedi

y col., 2012; Sivakumar y col., 2012).

Sumado a esto, a pesar de la gran variacién fenotipica encontrada en berenjena, la
mayor investigacion realizada hasta la fecha se ha centrado en las variedades de color violeta,
mientras que las ralladas y blancas han recibido poca atencién. El amplio grado de variacién en
el contenido de fenoles entre especies y variedades de berenjena (Whitaker y Stommel, 2003;
Stommel y Whitaker, 2003), junto a un relativamente alto valor de heredabilidad de este
compuesto, determinan que podrian generarse programas de mejoramiento para el desarrollo

de nuevas variedades con alto contenido de compuestos fendlicos (Plazas y col., 2013b).

Los diferentes genotipos pueden mostrar grandes variaciones no sélo en términos de su

concentracién total de AOX, sino también en su estabilidad. Sin embargo, esto no se ha
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determinado completamente. Por analogia con otros frutos y a partir de lo que ocurre en
frutos procesados, la degradacién de los compuestos fendlicos en berenjenas enteras se ha
asociado con el pardeamiento, que resulta de la accidon de enzimas polifenoloxidasas (PPO) y
en ciertos casos de peroxidasas (POD) (Flick y col., 1977; Mennela y col., 2010). Si bien esto es
pareciera ser lo que ocurre en condiciones de almacenamiento que generan dafio por frio
(Capitulo 1), no estd claro cudl es la situaciéon en frutos almacenados en condiciones

recomendadas (10 °C) por largos periodos.

A fin de lograr una mayor comprension sobre la deposicion, estabilidad y destino de los
compuestos fendlicos en frutos de berenjena, en el presente Capitulo se evalud la distribucion
de antioxidantes y compuestos fendlicos en la zona interna (I) y externa (E) de la pulpa de
berenjenas violetas y blancas, asi como su estabilidad durante el almacenamiento a
temperatura recomendada. El contenido de peréxido de hidrogeno, la histolocalizacion de PPO
y POD, asi como de CGA, el sustrato potencial de estas enzimas mas abundante en los frutos,

fueron también determinados.
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Il. MATERIALES Y METODOS

lll.1. Material vegetal, condiciones de almacenamiento y muestreo

Berenjenas violetas y blancas (Solanum melongena L.) cv. Lucia y Cloud Nine,
respectivamente, producidas en La Plata (Argentina), fueron cosechadas en madurez comercial
(Estado 1V, ver Seccidn 1.1) y se transportaron al laboratorio. Después de la eliminacién de los
frutos defectuosos, las berenjenas se lavaron por inmersion durante 3 min en agua clorada
(100 mg L NaClO, pH 6.5). Los frutos se envasaron luego en bandejas de polietilen-tereftalato
(PET), se cubrieron con film de cloruro de polivinilo (PVC) perforado y se almacenaron a 10 °C
(90-95% HR) durante 0, 14 o0 30 d (d). La tasa respiratoria y la pérdida de peso se determinaron
en los frutos enteros. Luego se tomaron tres discos o rodajas (10 mm de espesor) de la seccidén
media de cada uno de ellos e inmediatamente se utilizaron para la determinacion del color de
pulpa y el andlisis histoquimico de d4cido clorogénico, enzima polifenoloxidasa y enzima
peroxidasa. Muestras de frutos destinadas al analisis bioquimico se obtuvieron a partir de otros

tres discos (10 mm de espesor) de la region ecuatorial.

. s . Zona Externa
Las rodajas se pelaron y dividieron en dos zonas diferentes N ,,,,,,,

de pulpa (zona interna, |, y zona externa, E). La zona E se obtuvo

. L. .. L. . Interna
mediante la separacién de 4 mm de tejido de la regidon mas

externa, mientras que la parte central restante fue considerada

como la zona interior.
Las muestras correspondientes a cada zona del fruto se procesaron inmediatamente o se
congelaron en N, liquido y se almacenaron a -80 °C hasta su uso. Se emplearon treinta frutos para

cada variedad y tiempo de almacenamiento. El experimento se repitié dos veces.
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1ll.2. Pérdida de peso

Los frutos individuales se pesaron al inicio del experimento, y durante el
almacenamiento. La pérdida de peso se calculé como como se indicara en la Seccién 1.3.16. Se
evaluaron treinta frutos por cada variedad y tiempo de almacenamiento. Los resultados se

expresaron como porcentaje de pérdida de peso.

I11.3. Tasa respiratoria

Para la determinacién de la tasa respiratoria (TR), dos frutos fueron colocados dentro de
un frasco de vidrio hermético seglin se detallara en la Seccidn 1.3.3. Se realizaron cuatro
repeticiones para cada variedad y tiempo de almacenamiento, y los resultados se expresaron

en ulL CO, kg'1 st

111.4. Azucares solubles

Aproximadamente 1 g de tejido congelado de la pulpa de berenjena perteneciente a las
zonas | o E, fue procesado en molinillo (Modelo A11, IKA Works Inc., SP Brasil) y transferido a
un tubo Corex® conteniendo 5 mL de etanol. La suspensién se agitd en vértex y después se
centrifugd a 14,000 xg durante 10 min a 4 °C. Se recogio el sobrenadante y el pellet se volvid a
extraer con 5 mL de etanol y se centrifugd como se describié anteriormente. Los
sobrenadantes se combinaron y se utilizaron para los andlisis posteriores. Las determinaciones

para cada zona, variedad y tiempo de almacenamiento se realizaron por duplicado.

Los azUcares se midieron de acuerdo a Yemm y Willis (1954), empleando el reactivo de
antrona. Se tomaron alicuotas de 50 pL de los correspondientes extractos etandlicos y se
llevaron a 500 pL con agua. Se afiadié 1 mL de antrona (2 g L™ en H,50, 98% p/p) y se mantuvo
durante 10 min en un bano de agua a 100 °C. Los tubos se enfriaron y seguidamente se midié

la absorbancia a 620 nm en espectrofotometro (UV-Mini modelo 1240, Shimadzu Corporation,
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Japdn). Se empled glucosa (Glu) como estandar. Las mediciones se realizaron por triplicado y

los resultados se expresaron en g Glu kg™.

111.5. Acidez

La pulpa congelada de las zonas | y E de los frutos se procesé en un molinillo (Modelo
Al11, IKA Works Inc., SP Brasil) y 15 g del polvo resultante se pesaron en un vaso de
precipitado. Se afadieron 100 mL de agua y la acidez se determiné mediante titulaciéon con
NaOH 0,1 M hasta pH 8,2 (AOAC, 1980). Se realizaron cuatro repeticiones para cada zona,

variedad y tiempo de almacenamiento. Los resultados se expresaron como mmol H* kg™.

lll.6. Color de la pulpa

Se determind la luminosidad (L*) de la pulpa y se registraron los valores de cromaticidad
a* y b * para calcular el dangulo de tono (hue= 180 - tg* b*/a*) como se indicé en la Seccién
11.5. Se tomd una rodaja (10 mm de espesor) de la region ecuatorial de los frutos y se midi6 el
color inmediatamente después del corte en ambas zonas (I y E). Se realizaron treinta

mediciones para cada variedad, zona y tiempo de almacenamiento.

IIl.7. Capacidad antioxidante frente a los radicales DPPH" y ABTS™*

Los extractos etandlicos de la pulpa de berenjena, preparados como se describié en la
Seccidn 1l11.4, se utilizaron para medir la capacidad antioxidante frente a los radicales libres
DPPH® y ABTS". El ensayo de DPPH" se evalud segun Brand-Williams y col. (1995) como se
indicé anteriormente en la Seccién 11.8. Se emplearon alicuotas de extracto de 0, 5, 10, 20, 30,
40 o 50 pL. Las muestras se midieron por triplicado para cada zona, variedad y tiempo de

almacenamiento. Los resultados se expresaron como ECsy" (kg™).

El ensayo empleando ABTS™ se realizé de acuerdo a lo descripto previamente por Arhao

y col. (2001). La solucién madre y la solucién de trabajo de ABTS'" se prepararon como se
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indica en la Seccidn 1.3.12. En esta oportunidad se afiadié una alicuota de 20 pL de extracto
etandlico a 1 mL de solucién de trabajo de ABTS". Las muestras se midieron por triplicado para
cada zona, variedad y tiempo de almacenamiento. Se utilizé Trolox como estandar y los
resultados se expresaron como Capacidad Antioxidante Equivalente a Trolox (TEAC) en mmol

Trolox kg™.

111.8. Compuestos fendlicos

Alicuotas de los extractos etandlicos preparados como se describié en la Seccion 111.4 se
utilizaron para determinar el contenido de compuestos fendlicos totales con el reactivo de
Folin-Ciocalteu (Singleton y col., 1999), segun se detallara en la Seccién 1.3.11, empleando aqui
350 L. El contenido de compuestos fendlicos se calculé utilizando acido clorogénico como
estandar. Las muestras se midieron por triplicado para cada zona, variedad y tiempo de

almacenamiento. Los resultados se expresaron como mg CGA kg™.

El andlisis de CGA por HPLC se realizé en los extractos etandlicos de berenjenas violetas y
blancas, para determinar la correlacidén con los ensayos espectrofotométricos. Los extractos se
concentraron en un evaporador rotatorio (modelo R-124, Biichi Labortechnik AG, Flawil, Suiza)
a 40 °C. El residuo obtenido se resuspendié en 5 mL de una mezcla agua:metanol (90:10) y
seguidamente, los extractos se filtraron a través de un filtro de nylon de 0.45 um (Osmonics
Inc., Minnesota, USA). Los fenoles se separaron y cuantificaron como se indica en la Seccion

1.3.16.

111.9. Localizacidn histoquimica de acido clorogénico

La localizacién in situ del CGA se realizd con el reactivo de Neu, de acuerdo a Mondolot y
col. (2006), con ligeras modificaciones. EI CGA fue identificado por visualizacion de la

fluorescencia de color verde claro cuando se excitd con luz ultravioleta. Para realizar la tincion
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se tomaron rodajas de berenjena (10 mm de espesor) de la seccidén ecuatorial del fruto y se
sumergieron 30 segundos en 10 mL de reactivo de Neu (2-amino-etil-difenilborinato 1% p/v en
metanol). Las rodajas fueron luego inmediatamente examinadas en un microscopio de
fluorescencia (Estereomicroscopio Leica MZ10 F modular, Leica Microsystems Ltd, Alemania).
Las muestras se excitaron a 425 nm y se evalué la emisién de fluorescencia a 480 nm. Las
imagenes se obtuvieron con una cdmara digital Leica DFC490 (Leica Microsystems Ltd.,
Alemania, 8 megapixeles) acoplada al sistema. Los controles negativos se obtuvieron mediante
el analisis de las rodajas sumergidas en metanol durante 30 s. La determinacidn se realizd por

triplicado para cada zona, variedad y tiempo de tratamiento.

111.10. Ensayos enzimaticos

La extraccion y medicién de la actividad de la enzima polifenoloxidasa (PPO) se realizé de
acuerdo a Concelldn y col. (2004), con modificaciones menores. Aproximadamente 5 g de
pulpa congelada de ambas zonas y tipos de berenjena, se molieron en molinillo y se
homogeneizaron con 20 mL de buffer fosfato (50 mM, pH 6,5); polivinilpolipirrolidona (PVPP,
10 g L) y Triton-X100 (0,1% v /v). La suspension se centrifugd a 14.000 x g durante 15 min a 4
°C, y el sobrenadante se utilizé para ensayar la actividad PPO. La mezcla de reaccién fue
preparada a partir de buffer fosfato (100 mM, pH 6,5), 1 mL de pirocatecol (20 mM) y 50 uL de
extracto, en un volumen total de 3 mL. A continuacién, se incubd a 25 °C y la actividad
enzimatica se determind espectrofotométricamente a 410 nm. Tres extractos se prepararon
para cada zona, variedad y tiempo de almacenamiento, mientras que para cada uno de ellos
las medidas se realizaron por triplicado. Una unidad de actividad enzimatica (UAE) se definié
como la cantidad de extracto capaz de producir una variacién de absorbancia de 0,1 unidades

por min, bajo las condiciones de ensayo. Los resultados se expresaron como UAE kg™.
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La extraccion y actividad de la enzima peroxidasa (POD) se determind de acuerdo a
Massolo y col. (2011). Aproximadamente 5 g de pulpa congelada se molieron en un molinillo y
se afnadieron a 20 mL de buffer fosfato (50 mM, pH 6,5); polivinilpolipirrolidona, (PVPP 10 g L
1), fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF, 1 mM) y NaCl (1 M). La suspensién se centrifugd a
14.000 xg durante 10 min a 4 °C y el sobrenadante se utilizé para el ensayo de actividad de
POD. La mezcla de reaccion fue preparada a partir de 300 pL de buffer fosfato (50 mM, pH
6.5); 300 pL de H,0, (8 mM); 200 pL de pirogalol (45 mM) y 50 uL de extracto enzimatico.
Seguidamente se incubé a 25 °C vy la actividad enzimdtica se determind
espectrofotométricamente a 430 nm. Se prepararon tres extractos para cada zona, variedad y
tiempo de almacenamiento y las medidas se realizaron por triplicado. Los resultados se

expresaron como UEA kg'l.

lll.11. Localizacidn histoquimica de PPO y POD

La deteccion histoquimica de PPO se llevd a cabo de acuerdo con Onsa y col. (2007)
mediante la incubacién de rodajas (10 mm de espesor), obtenidas de la regién ecuatorial de
los frutos de ambas variedades, durante 2 h en 15 mL de buffer fosfato (100 mM, pH 6,0)
conteniendo 0,5 mL de catecol (50 mM) y 0,25 mL de catalasa (2 mg mL™). Correspondientes
controles se realizaron por inmersidén de las muestras como se describe anteriormente, pero
sin catecol. Luego de la incubacién a temperatura ambiente, las rodajas se analizaron en un
microscopio de florescencia (Estereomicroscopio Leica MZ10 F modular, Leica Microsystems
Ltd, Alemania). Las imagenes se obtuvieron con una camara digital Leica DFC490 (Leica
Microsystems Ltd., Alemania, 8 megapixeles) acoplada al sistema. La histolocalizacion se

realizd por triplicado en rodajas pertenecientes a cada variedad y tiempo de tratamiento.

POD se localizd in situ siguiendo el procedimiento descrito por Mclnnis y col. (2006).

Rodajas de 10 mm de espesor, fueron tomadas de la regiéon ecuatorial de los frutos y se
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incubaron con 15 mL de buffer fosfato (100 mM, pH 7,4) conteniendo 0,5 mL de guayacol
(0.25% v/v) y 0,5 mL de H,0, (100 mM). Después de 2 h a 20 °C, las muestras fueron
observadas y las imagenes adquiridas como se describié anteriormente para PPO. Los
controles correspondientes se prepararon mediante la inmersién de las muestras en las

mismas condiciones, pero sin la presencia de H,0,.

11l.12. Contenido de perdxido de hidrégeno

La determinacion se realizdé de acuerdo al método descripto por Gomez y col. (2008),
basado en la oxidacidon del reactivo Amplex Red, a pH 7,4, por parte del perdxido de hidrégeno
en presencia de la enzima peroxidasa de rabano picante (HRP). Para el analisis, se tomaron
muestras de la zona | y E de rodajas de berenjenas (10 mm de espesor) obtenidas de la regién
ecuatorial de los frutos. Se obtuvieron con sacabocados discos de tejido (6 mm de didmetro x 2
mm de espesor) pertenecientes a cada zona de la rodaja. A continuacidn, se tomaron quince
unidades con un peso total aproximado de 0.1 g y se incubaron a 20 °C con 993 uL de buffer
fosfato (50 mM, pH 7.4), 5 uL de reactivo Amplex Red® (5 mM) y 2 pL de HRP (10 Ul mL™).
Luego de 180 min de reaccidén se midid la absorbancia a 560 nm en espectrofotdmetro. Las
determinaciones se realizaron por triplicado para cada zona, variedad y tiempo de
almacenamiento. Se realizd una curva de calibracién con H,0, y los resultados se expresaron

en mmol H,0, kg'l, liberados luego de 180 min.

111.13. Analisis estadistico

Se empled un disefio factorial, siendo los factores la variedad (berenjenas blancas y
violetas), y el tiempo de almacenamiento a 10 °C (0, 14 y 30 d) para la tasa respiratoria y la
pérdida de peso. El factor zona del pericarpio (interior, | y exterior, E) se sumé para las
restantes determinaciones. Los resultados se sometieron a un andlisis por ANOVA y las medias

se compararon mediante el test LSD de Fisher con un nivel de significancia de P < 0.05.
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ll. RESULTADOS Y DISCUSION

lll.1. Apariencia de los frutos, pérdida de peso y tasa respiratoria

Las berenjenas blancas sufrieron menor deterioro que los frutos violetas luego de 30 d
de almacenamiento (Figura lll.1). Los principales factores que redujeron la calidad fueron la
deshidratacion, la presencia de escaldaduras superficiales y el marchitamiento de las puntas
del caliz. Como se menciond anteriormente, las berenjenas son muy susceptibles al
pardeamiento cuando los frutos son almacenados a temperaturas de dafio por frio o durante
el procesado (Mishra y col., 2012). En el presente trabajo, en el que el almacenamiento de
frutos enteros se llevé a cabo a 10 °C, incluso luego de 30 d, no se detectaron marcados
sintomas de pardeamiento o cambios en el color de la pulpa, independientemente de la

variedad evaluada (Figura lll.1).

Figura Ill.1. Apariencia de berenjenas violetas y blancas almacenadas a 10 °C por 30 d.

A su vez, las berenjenas violetas resultaron mas propensas a la deshidrataciéon que los
frutos blancos (Figura 1ll.2.A), con valores de pérdida de peso que alcanzaron 7.3 y 4.8%,
respectivamente, luego de 30 d a 10 °C. La tasa respiratoria fue moderada (10-12 uL kg™ h™) y
resultd comparable entre variedades, como se observa en la Figura Ill.2.B. La produccion de

CO, disminuy®d a través del almacenamiento mostrando un patrén no climatérico.
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Figura 11l.2.A) Pérdida de peso y B) Tasa respiratoria (TR) de berenjenas violetas (V) y blancas (B)

almacenadas a 10 °C por 0, 14 o0 30 d. Valores con letras distintas indican diferencias en un test de Fisher
con un nivel de significancia de P < 0,05.

l1l.2. Distribucion de aztcares y acidos

Las berenjenas violetas mostraron un mayor nivel de hidratos de carbono solubles que
los frutos blancos (Tabla Ill. 1). En ambas variedades, el mayor contenido de azlcares
(alrededor de 20%) se encontrd en la zona interior del fruto y no manifesté ninglin cambio
durante el almacenamiento. En ambas zonas del pericarpio, las berenjenas violetas
presentaron también mayor acidez que las blancas. En contraposicién a lo que ocurrid con los
azucares, los acidos fueron mas abundantes en la zona E de la pulpa. El cambio principal de
éstos durante el almacenamiento poscosecha fue una reduccidon de la acidez en la zona

externa (E) de los frutos violetas luego de 30 d (Tabla Ill.1).
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Tabla Ill. 1. Azdcares, acidez, color (hue) y luminosidad (L*) en las zonas interior (1) y exterior (E) de la
pulpa de berenjenas violetas y blancas almacenadas a 10 °C por 0, 14 o 30 d. Valores con letras distintas
indican diferencias en un test LSD de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.

Variedad y zona Tiempo a 10 °C (d)

0 14 30 ‘
Azicares Violeta-| 412a 442 a 424 a
(9 kg) Violeta-E 356b 36,9b 350b
Blanca-| 34,0b 36,9b 345b
Blanca-E 26,6 26,3 ¢ 298¢
Acidez Violeta-| 354b 323¢ 36,5b
([H*] mmol kg*) Violeta-E 469a 455a 370b
Blanca-| 322¢ 30,5cd 28,3d
Blanca-E 37,7b 31,1 cd 375b
Color (hue) Violeta-| 105,0 ¢ 102,0e 101,7e
Violeta-E 114,3a 112,3b 113,2b
Blanca-| 100,6 f 99,39 101,3d
Blanca-E 103,2d 104,1 cd 101,0b
Luminosidad (L¥) Violeta-| 85,02 85,17 e 8541e
Violeta-E 78,76 f 78,94 f 76,70 f
Blanca-| 86,18 d 86,14 d 86,67 cd
Blanca-E 87,57 ab 88,14 a 87,22 be

111.3. Color de la pulpa

Ademas de la distincion evidente en el color de la piel entre las variedades de berenjena,

el color de la pulpa también difirié. La zona E de las berenjenas violetas mostré un anillo

verdoso (mayor valor de hue) asociado con la presencia residual de clorofilas mientras que la

region central presentd un tono de color amarillo claro (menor valor de hue) (Figura Ill.1). El

angulo hue disminuyd en ambas zonas del pericarpio de los frutos violetas después de 14 d, sin

observarse modificaciones posteriores (Tabla lll.1). Los frutos blancos presentaron una pulpa
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mas luminosa (Figura I11.1) y solo ligeras variaciones de color se observaron entre las zonas | y

E, y durante el almacenamiento en este tipo de frutos (Tabla lll.1).

En resumen, las berenjenas blancas tuvieron una mayor capacidad de almacenamiento
que los frutos violetas. Los genotipos mostraron diferencias en la acidez y el contenido de
azlcares, aunque su distribucion relativa fue similar; los azlcares resultaron ser mas
prominentes en la zona interna del fruto (l), mientras que los acidos fueron mas abundantes
en la periferia del fruto (E). Por otra parte, para ambas variedades el pardeamiento interno no

fue un factor importante en el deterioro durante el almacenamiento a 10 °C.

111.4. Capacidad antioxidante

Mientras que los niveles totales de AOX en berenjena han sido bien establecidos, su
distribucidon en la pulpa y la estabilidad en diferentes genotipos, han recibido muy poca
atencién (Whitaker y Stommel, 2003). En el presente trabajo, la capacidad antioxidante de
berenjenas violetas y blancas fue evaluada mediante la determinacién de la habilidad de los
extractos etandlicos de los frutos para secuestrar los radicales DPPH" (Figura 111.3.A) y ABTS™"

(Figura 111.3.B).

Al momento de cosecha, la capacidad antioxidante de las variedades fue similar. Los AOX
se acumularon preferentemente en la regidn central de la pulpa (I), que mostré una actividad
antiradical 2 o 3 veces mayor, respecto de la zona externa (E). Luego de 14 d de
almacenamiento, no se detectaron cambios en la capacidad AOX de la regién periférica, pero
un incremento significativo fue observado en la zona interna para ambos genotipos. Al final del
periodo de conservacidn (30 d) la capacidad AOX decrecié de forma notoria en esta zona para
las berenjenas violetas, mientras que se mantuvo invariable en los frutos blancos. Trabajos
previos han mostrado resultados controversiales en cuanto a los cambios producidos en los

AOX de berenjena durante el almacenamiento. Mientras que algunos autores no encontraron
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modificaciones en el tiempo (Gajewski y col., 2009), en otros casos una marcada variacion fue
observada, con incrementos y posterior descenso durante el almacenamiento (Hu y col.,
2010). Asimismo, también han sido informados aumentos constantes en el nivel de AOX
(Mahmood, 2013). Esto puede estar relacionado a diferencias en las variedades o periodos y

condiciones de almacenamiento ensayados.
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Figura II1.3. Capacidad antioxidante frente al radical A) DPPH" y B) ABTS® en las zonas Exterior e Interior
de la pulpa de berenjenas violetas (V) y blancas (B) almacenadas a 10 °C por 0, 14 o 30 d. Valores con
letras distintas indican diferencias en un test LSD de Fisher con un nivel de significancia de P <0,05. ECs:

Concentracidn equivalente que disminuye la concentracion inicial de DPPH" al 50%; TEAC: Capacidad

Antioxidante Equivalente a Trolox.

l1l.5. Compuestos fendlicos totales e histolocalizacion de acido clorogénico

El analisis del contenido de compuestos fendlicos totales, mostré en general el mismo
comportamiento y cambios descriptos para la capacidad antioxidante. Esto confirmaria que
son los principales antioxidantes presentes en berenjenas violetas y blancas (Figura 111.4.A). Los
perfiles de HPLC para ambas variedades mostraron un Unico pico principal correspondiente a

CGA. La determinacién espectrofotométrica de fenoles totales mostrd, una alta y positiva
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correlacién (r=0,99) con el contenido de CGA analizado por HPLC (datos no mostrados). Asi, el
ensayo de Folin-Ciocalteu resulta un método de deteccién rapido para seleccionar variedades

de berenjena, en términos de su contenido de AOX fendlicos y CGA en particular.

Para obtener evidencia directa sobre la distribucién espacial del CGA en las variedades

estudiadas, se llevé a cabo la localizacion histoquimica del compuesto con el reactivo de Neu

(Figura 111.4.B).
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Figura 111.4.A) Compuestos fendlicos totales (FT) en las zonas Exterior e Interior de la pulpa de berenjenas
violetas (V) y blancas (B) almacenadas a 10 °C por 0, 14 o 30 d. Valores con letras distintas indican
diferencias en un test LSD de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05. B) Histolocalizacion por
florescencia de dcido clorogénico en las zonas Externa e Interna de berenjenas violetas (a, b, ¢, d) y C)
blancas (a, b, ¢, d) almacenadas a 10 °C por 0 0 30 d. Barra = 2 mm (magnificacion 2,5X). p: piel; vb: haz

vascular.
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Tras excitacion con luz UV, el reactivo forma productos fluorescentes de color verde en
presencia de acidos mono y dicafeoil-quinicos, que en este caso indicarian la presencia de CGA.
Mientras que la deteccion de fluorescencia azul sugiere la prevalencia de derivados feruloil-
quinicos (Mondolot y col., 2006), que aqui no fueron detectados. La tincién y visualizacion de
rodajas enteras de berenjenas violetas y blancas, confirmaron que al momento de cosecha, el
CGA se encontré en menor concentracion en la zona E, respecto de la zona | (Figura 11l.4B,-a-b
y Figura 111.4C, a-b). Asi, el analisis de la distribucién de CGA a través de la rodaja, permitid
observar una mayor intensidad de fluorescencia, con una maxima sefal en la regién central de
la pulpa. La piel mostré también una intensa fluorescencia, lo que la sefiala como otra regién
rica en AOX. Por su parte, los haces vasculares (vb) asi como las semillas inmaduras (s) fueron

sitios especificos de acumulacion.

De forma similar a lo hallado en las evaluaciones “in vitro”, luego de 30 d de
almacenamiento, no se encontraron cambios mayores en la fluorescencia en ambas zonas de
la pulpa para berenjenas blancas (Figura 111.4C, c-d). Mientras que una clara reduccion de la
intensidad de fluorescencia derivada del contenido de CGA, fue hallada en la zona | de los
frutos violetas (Figura 111.4B, c-d). Tomando en cuenta estos resultados, puede decirse que los
compuestos fendlicos y especificamente el CGA, fueron los principales AOX en la pulpa de
berenjenas violetas y blancas, y que su biosintesis resulté muy activa bajo el almacenamiento
refrigerado a 10 °C. El aumento de la actividad de la enzima PAL, uno de los sitios de regulacién
de la via de fenilpropanoides, informado por Massolo y col. (2011), en berenjenas violetas cv.
Lucia almacenadas en refrigeracion, estd en concordancia con esto. Finalmente, el CGA se
distribuye de manera desigual en la pulpa, con una acumulacidn preferencial en la corteza de

semillas y en los tejidos lignificados.
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ll1.6. Actividad e histolocalizaciéon de PPO y POD

A través del analisis in vitro se observé que la actividad PPO fue 2 o 3 veces mayor en la
zona E de la pulpa para ambas variedades de berenjena (Figura l1l.5.A). La actividad aumenté a
través del almacenamiento en berenjenas blancas, mientras que no se apreciaron cambios en
la zona | de los frutos violeta. Esto junto con la falta de variacidon de L*, confirmaria que las
pérdidas de compuestos fendlicos en la regidn interna observada anteriormente no habrian
sido consecuencia de la actividad PPO y sugiere que el CGA, sustrato de la enzima, en las

berenjenas almacenadas se estaria metabolizando por una via diferente.
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i c
S 10 of de de
o ; £ ﬂ ef
& 5 _
i ﬂ
0
0 14 30 0 14 30
Tiempo a 10 °C (d)
B Violgt.é 7 Blanca

™

Control

Tinciéon

Figura IlII.5. A) Actividad polifenoloxidasa (PPO) en zonas Exterior e Interior de berenjenas violetas (V) y
blancas (B) almacenadas a 10 °C por 0, 14 o 30 d. Valores con letras distintas indican diferencias en un
test LSD de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05. B) Histolocalizaciéon de PPO en berenjenas
violetas (a, c) y blancas (b, d) a cosecha, siendo las imdgenes superiores aquellas que resultan del control
negativo. Barra = 4 mm (magnificacion 0,8X.) p: piel; vb: haz vascular; s: semilla.
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El estudio histoquimico de la enzima, permitié determinar su distribucion espacial en las
zonas | y E de las rodajas a través del desarrollo de color marrdn. Es asi que los controles no
presentaron coloracidn, en tanto que en las rodajas sometidas a la tincion se hallo un grado
intenso de coloracdn, registrandose mayor actividad en la zona periférica, respecto de la
interna (Figura III.5B, a-b y c-d, respectivamente). Los principales puntos que mostraron

marcada tinciéon PPO fueron los tejidos vasculares, fibras y cubiertas de semillas.

La enzima POD ha sido asociada con el pardeamiento, pero también estd implicada en la
polimerizacidon oxidativa de fenoles en presencia de H,0, para la produccién de lignina. La
actividad de POD (Figura 111.6.A) y su distribucion (Figuralll.6.B), fue monitoreada a través de la
incubacién in vitro e in situ del tejido con guayacol y H,0,, por aparicion de productos de color
naranja oscuro (Figura Il.6). La actividad POD se incrementé en ambas zonas, durante el
almacenamiento en los frutos blancos, pero permanecié invariable en las berenjenas violetas
(Figura 6.A). La actividad “in vitro” de POD no mostré diferencias entre zonas | y E (P > 0,05).
Los controles negativos de las evaluaciones histoquimicas no mostraron tincion sin la adicién
de sustrato especifico (Figura 11.6B, a-b). Sin embargo la aparicion de productos de color
naranja oscuro luego de la tincidn correspondiente, denoto la presencia de POD (Figura I11.6B,

c-d)y al igual que en PPO, se asocid con los tejidos lignificados.

lll.7. Perdxido de hidrégeno

El peréxido de hidrégeno se produce en las plantas durante el metabolismo normal
(Karpinski y col., 1999). Su participacion en las células vegetales como molécula sefial en las
respuestas de defensa y como un co-sustrato en numerosas reacciones metabdlicas,
incluyendo la polimerizacion de monolignoles estd bien establecida (Neill y col., 2002a, 2002b).
Se ha reportado que los niveles de H,0, pueden aumentar durante la senescencia, bajo la

infeccion por patdgenos, asi como en respuesta a condiciones de estrés poscosecha comunes
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como el déficit de agua, la privacion de nutrientes o la refrigeracion (Rogiers y col., 1998;

Desikan y col., 2001).
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Figura Ill.6. A) Actividad peroxidasa (POD) en zonas Exterior e Interior de berenjenas violetas (V) y
blancas (B) almacenadas a 10 °C por 0, 14 o 30 d. Valores con letras distintas indican diferencias en un
test de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05. B) Histolocalizacion de POD en berenjenas violetas
(a, ¢,) y blancas (b, d) a cosecha, siendo las imdgenes superiores aquellas que resultan del control
negativo. Barra = 4 mm (magnificacion 0,8X.) p: piel; vb: haz vascular.

Especies reactivas al O,, como el perdxido de hidrégeno, los radicales superdxido e
hidroxilo, son también sintetizados durante la lignificacién (Moise y col., 2005). En el presente
trabajo, los dos tipos de berenjena mostraron altos contenidos de H,0, en la zona I. Como
pudo observarse en la Tabla Ill.2, en las berenjenas violetas, su contenido se incrementd
durante los primeros 14 d de almacenamiento, mientras que en las blancas se acumulé en la

zona E pero se mantuvo sin cambios en la parte central. Luego de un periodo de
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almacenamiento extenso (30 d) la zona interna de los frutos violetas presenté una importante
reduccion del contenido de fenoles totales y mostro a su vez la mas alta concentracion de H,0,
(Tabla 111.2).

Tabla 11l.2. Peroxido de hidrégeno en las zonas Interna (1) y Externa (E) de la pulpa de berenjenas violetas

y blancas almacenadas a 10 °C por 0, 14 o 30 d. Valores con letras distintas indican diferencias en un test
LSD de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.

Variedad y zona Tiempo a 10 °C (d)
14
Violeta-I 3,33 ef 462b 539a
H202 Violeta-E 2,90fg 4,23 bed 4,15 bed
(mmol kg-) Blanca-I 4.9 bc 459b 3,64 de
Blanca-E 2,31¢ 3,91 cde 4,37 be

Sobre la base de las mediciones de color de pulpa, PPO, POD y H,0,, la disminucion en el
contenido de CGA en berenjenas violetas almacenadas por largos periodos, no parece estar
asociada al pardeamiento enzimatico. La marcada pérdida de compuestos fendlicos en este
tipo de frutos podria estar entonces asociada con la lignificacion de semillas, fibras y haces
vasculares. Esto se produciria si restos cafeoil- provenientes del CGA fueran reciclados (via
cafeoil-CoA) y reducidos a monolignoles. En este sentido, trabajos previos han sugerido que el
acido clorogénico puede contribuir a la arquitectura de la pared celular (Schoch y col., 2001;
Mondolot y col., 2006). La aplicacién exdgena de acido caféico podria canalizarse hacia la ruta
de los fenilpropanoides, resultando en un incremento de la formacién de mondmeros de
lignina (Bubna y col., 2011). Apoyando esta hipoétesis, se ha observado en plantas de café que
marcados aumentos del contenido de CGA coincidieron con un incremento en el nivel de

compuestos fendlicos unidos a las paredes celulares (Aerts y Baumann, 1994).
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lll. CONCLUSIONES

Las berenjenas acumulan acidos organicos preferentemente en la zona mds externa de la
pulpa, en oposicién a los azlcares y particularmente a los AOX que fueron dos a tres veces mas
abundantes en la zona interna. Las fibras, haces vasculares y adyacencias de semillas fueron

especialmente ricas en CGA, el principal tipo de antioxidante en ambas variedades.

Similar capacidad AOX se encontrd en los frutos violetas y blancos a la cosecha, y las dos
variedades acumularon CGA durante las dos primeras semanas a 10 °C. Sin embargo, las
berenjenas de color violeta fueron mas susceptibles al deterioro de la calidad y pérdida de
peso, mostrando a su vez una drastica reduccidn de los compuestos fendlicos al final del
periodo de almacenamiento. Por el contrario, las berenjenas blancas se almacenan mejor

sobre la base de su calidad visual y estabilidad de AOX.

La disminucidn de CGA en la pulpa interna de los frutos violetas no se correlaciond con el
pardeamiento (L*) o con las actividades in vitro de PPO y POD. En cambio, las zonas que
evidencian las pérdidas mds altas de CGA mostraron mayor acumulacién de H,0,. De esta
forma, las sustanciales pérdidas de antioxidantes fendlicos en berenjenas enteras en las
condiciones de almacenamiento recomendadas (10 °C), se deberian al desarrollo de la cubierta
de las semillas y del sistema vascular de los frutos inmaduros y no estarian relacionadas con el

pardeamiento de la pulpa.
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“Cambios en los antioxidantes fendlicos de berenjenas violetas
y blancas por aplicacion de métodos de pre-tratamiento,
procesamiento y coccion”.




IV. Introduccion

IV. INTRODUCCION

Las tecnologias de procesamiento han sido utilizadas desde la antigliedad para
transformar alimentos en productos estables y seguros. Permiten ademas el transporte a
grandes distancias y con ello la llegada a consumidores en diferentes areas geograficas y
momentos del afio (Fellows, 2000). De acuerdo al tipo de procesamiento y a las condiciones en
las que este se realiza, pueden ocurrir diversos cambios en la calidad sensorial y nutricional
(Nicoli y col., 1999). Para el caso de productos vegetales, el tratamiento genera modificaciones
en la textura, color, apariencia, sabor, valor nutricional y contenido de compuestos
antioxidantes (de Ancos y col., 2000). Sin embargo, resultaria deseable que los mismos
conserven las propiedades respecto a los productos in natura. En general se considera que el

valor nutricional disminuye durante los procesos de transformacion (Chang y col., 2006).

Los vegetales suelen someterse a diferentes métodos de procesamiento y cominmente
se recurre en etapas iniciales a pre-tratamientos como el lavado, pelado y escaldado. Durante
estas operaciones cierta pérdida de nutrientes, especialmente los hidrosolubles, podria
ocurrir. Tratamientos térmicos de conservacién, como el secado, pueden también afectar la
calidad de los productos disminuyendo el nivel de compuestos termoldbiles por reacciones de
oxidacion y condensacion (Kalt, 2005). El secado por aire caliente es el método de
procesamiento mads antiguo y ampliamente utilizado, ofreciendo productos que tienen una
vida prolongada pero desafortunadamente con una calidad nutricional reducida en general
drasticamente en comparacién con el producto original (Alonzo-Macias y col.,, 2013).
Operaciones adicionales de coccidon pueden ocasionar cambios tanto en la textura como en el
valor nutricional (Lin y Chang, 2005; Turkmen y col., 2005). A pesar de esto, algunos estudios
sugieren que los cambios podrian ser moderados e incluso en ciertos casos, un incremento del
valor nutricional podria ocurrir como consecuencia del procesamiento (Ravichandran y col.,

2012, Liy col., 2012).
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Las berenjenas son frutos populares y comunmente utilizados para la preparacién de
numerosos platos alrededor de todo el mundo (Nisha y col., 2009). A partir de los estudios
realizados en los capitulos anteriores se observa que el contenido de los compuestos AOX
presentes en los frutos se ve influenciado por numerosos factores, entre ellos la variedad, el
estado de madurez y el almacenamiento poscosecha. Asimismo, el procesamiento, y las
condiciones en las que éste se lleve a cabo, también afectarian la estabilidad de los acidos

fendlicos (Dewanto y col., 2002; Korus y col., 2002; Ravichandran y col., 2012; Liy col., 2012).

Dado que las berenjenas, en su estado fresco presentan una vida util limitada, el empleo
de métodos de procesamiento permitiria evitar el deterioro y obtener productos factibles de
ser utilizados como ingredientes en diferentes tipos de comidas (Doymaz y Go6l, 2011). A su
vez, las berenjenas son generalmente consumidas cocidas. Ciertos estudios han demostrado
que la preparacion a nivel doméstico puede resultar en pérdidas significativas en el contenido
y la bio-disponibilidad de compuestos antioxidantes (Zhang y Hamauzu, 2004; Faller y Fialho,
2009). Sin embargo, algunos trabajos permiten inferir que no siempre la coccién genera el
detrimento de las caracteristicas antioxidantes de los vegetales, sino mas bien lo contrario

(Pellegrini y col., 2009; Dewanto y col., 2002; Ferracane y col., 2008).

Si bien se han realizado estudios en numerosos productos analizando los cambios que
ocurren en el valor nutricional y calidad de los productos fruti-horticolas en respuesta a
diferentes condiciones de procesamiento, es claro que las respuestas provocadas son
dependientes del tipo de producto y no es posible generalizar. En relacidn puede decirse que,
la informacidn hallada en cuanto a la aplicacidn de diferentes métodos de procesamiento o
coccion en berenjena, es dispersa y en general se encuentra evaluada formando parte de un

estudio que abarca diversos vegetales o teniendo en cuenta una sola variedad.
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Cabe destacar que la variacién en las pérdidas de nutrientes entre variedades puede
superar las diferencias causadas por los métodos alternativos de procesamiento (Fellows,
2000). De todos, practicamente no existen estudios en los que se analice como la variedad
afecta la retencién de antioxidantes en respuesta a diferentes métodos de procesamiento o
coccién en berenjena. En ese sentido en el presente Capitulo se decidid estudiar los cambios y
el grado de retencién de antioxidantes en berenjenas violetas y blancas luego de la aplicacidn
de pretratamientos (trozado, escaldado, salado), en respuesta a diferentes estrategias de
procesamiento (congelacién, deshidratacion, liofilizacion) y métodos de coccién (hervido,

grillado, coccién en microondas, horneado).
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IV. MATERIALES Y METODOS

IV.1. Material vegetal y obtencion de las muestras

Berenjenas violetas y blancas (Solanum melongena L.) cv. Lucia y Cloud Nine,
respectivamente, producidas en invernadero de la ciudad de La Plata (Argentina), fueron
cosechadas en madurez comercial (estado 1V). Seguidamente se trasladaron al laboratorio, se
eliminaron los frutos defectuosos o dafiados y se seleccionaron teniendo en cuenta la
homogeneidad de tamafio. A continuacion, los frutos se lavaron por inmersion durante 3 min
en agua con hipoclorito de sodio (NaClO 100 mg L™, pH 6,5) y se dejaron secar al aire. Las
muestras se dividieron en grupos de 20-25 frutos para cada variedad. Cada fruto se corté en
forma de rodajas de 0,8 cm de espesor, distribuidas al azar para formar grupos homogéneos
de 12 unidades en cada tratamiento. Berenjenas frescas se emplearon como control (C) en
cada experimento. Inmediatamente después de aplicados los tratamientos, el material se
congeld en N, liquido y se conservd a -80 °C hasta su andlisis. Los tratamientos se realizaron
por triplicado en tres dias consecutivos. Al inicio y luego de cada tratamiento, se determind el
porcentaje de materia seca y se prepararon los extractos etandlicos para el estudio de la

capacidad antioxidante (TEAC) y el contenido de acido clorogénico (CGA).

IV.2. Condiciones de los pre-tratamientos

IV.2.1. Trozado a temperatura ambiente (Ta)

A fin de evaluar el efecto de un retraso durante el procesamiento de los frutos de
berenjena sobre la retencién de los antioxidantes, las muestras trozadas en forma de rodajas

se mantuvieron expuestas al aire a temperatura ambiente durante 60 min (Tabla IV.1).
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IV.2.2. Escaldado en agua (Ea)

Las rodajas se ubicaron en una olla de 28,5 cm de didmetro y se sumergieron
completamente en 2,5 L de agua destilada hirviendo (relacién fruto-agua 1:10) por 1,5 min
(Tabla IV.1). Inmediatamente después se escurrieron y se enfriaron con hielo colocando las
rodajas sobre una lamina de papel aluminio, a fin de evitar el contacto directo con el hielo.
Este paso permite bajar rapidamente la temperatura del tejido y evitar que el efecto del calor
se prolongue mas alla del tiempo efectivo de aplicacién del tratamiento térmico. El punto final
de escaldado y tiempo de tratamiento se determinaron previamente a través de la prueba de
catecol. Para ello una porcion de fruto tratado se puso en contacto con una solucion de 4-
metilcatecol (4-MC) durante 15 min. Un resultado negativo de esta prueba, es decir que no se
observe desarrollo del color pardo, denota que la enzima PPO se halla inactiva (Flurkey, 1986).

El correspondiente control positivo se realizé con fruto no tratado.

IV.2.3. Salado y lavado (Sa)

Las rodajas de berenjena se dispusieron en bandejas y se ubicaron en una cama de sal
(300 g de NaCl) durante 90 min (Tabla IV.1), atendiendo a que la superficie en ambas caras se
encuentre totalmente cubierta. Cumplido este tiempo se lavaron con agua corriente para

eliminar el exceso de sal, se escurrieron y secaron con papel absorbente.

IV.3. Métodos de coccidn

IV.3.1. Microondas (Mi)

Se utilizé un horno de microondas doméstico (Whirpool Jet Stream. Crisp. JT 359). Las
rodajas de berenjena se dispusieron en forma circular sobre el plato giratorio para lograr una
coccion pareja y se taparon con film PVC a fin de mantener su forma y evitar la pérdida de

humedad. El tratamiento se realizdé a una potencia de 350 W y 175 °C durante 10 min (Tabla
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IV.1).Inmediatamente después las rodajas se enfriaron con hielo seglin se detallara en la

Seccion 1V.2.2.

IV.3.2. Horneado (H)

Las rodajas de berenjena se ubicaron en una placa de metal y se cocinaron en un horno
eléctrico a una temperatura de 140 °C durante 40 min (Tabla IV.1).Para lograr una coccion
total y pareja las rodajas se giraron cada 10 min. Finalizada la coccion se enfriaron con hielo

segln se detallara en la Seccién IV.2.2.

IV.3.3. Grillado (G)

La coccidon se realizd en una plancha de hierro de uso doméstico, sometida a llama
directa hasta alcanzar y mantener una temperatura de 175 °C sobre la superficie. En ella se
dispusieron las rodajas de berenjena y previamente para evitar la adhesion de las muestras se
adiciond una capa de rocio vegetal. El tratamiento de coccidn se extendié por 14 min (Tabla
IV.1), girando las muestras a la mitad del tiempo para lograr una coccién pareja en ambas

caras. Inmediatamente después se enfriaron con hielo segun se detallara en la Seccién IV.2.2.

IV.3.4. Coccion al vapor (V)

Se empled una vaporiera eléctrica de uso doméstico. Previo al tratamiento se dejo
equilibrar la produccién de vapor por 5 min. Las rodajas de berenjena se ubicaron en forma de
monocapa dentro de la bandeja contenedora para lograr un contacto homogéneo de todas
con el vapor. El tiempo de tratamiento seleccionado fue de 10 min (Tabla IV.1), enfriando

posteriormente con hielo segun se detallara en la Seccién IV.2.2.

IV.3.5. Coccion a presidn (P)

Se empled una olla a presion de 20 cm de didametro conteniendo 2,5 L de agua hirviendo
(relacion fruto agua 1:10). Se sumergieron las rodajas de berenjena contenidas en una canasta

de plastico y se cocinaron por 2 min (Tabla IV.1). Finalizado el tratamiento se escurrieron para
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eliminar el exceso de agua e inmediatamente después se enfriaron con hielo segun se detallara

en la Seccion 1V.2.2.

IV.3.6. Hervido (B = Boiled)

Las rodajas de berenjena se ubicaron en una olla de 28,5 cm de didmetro conteniendo
2,5 L de agua hirviendo (relacién fruto-agua 1:10) y se cocinaron por 8 min, prestando especial
atencidén a que se encuentren totalmente sumergidas durante todo el tratamiento (Tabla IV.1).

Finalmente se escurrieron y enfriaron con hielo segun se detallara en la Seccién IV.2.2.

IV.4. Métodos de procesamiento

IV.4.1. Secado en tunel de aire (T)

El sistema de secado empleado consistié en un tunel de aire por conveccién, con control
de temperatura y velocidad de aire. El equipo esta provisto de bandejas de 20 x 20 cm, en las
que se colocan las muestras, y de un sistema de pesada in situ que evita perturbar el secado,
puesto que permite registrar el peso del producto sin retirarlo del equipo. Los experimentos se
llevaron a cabo a una velocidad de aire de 2,5 m s™ y a dos temperaturas diferentes: 50 o 70 °C
(tratamientos denominados T50 y T70, respectivamente). El secado de las rodajas se siguio por
medicién de la pérdida de peso de las muestras cada 60 min. El proceso se dio por finalizado
cuando el contenido de humedad disminuyd a un 10% respecto del valor inicial de acuerdo a
Doymaz y col (2011). El proceso demordé 6 y 4,5 h para los tratamientos T 50 y T 70,

respectivamente (Tabla IV.1).

IV.4.2. Secado en estufa de vacio (Va)

Se utilizé una estufa de vacio (Marca Arcano, China) con control digital de temperatura,
conectada a una bomba de vacio de diafragma PC 511NT (Vacuubrand, Wertheim, Alemania).

El secado se realizé a 70 °C y presion de 5 kPa. La evolucién del secado de las muestras de
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berenjena se siguié a través de la pérdida de peso, registrada cada 60 min. Las condiciones
fueron aplicadas hasta que el contenido de humedad disminuyd al 10% respecto del valor

inicial, alcanzando este valor luego de 7 h de tratamiento (Tabla IV.1).

IV.4.3. Secado solar (So)

Para la deshidratacidn solar se empled un equipo tipo cajon, el cual funciona como caja
negra y consiste en una caja de 60 cm de largo x 40 cm de ancho y 15 cm de espesor, de chapa
galvanizada y pintada con pintura en aerosol de color negro. Posee una puerta frontal por
donde se introduce el producto a deshidratar y se coloca sobre una rejilla metalica, que
permite circular el aire entre las caras del producto. La caja negra esta revestida con vidrio
para lograr la retencién de la radiacidn infrarroja (efecto invernadero) debido a que es un
material transparente a la radiacidn solar de alta energia y onda corta pero casi opaco a las
radiaciones infrarrojas de onda larga emitidas por la superficie del absorbedor. El equipo fue
disefiado, construido y colocado en la ciudad de La Plata cuyas coordenadas geograficas son:
latitud 342 50' y 352 30' S y longitud 572 45' y 582 20' O a 9.87 m sobre el nivel del mar, se
orientd hacia el norte y se lo expuso a la luz solar. De esta forma el aire caliente que rodea al
producto proporciona la energia necesaria para realizar el secado. Las rodajas de berenjena se
dispusieron dentro del equipo y se mantuvieron por un lapso de 16 h efectivas de sol,
distribuidas en dos dias (Tabla IV.1). En los intervalos de oscuridad, las muestras se retiraron y
almacenaron en desecador hasta la siguiente jornada. El punto final de secado se determiné
por seguimiento de la pérdida de peso cada 60 min, hasta que el contenido de humedad
alcanzoé un 10% del valor inicial. A fin de registrar la variacidn de la temperatura se conectaron
durante el tratamiento termocuplas (tipo T) en las muestras y en el interior de la cdmara de

secado acopladas a un adquisidor (Datalogger Testo 175/T3, Alemania).
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IV.4.4. Liofilizado (L)

Las rodajas de berenjena se congelaron y se mantuvieron a -80 °C, para luego ser
liofilizadas en un equipo HETO DF4 (Bélgica) acoplado a una bomba de vacio tipo rotativa a
paletas (RZ 6; 5,7 m> h™ y 2-10° mbar). El material fue liofilizado durante 48 h (Tabla IV.1),
considerando el final del proceso cuando el contenido de humedad alcanzé un 10% del valor

inicial.

IV.4.5. Congelado lento (Cl)

Para el congelado de las muestras se empled un freezer comercial de uso doméstico. Las
rodajas de berenjena se dispusieron en bandejas de pldstico y se registré la evolucién de la
temperatura a través del tiempo con termocuplas (tipo T) ubicadas en el interior de la rodaja y
conectadas a un adquisidor (Testo 175/T3, Alemania). El tratamiento se realizd hasta que el
producto alcanzé una temperatura interna de -20 °C + 2, lo que demord un periodo de 3 h

(Tabla IV.1).

IV.4.6. Congelado rapido (Cr)

Se empled un equipo de congelacién por placas. El tratamiento se extendié hasta que se
alcanzé en el interior de la rodaja una temperatura final de -20 °C + 2, por contacto directo del
fruto con el medio refrigerante durante un lapso de 1,5 h (Tabla IV.1). La evolucién de la
temperatura a través del tiempo se monitored con termoculpas (tipo T) dispuestas en el

interior de la rodaja y conectadas a un adquisidor (Testo 175/T3, Alemania).

IV.5. Determinaciones analiticas

IV.5.1. Materia seca

Una porcién de rodaja de berenjena de aproximadamente 3 g se ubicé en un molde de

papel y se secé en estufa de vacio a 70 °C y 2,5 kPa hasta peso constante (48 h). El contenido
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de materia seca (MS) fue determinado por diferencia de peso segun se detalla en la Seccién
1.3.2. Los resultados se expresaron en porcentaje de peso fresco y las determinaciones se
realizaron por sextuplicado para cada variedad y tipo de tratamiento, en tres ensayos

independientes.

IV.5.2. Extraccion de antioxidantes

Aproximadamente 1 g del material pelado y congelado en N,, se pulverizd en molinillo
(Peabody PE-M(C9103, Bs. As., Argentina), se peso y agregd a un tubo conteniendo 5 mL de
etanol. A continuacién se agitd durante 30 min y posteriormente se centrifugd a 14.000 x g por
10 min a 4 °C. Se separd el sobrenadante y el pellet se re-extrajo con 5 mL de etanol,
finalmente se centrifugd en las condiciones mencionadas durante 5 min. Los sobrenadantes
fueron homogeneizados. Los extractos asi obtenidos se concentraron a 40 °C en un evaporador
rotatorio (Bichi R-124, Labortechnik AG, Flawil, Suiza) y finalmente el residuo obtenido fue
resuspendido en 2 mL de una mezcla agua-metanol (90:10), la muestra se repartié en tubos
Eppendorf y se conservd a -80 °C hasta el analisis de antioxidantes. Se prepararon tres

extractos para cada variedad y tipo de tratamiento.

IV.5.3. Capacidad antioxidante

Los extractos etandlicos de berenjenas crudas y tratadas, preparados como se describe
en la Seccidén IV.5.2, se emplearon para medir la capacidad antioxidante de las muestras con el
radical estable ABTS™, segin la metodologia descripta por Arnao y col. (2001) y que se
detallara en la Seccién 1.3.12. Se utilizé Trolox® como patrén y los resultados se expresaron
como Capacidad Antioxidante Equivalente a Trolox (TEAC) respecto del tejido en base seca (mg

kg™ MS). Las medidas se realizaron por triplicado.
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IV.5.4. Contenido de acido clorogénico

Antes del analisis por HPLC-DAD los extractos preparados como se describe en la
Secciéon 1V.5.2, fueron filtrados a través de un filtro de nylon de 0,45 pum (Osmonics Inc.,
Minnesota, USA). El andlisis cromatografico del contenido de CGA se realizd segln se detalla
en la Seccién 1.3.14. El CGA presente en los extractos de berenjenas se cuantificé mediante el
método de estandar externo con patrén estandar. Los resultados se expresaron mg kg™ MS y

las muestras se analizaron por triplicado.

IV.6. Analisis estadistico

Los experimentos se realizaron de acuerdo a un disefio factorial, siendo los factores la
variedad (berenjenas blancas y violetas) y el tipo de tratamiento aplicado. Los resultados se
sometieron a un andlisis por ANOVA y las medias se compararon mediante el test LSD de

Fisher con un nivel de significancia de P < 0.05.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.1. Resumen de las diferentes condiciones de procesamiento

En la Tabla IV.1 se indican a modo de resumen, las condiciones de tiempo y
temperatura seleccionadas para cada método de pre-tratamiento, coccidon o procesamiento.

Estas fueron optimizadas a partir de experimentos preliminares.

Tabla IV.1. Combinaciones de tiempo (t) y temperatura (T) seleccionadas para los diferentes
tratamientos aplicados en rodajas de berenjenas violetas y blancas.

TIPO DE PROCESAMIENTO

PRE-TRATAMIENTO COCCION PROCESAMIENTO

t(min) T(°C) t(min) T(°C) t(h) T(°C)
60 20 10 175 45 170
15 40 140 6 50
14 175 4 70

100 1620 40

121 48  -80

100 3 -20

-20

IV.2. Contenido de antioxidantes y apariencia de muestras control

En la Figura IV.1 se presenta el nivel de antioxidantes inicial en la pulpa de los dos tipos
de berenjenas estudiadas. Las muestras crudas, empleadas como control presentaron
diferencias entre si, con una mayor capacidad antioxidante y contenido de acido clorogénico
en el tipo violeta (Figura IV.1. A y B). La apariencia caracteristica de ambos frutos se observa
en la Figura IV.1.C y D. A continuacion, se analizd la respuesta de las variedades, en términos
de grado de retencién de AOX como consecuencia de la aplicacién de diferentes métodos de

pre-tratamiento, procesamiento y coccion.
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Figura IV.1. A) Capacidad antioxidante (TEAC), B) contenido de dcido clorogénico (CGA), apariencia
inicial de C) berenjenas violetas y D) blancas. Valores con letras distintas indican diferencias de acuerdo a
un test LSD de Fisher con un nivel de significancia de P < 0,05.

IV.3. PRE-TRATAMIENTOS

1V.3.1. Apariencia de rodajas de berenjenas sometidas a pre-tratamientos

En la Figura IV.2 se observa la apariencia de las rodajas de berenjena de ambas

variedades luego de la aplicacién de los pre-tratamientos.

Figura IV.2. Apariencia de rodajas de berenjenas A) violetas y B) blancas, sometidas a diferentes pre-
tratamientos. Ta= Trozado y expuesto al aire por 60 min, Ea= Escaldado en agua.; Sa=Salado.
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Puede notarse para ambas variedades, cierto grado de pardeamiento en las muestras
trozadas (Ta) luego de un periodo de exposicion al aire, un cambio importante en la textura y
el color de las que fueron escaldadas (Ea) y avanzada deshidratacion en las rodajas sometidas a

salado (Sa).

IV.3.2. Retencion de antioxidantes

El pardeamiento enzimatico es uno de los principales problemas en el procesamiento
de berenjena (Oms-Oliu y col., 2010). En general el contenido de compuestos fendlicos de
estos frutos se correlaciona con el grado de pardeamiento (Prohens y col., 2007) y se ha
observado que la extension del fendmeno es funcién de la variedad (Mishra y col., 2013).
Cuando las berenjenas se cortan se genera una disrupcién celular, con pérdida de
compartimentacion que permite el contacto entre las enzimas responsables del pardeamiento,
como la polifenoloxidasa (PPO) y los sustratos fendlicos (Concelldn y col., 2007; Mishra y col.,
2013). En este sentido, las diferencias en la integridad de tejido parecen ser determinantes del
nivel de pardeamiento, incluso en mayor medida que la actividad particular de las enzimas
involucradas y el contenido de CGA, como se observd en el Capitulo Il. El fendmeno comienza
inmediatamente después del corte y aumenta con el tiempo de exposicion al aire (Mishra y
col.,, 2013). De esta forma, los retrasos en el procesamiento del producto durante su
preparacion industrial o doméstica podrian generar el desarrollo de pardeamiento y afectar el

contenido y capacidad AOX en berenjenas.

De acuerdo a esto se evalud el grado de retencidon de AOX, en las muestras trozadas en
forma de rodajas, luego de mantenerlas expuestas al aire a temperatura ambiente por 60 min.
El corte o trozado junto a un retraso en el procesamiento provocé una pérdida cercana al 25%
de AOX (Tabla 1V.2). De aqui la importancia de minimizar esperas durante la manipulacion de

los frutos cortados. En el caso de las berenjenas blancas, esta disminucién se detecté para
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TEAC, mientras que no se produjeron modificaciones en el contenido de CGA (Tabla IV.2). Esto
sugeriria que, en estas condiciones y para esta variedad, se degradan en forma inicial

preferencialmente otros AOX.

Tabla IV.2. Retencion porcentual (%) de la capacidad antioxidante (TEAC) y el contenido de dcido
clorogénico (CGA) en berenjenas violetas (V) y blancas (B), sometidas a diferentes tipos de pre-
tratamientos. Valores con letras distintas indican diferencias de acuerdo al test LSD de Fisher con un
nivel de significancia de P < 0,05.

TRATAMIENTO RETENCION TEAC (%) RETENCION CGA (%)
Control (C) 100,0 a 100,0 a 100,0 a 100,0 a
Trozado (Ta) 79,8b 749b 742c¢ 974 ab
Escaldado (Ea) 80,3b 1004 a 49,7d 81,9 bc
Salado (Sa) 51,3¢c 97,3a 498d 87,3 abc

LSD 13,02 17,65

El escaldado es uno de los métodos de pretratamiento mas comunes y tradicionalmente
empleados para controlar el pardeamiento en productos vegetales por inactivacion térmica de
las enzimas responsables (Fernandez-Fraguas, 2008). En relacion a ello se decidid evaluar su
efecto sobre la estabilidad de los AOX de berenjena. En contraposicién con lo que se esperaria,
el pre-tratamiento resulté en pérdidas significativas de CGA. En las berenjenas violetas, las
pérdidas fueron mayores, llegando al 50%, mientras que se ubicaron en 20% para berenjenas
blancas (Tabla IV.2). Llamativamente, en ambos genotipos la disminucion del CGA fue menor
que la pérdida de capacidad AOX. La leve variacidn en TEAC podria explicarse por la liberacion
de otros metabolitos con actividad que pudieran estar previamente insolubles en frutos sin
tratamiento térmico (Pellegrini y col., 2009). A su vez, la hidrdlisis del CGA durante el
escaldado, liberaria acido cafeico que aun posee capacidad antioxidante (Miglio y col., 2008;

Niggeweg vy col., 2004).
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Un pre-tratamiento que se realiza normalmente como paso previo a la coccidon
doméstica de las berenjenas es el salado. Su finalidad es eliminar compuestos como la
solasonina y solamargina, los glicoalcaloides mayoritarios presentes en berenjena y que se
consideran los responsables del sabor amargo (Blankemeyer y col., 1998; Tiwari y col, 2011).
Sin embargo, la influencia de este procedimiento sobre el contenido de los compuestos AOX
aun no habia sido estudiada. De acuerdo a los resultados obtenidos, el salado provocd una
marcada reduccién de TEAC y del contenido de CGA en berenjenas violetas, ascendiendo al
50% (Tabla IV.2). La variacidon fue similar para ambas determinaciones realizadas lo que indica
que el principal AOX que difunde durante los procesos de exudacién y lavado seria el CGA.
Para el tipo blanca, en concordancia con los anteriores pre-tratamientos, tampoco ocurrieron

pérdidas significativas (Tabla IV.2).

En sintesis pudo observarse que los pre-tratamientos provocaron pérdidas
importantes de capacidad y contenido de AOX, que en ciertos genotipos pueden ser
significativas, como para el caso de las berenjenas violetas. De esta forma las diferencias
fueron mas importantes entre variedades que entre tratamientos, observandose una mayor
estabilidad en las berenjenas blancas. Si bien muchos estudios se han realizado focalizando la
atencion en los efectos de diferentes procesos, estos se limitan a un solo genotipo. En este
sentido cabe resaltar, el rol central y marcado efecto de la matriz vegetal en el grado de

retencidon de AOX y respuesta a los pre-tratamientos.

IV.4. METODOS DE COCCION

IV.4.1. Apariencia de rodajas de berenjenas sometidas a coccién

En general, los vegetales son preparados de diferentes maneras antes de su consumo. A
pesar de que la mayoria de los estudios se realizan sobre el material crudo, analizar su

composicion luego de la coccidn es relevante por propdsitos nutricionales y sensoriales, ya que
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estos procesos provocan una serie de cambios en las caracteristicas fisicas y quimicas del
producto (Ferracane y col., 2008). De acuerdo a esto, se estudio la respuesta de las rodjas de
berenjenas, en términos de estabilidad de los compuestos antioxidantes, a seis métodos de

coccidén en medios humedos o secos.

Se evidencid que las diferencias mas marcadas debido a la coccidn se dieron en la
textura de los frutos. Los métodos que implicaron coccién humeda generaron un colapso mas
marcado de los tejidos (Figura 1V.3), respecto de los tratamientos secos como el grillado y
horneado. Una posicidn intermedia fue ocupada por las rodajas cocidas en microondas (Figura

Iv.4).

Figura IV.3. Apariencia de rodajas de berenjenas A) violetas y B) blancas, sometidas a métodos de
coccion humedos. V= Vapor, P=Presion; B=Boiled (Hervido).

Estas diferencias conducirian a cambios en la bio-disponibilidad de los compuestos AOX
de las berenjenas, asi un mayor deterioro de la matriz del vegetal ante la coccidn en agua,
podria resultar en una extraccién mas eficiente de los compuestos activos libres y a la
liberacion de aquellos unidos a estructuras celulares. Por el contrario, el grillado u horneado
determinan una alta temperatura en la superficie de las rodajas, que podria inducir la

degradacion de compuestos fendlicos por reacciones de condensacién o la formacién de
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nuevos compuestos, con diferentes propiedades antioxidantes como es el caso de ciertos

productos de la reaccidon de Maillard (Lo Scalzo y col., 2010).

Figura IV.4. Apariencia de rodajas de berenjenas A) violetas y B) blancas, sometidas a métodos de
coccion secos. Mi= Microondas, H=Horneado; G= Grillado.

1V.4.2. Retencion de antioxidantes

Como se menciond anteriormente, la cocciéon induce cambios significativos en la
composicion quimica de las hortalizas, influyendo en la concentracion y bio-disponibilidad de
los compuestos bioactivos. Como se observa en la Tabla IV.3, si bien los niveles de TEAC y CGA
presentes en berenjena en algunos tratamientos se mantuvieron sin cambios o disminuyeron,
en la mayoria de los casos se incrementaron. La respuesta a su vez, difirid segun la variedad de
que se trate, en general las berenjenas blancas mostraron mejores niveles de retencién y

acumulacién de antioxidantes que los frutos violetas luego de la coccion.

Para el tipo violeta, un importante incremento de TEAC y CGA se observd cuando los
frutos fueron cocidos mediante vapor. Por su parte los tratamientos de hervido, grillado y
coccion a presién en general aumentaron los niveles de AOX. En la coccién en microondas, los
cambios fueron menores, mientras que el hormeado redujo la capacidad antioxidante y el
contenido de CGA de los extractos (Tabla IV.3). En berenjenas blancas la coccién a presion fue

el método que produjo la mayor acumulacién de AOX, seguido por la coccién a vapor y los
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tratamientos hervido, grillado y microondas que no mostraron diferencias significativas entre
si. Por su parte el horneado fue el Unico tratamiento que provocd cierta reduccion de la
capacidad AOX y del contenido de CGA (Tabla IV.3). El detrimento de la calidad en ambos
genotipos provocado por el horneado de las rodajas podria deberse a las drasticas condiciones
empleadas, que incluyeron una alta temperatura de tratamiento y un extenso tiempo de

exposicidon, necesarios para lograr la completa coccion del producto.

Tabla IV.3. Retencion porcentual (%) de la capacidad antioxidante (TEAC) y el contenido de dcido
clorogénico (CGA) en berenjenas violetas (V) y blancas (B), sometidas a diferentes tipos de coccion.

Valores con letras distintas indican diferencias de acuerdo al test LSD de Fisher con un nivel de
significancia de P < 0,05.

TRATAMIENTO RETENCION TEAC (%) RETENCION CGA (%)
Control (C) 100,0 e 100,0 e 100,0 fg 100,0 fg
Microondas (M) 938e 129,0 be 86,0 h 113,9 de
Horneado (H) 73,0f 705 f 57,8 68,2 ]
Grillado (G) 122,4 cd 136,6 bc 97,84 109,1 ef
Vapor (V) 180,3 a 1435b 130,8 b 126,3 be
Presion (P) 108,9 de 1743 a 120,0 cd 1450 a
Hervido (B) 127,0 bed 139,0 be 83,2h 111,6 de
LSD 20,86 11,13

Estudios realizados en diversos vegetales después de la coccién mostraron que el
contenido de compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante podrian ser mayores o
menores en comparacion con los alimentos frescos (Zhang y Hamauzu, 2004; Sahlin y col.,
2004; Lin y Chang 2005; Turkmen y col., 2006; Ferraccane y col., 2008; Faller y Fialho., 2009;
Ismail y col., 2004). La distinta respuesta podria deberse a las diferencias en las condiciones de

los procesos, como a las caracteristicas de cada especie en particular (Miglio y col., 2008).

En concordancia con los resultados obtenidos en este trabajo, Ferracane y col. (2008)

hallaron un incremento de la capacidad AOX y de CGA luego de la coccién de alcauciles,
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producto en el cual el CGA también es el principal compuesto fendlico. En el mismo sentido, se
ha reportado que los frutos de berenjenas sometidos a tratamientos térmicos por medio de
diversas técnicas, conservan o aumentan su capacidad antioxidante y los hacen en mayor
medida que una amplia gama de otros productos vegetales (Jiménez-Monreal y col., 2009).
Kalogeropoulos y col., (2007) hallaron un incremento de CGA en el tejido de berenjenas luego
del fritado. A su vez, Lo Scalzo y col. (2010), observaron un considerable incremento en el
contenido de CGA y la capacidad AOX de muestras de berenjenas grilladas y hervidas,
sugiriendo que la extractabilidad de este compuesto se incrementa con los tratamientos de
coccidén. Asimismo, Das y col. (2011) mostraron que la berenjena grillada seguia manteniendo
efectos cardioprotectores al ensayarlo en ratas, gracias a que conserva y hasta incrementa el

contenido los principales compuestos fendlicos luego de este tipo de coccion.

Segun Lo Scalzo y col. (2010), la estructura del tejido de estos frutos es especialmente
protectora del CGA. En nuestro estudio, pudo observarse ademds que el grado de estabilidad
de los AOX, es dependiente de la variedad que se analice. Si bien las berenjenas blancas
mostraron un menor contenido inicial de AOX en el material fresco, los significativos cambios
producidos durante la coccidn permitirian considerarlas una interesante opcién para los

consumidores, ante un mayor nivel de AOX del producto que finalmente serd consumido.

Los incrementos en el contenido de CGA y TEAC generados durante la coccidn de las
berenjenas podrian deberse a la liberacién de compuestos fendlicos unidos a las paredes
celulares o bien la sintesis de otros compuestos con propiedades antioxidantes (ej. productos
de la reaccidn de Maillard). Aunque un mayor contacto con enzimas oxidativas como PPO, por
disrupcién celular también podria ocurrir, la alta temperatura empleada provocaria en cierto
grado su desactivacion. Esto evitaria la pérdida de acidos fendlicos, definiendo en la suma de
efectos un aumento de la capacidad AOX (Chang y col., 2006; Lo Scalzo y col., 2010). Asimismo,

la accién de la coccidn sobre la textura de los vegetales y un aumento en la extraccién de
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antioxidantes del grupo de los carotenoides ha sido informada por otros autores (Rodriguez-

Amaya., 1997).

Finalmente, la acumulacidn de antioxidantes observada difiere del concepto de que los
vegetales cocidos poseen menor calidad nutricional que los crudos. En este sentido, cabe
sefialar que las determinaciones in vitro de AOX presentan limitaciones en cuanto a la
informacién que brindan respecto de la bio-disponibilidad y el aprovechamiento de los efectos
beneficiosos para la salud aportados por este tipo de compuestos a través de la dieta, por lo
tanto resultaria necesario avanzar en el estudio de su metabolismo luego de la ingesta (Das y

col., 2011).

IV.5. METODOS DE PROCESAMIENTO

IV.5.1. Apariencia de rodajas de berenjenas sometidas a procesamientos

En una ultima etapa de estudio se evalué la apariencia y el grado de retencién de
antioxidantes en rodajas de berenjenas violetas y blancas, luego de aplicarles diferentes
estrategias de procesamiento o preservacion. Las rodajas fueron sometidas a cuatro tipos de
secado (por aire a dos temperaturas diferentes, bajo vacio, solar o liofilizaciéon) y a dos
métodos de congelacidn (lenta o rapida). En la Figura IV.5 puede observarse la apariencia de
rodajas de berenjenas violetas y blancas luego de la aplicacion de los tipos de secado
mencionados. Todos los tratamientos rindieron productos estables, con valores de actividad
de agua menores a 0,6 (datos no mostrados). Las muestras secas sufrieron, como era de
esperar, cambios de color relacionados a cierto grado de pardeamiento, provocado por las
temperaturas relativamente altas empleadas. Ademas, aunque redujeron su volumen en gran

medida, conservaron su forma, especialmente en los casos de secado por tunel de aire.

154




V. Resultados y discusion

Figura IV.5. Apariencia de rodajas de berenjenas A) violetas y B) blancas, sometidas a diferentes
meétodos de secado. T70=Secado en tunel de aire a 70°C; T50= Secado en tunel de aire a 50 °C;
Va=Secado en estufa de vacio; So=Secado solar; L=Liofilizacion.

La liofilizacion generd productos que conservaron el color caracteristico de ambas
variedades, con una alta retenciéon de la estructura y textura esponjosa. Por su parte, como se
muestra en la Figura IV.6, las muestras congeladas mantuvieron sus dimensiones, sin embargo
resultaron poco estables debido a la rdpida descongelaciéon durante su manipulacién y la

aparicién de cierto nivel de pardeamiento superficial.

Figura IV.6. Apariencia de rodajas de berenjenas A) violetas y B) blancas, sometidas a congelacion. Cl=
Congelado lento; Cr= Congelado rdpido.
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1V.5.2. Retencion de antioxidantes

El secado es una de las formas mas eficaces y ampliamente utilizadas para preservar
alimentos (Durance y Wang, 2002). Sin embargo, cierta pérdida de compuestos AOX
termolabiles y una consecuente disminucién de la capacidad antioxidante del producto, puede
ocurrir (Hung y Duy, 2012). La liofilizacidn suele emplearse para eludir estos dafios por calor,
rindiendo productos secos con buenas caracteristicas nutricionales y una excelente retencién
estructural, a pesar de ello su aplicacién es reducida dado que se trata de una tecnologia
costosa (Lin y col.,, 1998). Keinanen y Titto (1996) informaron ademas, que la liofilizacidn

podria incrementar la eficiencia de extraccién de compuestos fendlicos.

En el caso de la congelacién, esta causaria minima destruccién de AOX, con niveles de
retencién que dependen esencialmente de la variedad y especie vegetal de que se trate
(Rickman y col., 2007). De todos modos, es conocido que existe una importante dependencia
de la calidad de los productos congelados con la velocidad y el tipo de proceso de congelacidn.
En berenjena esto ha sido estudiado brevemente por Wu y col., (2008) y Otero y col. (1998),
aunque los autores no han analizado su efecto sobre la capacidad y el contenido de AOX. Es asi
qgue aqui se decidié aplicar un método de congelacién lento y uno rdpido para un estudio

posterior relacionado a los AOX.

En la Tabla IV.4 se indican los porcentajes de retencion de los pardmetros estudiados. En
general pudo advertirse una importante pérdida de la capacidad antioxidante y del contenido
de CGA luego de todos los métodos de procesamiento aplicados. El secado particularmente
provoco elevadas pérdidas de la capacidad AOX (entre 80 y 98%). En este caso el efecto de los
tratamientos fue mayor al observado entre tipos de fruto. A pesar de esto, pudo distinguirse
que las berenjenas blancas sufrieron en algunos tratamientos una mayor disminucién de AOX,

como por ejemplo en So y L, respecto de las violetas.
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Tabla IV.4. Retencion porcentual (%) de la capacidad antioxidante (TEAC) y el contenido de dcido
clorogénico (CGA) en berenjenas violetas (V) y blancas (B), sometidas a diferentes métodos de
procesamiento. Valores con letras distintas indican diferencias de acuerdo al test LSD de Fisher con un
nivel de significancia de P < 0,05.

TRATAMIENTO RETENCION TEAC (%) RETENCION CGA (%)

Control (C) 100,0 a 100,0 a 100,0 a 100,0 a

Secado (T70) 25,1 de 224¢e 195e 14,6 f
Secado (T50) 92f 11,3f 21g 3,3¢g
Secado vacio (Va) 12,9 f 10,6 f 409 294
Secado solar (So) 219e 12,3 f 13,3 f 1,79
Liofilizado (L) 50,7 ¢ 294d 50,5d 205¢e
Congelado lento (Cl) 448 ¢ 572b 516d 61,0c
Congelado rapido (Cr) 62,4 b 955a 60,1¢ 72,3b
LSD 7,40 3,79

El secado a 50 °C en tunel de aire (T50) provocd mayores pérdidas de capacidad AOX
que el correspondiente a 70 °C (T70). Si bien en muchos casos no existieron diferencias
significativas, el hecho de que las reducciones fueron altas a temperaturas de secado solar
(So=40 °C), pasando por un maximo en frutos secados a 50 °C y reduciéndose a 70°C, sugiere
que la disminucién podria estar relacionada a la actividad de enzimas termolabiles
responsables del pardeamiento, como PPO o POD (Tomas-Barberan y Espin, 2001; Mishra y
col., 2013). Si la degradacion ha sido en parte mediada por estas enzimas, que el secado en
estufa de vacio (Va) donde el O, fue removido no haya reducido la pérdida de CGA, indicaria
que el rol de enzimas independientes de este sustrato como POD, resulta importante en las
condiciones evaluadas (Richard-Forget y Gauillard, 1997). A mayor temperatura de secado se
reduce el tiempo de exposicidon del tejido (Doymaz, 2011), por lo que el tratamiento a 70 °C
pudo influir en una mayor conservacién de los AOX, ante el menor tiempo de exposicién al
calor de los frutos. Es de resaltar que a esta temperatura el proceso de secado de berenjena

presenta ademas un mayor coeficiente de difusién (Brasiello y col., 2013). Dado que se
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deseaba determinar especificamente el proceso bajo estudio, no se adicionaron antioxidantes
como pueden ser sulfitos (HSO;) que suelen emplearse en secado comercial (Queiroz y col.,
2008). Otras alternativas ensayadas por diferentes autores sobre tejido de berenjena previo al
secado, tendientes a reducir el tiempo de exposicidn, fueron: escaldado (Doymaz y GoL, 2011),
ultrasonido (Puig y col., 2012), secado en vacio a distintas temperaturas (Wu y col., 2007); o
bien el agregado de enzimas y calcio para proteger y mejorar la microestructura del tejido
(Banjongsinsiri y col., 2004). Por el mismo motivo, los frutos tampoco se escaldaron. Estas
podrian ser estrategias para reducir las pérdidas durante el secado de berenjena en caso de
gue ocurran, al menos en parte, por via enzimatica. A fin de determinarlo con claridad, seria

necesario entonces, un estudio mas exhaustivo de estas variables.

Si bien la liofilizacién redujo las pérdidas respecto del secado convencional a
temperaturas elevadas, llamativamente la disminucién fue significativa y ascendié a 50 y 70%
en berenjenas violetas y blancas, respectivamente (Tabla IV.4). En el presente tratamiento,
CGA parecid ser el compuesto principalmente degradado. Es posible que cierto grado de
agregacion con proteinas haya ocurrido como consecuencia de los cambios producidos en la
matriz del tejido vegetal en respuesta al tratamiento. Similares resultados fueron encontrados
para frutos tropicales como mango, papaya, carambola y sandia, en los que el contenido de
compuestos fendlicos fue mayor en los frutos frescos, que en aquellos liofilizados (Shofian y

col., 2011).

Finalmente, los resultados indican que las rodajas de berenjena sufrieron pérdidas
importantes en el contenido y capacidad AOX luego del congelado, especialmente en el tipo
violeta (Tabla IV.5). A pesar de que normalmente se asume que los cambios en la calidad
nutricional son minimos durante la congelacién, el CGA mostrd una retencién de solo 50-70%
para ambas variedades y métodos analizados. Independientemente de esto, en general pudo

observarse que la congelacion rapida (Cr), como ocurre con otros alimentos, permite obtener
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mejores resultados en términos de una mayor retencion de AOX. Con el fin de mejorar esta
retencién se podrian implementar alternativas tales como la asistencia de altas presiones al
proceso de congelado, ya que el dafio celular causado en berenjena es menor (Otero y col.,

1998).
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IV. CONCLUSIONES

Las variedades de berenjenas estudiadas en el presente capitulo mostraron diferente
respuesta en la retencién de antioxidantes frente a las alternativas de procesamiento
aplicadas. Al emplear pre-tratamientos, fueron observadas reducciones del 25-50% en el nivel
de AOX, sin embargo en todos los casos las berenjenas blancas mostraron mayor capacidad de
proteccidn de estos compuestos y en especial del CGA, respecto de los frutos violetas. A su
vez, el ensayo de condiciones adversas de manipulacion (demora en el procesamiento de
frutos cortados y el salado) permitié determinar que los mismos deben tratar de evitarse o
minimizarse, y que ciertas variedades resultarian mas adecuadas que otras en caso de
requerirse, por ejemplo, productos minimamente procesados. Por su parte, el escaldo no
resulté efectivo en una adecuada conservacion de las propiedades antioxidantes, al menos en

las variedades y condiciones ensayadas.

Se hallaron cambios significativos en los antioxidantes de berenjenas violetas y blancas,
luego de la coccién de los frutos. Pudo observarse que, salvo algunas excepciones, el
contenido de TEAC y CGA se incrementd, y que esta respuesta positiva dependid esencialmente
de la variedad evaluada. En forma similar a lo que ocurrid en lo pretratamientos, las berenjenas
blancas mostraron mejores propiedades de retencién y acumulacion de AOX, especialmente en los
métodos humedos de coccidon. Los cambios en la estructura del tejido, podrian ser los
responsables de la liberacién o modificaciéon de los AOX presentes en los frutos, de aqui la
importancia de la influencia de la matriz del vegetal y de la eleccién de los productos a ser

consumidos.

Finalmente, los métodos de procesamiento provocaron importantes pérdidas de AOX,
siendo especialmente notables los detrimentos por efecto del secado, observandose

reducciones de hasta 80-100%. Ciertas pérdidas de AOX también fueron observadas luego del
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congelado, sin embargo, la congelacién rapida mostrd ciertos beneficios. A pesar de que el
efecto varietal resulté menos importante en cuanto al grado de retencion de antioxidantes,
pudo determinarse cierta tendencia en la que las berenjenas blancas se comportaron algo

mejor frente al congelado y las violetas tuvieron mejor respuesta en el secado.

Por todo lo expuesto, seria factible seleccionar variedades o tipos de berenjenas con las
caracteristicas de estabilidad mas apropiadas para cada tipo particular de tratamiento,

conservando y realzando en algunos casos, las propiedades antioxidantes de los frutos.
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CONCLUSIONES FINALES

En el presente trabajo se estudid la influencia del genotipo, estado de desarrollo,
condiciones de almacenamiento y métodos de procesamiento y coccién, sobre los niveles y
estabilidad de los antioxidantes en berenjena. Durante el desarrollo ontogénico estudiado en
dos variedades de berenjena violeta, los compuestos fendlicos fueron los AOX mas abundantes
en la pulpa, y dentro de éstos el acido clorogénico (CGA) fue el compuesto mayoritario. La
capacidad antioxidante se redujo progresivamente con el crecimiento en ambas variedades.
Los frutos en estadios iniciales, cominmente conocidos como “baby” y que han comenzado a
comercializarse en los uUltimos afos, mostraron una capacidad antioxidante dos veces mayor
que las berenjenas completamente desarrolladas. Contrariamente a lo que ocurre en otras
especies sensibles al frio las berenjenas “baby” tuvieron un mejor almacenamiento a baja
temperatura (0 °C) que los frutos en estados mds avanzados para los que se recomienda un
almacenamiento a 10 °C. En una segunda parte del trabajo, se evaluaron los cambios en los
AOX de berenjenas violetas completamente desarrolladas durante el almacenamiento a
temperatura recomendada (10 °C) y de dafio por frio (0 °C). A diferencia de lo que ocurre en
muchos otros productos en los que luego de la cosecha prevalecen los procesos degradativos,
la capacidad antioxidante de los frutos conservados a 10 °C se incrementdé de manera
continua. El acido clorogénico, se acumulé hasta los 14 d de almacenamiento. Contrariamente,
cuando los frutos se almacenaron a 0 °C, y luego de un aumento inicial (3 d), se observé una
marcada degradacién de AOX. En las condiciones de almacenamiento en las que primé la
sintesis, no se encontré acido caféico libre lo que sugiere que la esterificacidn necesaria para la
formacion de CGA ocurre conjuntamente con la sintesis de este precursor. Por otra parte,
durante el almacenamiento a 0 °C y a medida que la luminosidad de la pulpa disminuyd,

tampoco se detecté acido cafeico libre y el acido quinico mostré cambios menores. Esto
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sugiere que el CGA seria sustrato directo en las reacciones de pardeamiento observadas
conforme progresa el dafio por frio.

A continuacidn se evalud la distribucion y estabilidad de los AOX fendlicos en la pulpa de
dos tipos de berenjenas comercialmente importantes: violetas y blancas, durante el
almacenamiento a 10 °C por periodos prolongados. La capacidad antioxidante, junto con la
localizacién in situ, mostraron que el CGA se acumulé en forma preferencial en la zona interna
de la pulpa tanto en frutos blancos como violetas. Como se describié anteriormente, en las
etapas iniciales de almacenamiento (14 d) se produjo una acumulacién de AOX en ambas
variedades. Hacia el final del periodo de conservacién (30 d) las berenjenas violetas
presentaron una reduccion significativa de los compuestos fendlicos, en contraposicién a las
berenjenas blancas en las que estos compuestos se mantuvieron constantes. La pérdida de
AOX en frutos violetas ocurrié especialmente en las zonas adyacentes a las semillas y fibras, y
sin apreciable pardeamiento como ocurre en los frutos almacenados a 0 °C. La localizacion y
las actividades de las enzimas polifenoloxidasa (PPO) y peroxidasa (POD) no correlacionaron
con la pérdida de antioxidantes fendlicos, que sin embargo se asocid con la sobre-produccion
de perdxido de hidrégeno (H,0,). Los resultados sugieren que la reduccion en AOX fendlicos en
frutos enteros almacenados en condiciones recomendadas, no ocurriria por la via del
pardeamiento enzimatico, sino alguna otra como por ejemplo la lignificacién de las cubiertas

seminales, fibras y haces vasculares en los frutos en desarrollo.

Si bien algunos estudios han caracterizado la estabilidad de los AOX ante diferentes
condiciones, no se ha determinado hasta la fecha si la matriz del vegetal (genotipo) puede
ejercer un efecto significativo en la retencion de AOX. En ese sentido en un ultimo grupo de
ensayos se estudid la influencia de diferentes condiciones de procesamiento (escaldado,
salado, trozado, congelacién, deshidratacion vy liofilizacién) y coccion (métodos humedos a

presién atmosférica y sobre-presidn, microondas y secos: grillado y horneado) en la retencién
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de AOX en berenjenas violetas y blancas. Los resultados de este trabajo mostraron que, con
excepcion de los métodos de deshidratacidn, en los que las pérdidas fueron muy elevadas y
similares para los dos tipos de frutos analizados, las berenjenas blancas mostraron una mayor
retencién de AOX que las violetas en respuesta al procesamiento. Es importante mencionar
que en algunos métodos de coccidn se observé un aumento en la capacidad antioxidante de
los frutos (expresada sobre materia seca) sugiriendo o bien la liberacidn de compuestos
previamente insolubles o bien la sintesis de novo de algunos compuestos con propiedades
anti-radicales (ej. productos de la reaccién de Maillard). Independientemente de esto, el
estudio mostré que la matriz del vegetal posee una elevada importancia en la retencién de

AOX ante diferentes condiciones de procesamiento y preparacion.

Finalmente los resultados hallados en la presente Tesis podrian resultar de interés para
la busqueda de berenjenas con mayores niveles de AOX por parte de productores,
distribuidores y consumidores interesados en conocer como las condiciones de manipulacién y
la eleccion del genotipo, tiene implicancia en frutos con altos niveles de compuestos

bioactivos.
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