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RESUMEN

Al refrigerar frutas y hortalizas cosechadas pueden sufrir dafio por frio si la
temperatura utilizada es muy baja y/o se excede el periodo de induccion irreversible de la
alteracion. Este dafio estaria iniciado por especies reactivas de oxigeno, controladas al inicio
por sistemas antioxidantes propios del producto. También, la hormona vegetal 4cido abscisico
(ABA) protegeria, a algunos sistemas, frente al dafio. Las berenjenas estudiadas, susceptibles
al dafio por frio, poseen una piel violeta oscuro en la zona “central”, y mas clara debajo del
caliz (zona “superior”). En este trabajo se estudi6 la relacion entre ABA, fenoles totales (FT)
y capacidad antioxidante (CA), en pulpa y piel de zonas central y superior de berenjenas
almacenadas a 0°C por 17 dias. Se analiz6 el avance del dafio por frio, el contenido de ABA
(HPLC y luego con CG-EM), contenido de FT (por Folin & Ciocalteau) y CA (con 1,1-
difenil-2-picrilhidrazil, DPPH). Los frutos mostraron una leve incidencia del dafio por frio
tras 8 dias de almacenamiento a 0°C. Tras 13 dias se observo pardeamiento en pulpa y piel de
ambas zonas del fruto, que se incrementaron tras 17 dias a 0°C. En general, los sintomas
fueron mayores en la piel de la zona superior respecto de la central, y fueron similares en la
pulpa de ambas zonas. La piel de cada zona presentd6 mayor contenido de ABA, FT y CA
respecto de la pulpa correspondiente, a lo largo del almacenamiento. La piel de la zona central
mostro, durante el almacenamiento, mayor contenido de ABA, FT y CA que la de la zona
superior. Durante el almacenamiento, el contenido de ABA y la CA de la pulpa de ambas
zonas fue comparable, y solo el contenido de FT fue mayor en zona centro respecto de
superior. Estos resultados permitirian concluir que ABA y los compuestos fendlicos estarian
involucrados en el retardo del desarrollo del dafio por frio de la piel de la zona central de la
berenjena.

FACTORS THAT RETARD CHILLING INJURY IN EGGPLANT
STORED AT 0°C
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ABSTRACT

Fruits and vegetables can show chilling injury when they are exposed to low
temperature for times exceeding the irreversible induction of the disorder. Chilling-associated
damage might be initiated by reactive oxygen species, which could be controlled by the
product antioxidative systems. Also, the plant hormone abscisic acid (ABA) can also protect
several products against chilling injury. The eggplant variety studied in the present work is
chilling sensitive and has a dark violet skin in the "central" zone, and a light purple skin in the
zone under the calyx ("superior" zone). The aim of this work was studied the relation between
ABA, total phenols (FT) and antioxidant capacity (CA) with chilling injury development, in
the flesh and skin of the central and superior zones of eggplants stored at 0°C for 17 days.
Chilling injury development, ABA content by HPLC and further CG-EM, FT by Folin-
Ciocalteau and CA by the 1,1-difenil-2-picrilhidrazil, DPPH method were analyzed. The fruit
showed incipient chilling injury symptoms after 8 days of storage at 0°C. After 13 days
browning was observed in flesh and skin of both fruit zones, and continues rising until 17
days at 0°C. In general, symptoms were higher in the skin of the superior than in the central
zone, and were similar in the flesh of both zones. The skin of both zones presented higher
content of ABA, FT and CA than respective flesh, along storage. In addition the skin of the
central zone showed higher content of ABA, FT and CA than superior zone. During storage,
the content of ABA and the CA of the flesh of both zones was comparable, and only FT's
content was higher in central than superior zone. The results suggest that ABA and phenolic
compounds might be involved in the delay of chilling injury development of the central zone
skin of eggplant.

1. INTRODUCCION

La refrigeraciéon es ampliamente utilizada para alargar la vida de anaquel de frutas y
hortalizas. En aquellos productos de origen tropical o subtropical, la temperatura de
conservacion debe ser controlada estrictamente, dado que si se los almacena a una
temperatura menor a la recomendada, dichos productos pueden sufrir dafo por frio. El
mecanismo a través del cual se produce el dafo por frio involucraria una alteracion de las
membranas celulares, principalmente (Lyons et al. 1979). Por otro lado, cuando las plantas
son expuestas a un estrés por baja temperatura se verifica una acumulacion de especies
reactivas de oxigeno (EROs) tales como perdxido de hidrogeno (H,0O,), radical hidroxilo
(OH"), radical superoxido (O,"), entre otros. Este hecho también se conoce como estrés
oxidativo y principalmente causa dafio al ADN, proteinas y lipidos (Foyer et al., 1997,
Davies, 1987). Todo fruto o vegetal posee sistemas capaces de captar dichas EROs, los cuales
pueden constar de enzimas o especies antioxidantes (Scandalios, 1993), tales como vitamina
C, vitamina E, B-caroteno y también fenoles y flavonoides (Robards et al., 1999). También, la
hormona vegetal ABA estaria relacionada con el aumento de la tolerancia al dafio por frio.
Esta hormona estaria involucrada en la regulacion de las sefiales de transduccion de genes
que se expresan como consecuencia de un factor de estrés (Nambara et al.; 1998). ABA se
acumula en plantas sometidas a estrés por sequia, salinidad y frio, etc., y se piensa que
actuaria como sefial para el inicio de la adaptacion a dicho estrés (Nambara y Marion-Poll,
2005). Aun no se conoce como esa sefial termina generando una respuesta fisioldgica
determinada.

En trabajos previos hemos determinado que la berenjena Money Maker N°2 sufre dafio por
frio a 0°C y que el mismo es mayor en la zona superior que en el resto del fruto (Concellon,
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2003), dado que en esta ultima zona los sintomas de dafio por frio se desarrollan mas
rapidamente y en forma més pronunciada. Esta diferencia de susceptibilidad al dafo por frio
entre diferentes zonas podria estar relacionada al contenido relativo de compuestos fendlicos,
capacidad antioxidante y contenido de ABA. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue
estudiar la relacion entre ABA, fenoles totales (FT) y capacidad antioxidante (CA), en pulpa 'y
piel de zonas central y superior de berenjenas almacenadas a 0°C por 17 dias.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Material vegetal y almacenamiento

Se trabajo con berenjenas cv Money Maker N°2 (Solanum melongena L.) cultivadas en
invernadero y en la zona de La Plata. Una vez cosechadas, se lavaron con agua clorada
(CIONa 100 ppm) y se las dejo secar. Luego se acomodaron de a 4 unidades por bandeja
plastica, se las cubrid con film de polietileno perforado y se las almacen6 a 0°C por 8, 13y 17
dias. A cada dia de muestreo se extrajeron 3 bandejas y se efectud la evaluacion visual de los
sintomas de dafio.

Los frutos poseen un color violeta oscuro en la piel de la zona centro y un color rojizo
en la piel de la zona superior. Por lo tanto, se pelaron los frutos y la piel de cada seccion se
congeld en N, liquido y se guardd en un freezer a —80°C en forma separada. También se
separ6 la pulpa de ambas secciones del fruto: centro y superior. La misma fue cubeteada,
congelada en N, liquido y guardada en un freezer a -20°C en forma separada.

2.2. Evaluacion visual
Se analizaron los sintomas de dafio por frio en forma visual tanto en pulpa como en
piel. Se estimé el porcentaje de escaldaduras, semillas y pulpa pardeadas.

2.3. Preparacion de extractos

Cada zona de las berenjenas se analizd en forma separada, es asi que se contd con
muestras de pulpa y piel pertenecientes a las secciones centro y superior de los frutos. Para la
ejecucion de cada extracto se tomaron muestras de tejido vegetal de al menos 6 frutos
distintos, la que se tritur6 en un molinillo. Se extrajeron, porciones de 0,5 o 1,0 g de piel o
pulpa, respectivamente, con metanol conteniendo 1% de CIH. Luego se efectudé una
centrifugacion a 10.000xg por 5 min, y al sobrenadante se lo lavd con hexano en tres
ocasiones para remover lipidos, clorofilas y carotenoides. Finalmente, se evapor6 la fase
metanolica en rotavapor a 40°C y el residuo se resuspendi6 en 2 ml de agua bi-destilada. Se
efectuaron al menos 3 extractos de cada zona del fruto.

2.4. Determinacion de fenoles totales

La concentracion de fenoles totales se midi6 por el método descripto por Kim et al.
(2003) con algunas modificaciones. Se agregd una alicuota de cada extracto a un tubo
conteniendo agua bi-destilada. A tiempo cero se agregd 50 ul del reactivo Folin & Ciocalteu
diluido 1:1 con agua destilada y se agitd. A los 3 min se adiciond 100 ul de Na,COs5 20% */,
en NaOH 0,1N y se agit6. Se completd el volumen final de 2,5 ml con agua bi-destilada.
Luego de 90 min de incubacion a temperatura ambiente, se midio la absorbancia a 700 nm. Se
utiliz6 catequina como compuesto fendlico estdndar en un rango de concentracion de 20 a 300
ug/ ml. Las determinaciones de cada muestra se efectuaron por triplicado. El contenido de
fenoles totales se expresd como equivalentes de catequina en pg/g tejido fresco.

2.5. Determinacion de la capacidad antioxidante
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La capacidad antioxidante fue analizada empleando el radical estable 1,1-difenil-2-
picrilhidrazil (DPPH) en metanol (Brand-Williams et al., 1995). El grado de decoloracion de
la solucion indicod la eficiencia antioxidante de la sustancia agregada. Se mezclo 1 ml de
solucion de DPPH en metanol (40 ppm) con diferentes alicuotas de muestra completando el
volumen final de 250 ul con agua bi-destilada. Luego de 60 min se midi6é el cambio de
absorbancia a 515 nm en un espectrofotometro. Las medidas se hicieron al menos por
triplicado y usando 4 volimenes distintos de muestra. La cantidad de antioxidante (mg de
tejido fresco) necesario para disminuir la concentracion inicial de DPPH al 50% se denomind
ECso y para mayor simplicidad se defini6 la capacidad antioxidante como 1/ECsy (1/mg de
tejido fresco): esto significa que a mayor capacidad antioxidante, mas efectivo es el tejido
como antioxidante.

2.6. Extraccion y cuantificacion del contenido de ABA

Se liofilizo el tejido vegetal, se lo pulverizé en un molinillo y se extrajo el equivalente
a 0,5 o0 1,0 g de piel o pulpa fresca, respectivamente, con metanol 80% y BHT (100 mg/I)
como antioxidante. Se agregd 50 ng de [*Hg]-ABA como estandar interno. Luego se
centrifugo, se evapord la fase metanol y se purificod la fase acuosa con columnas de I1I-NHy,
lavando con hexano, acetato de etilo y acetonitrilo. E1 ABA retenido se eluyd con metanol-
acético (95:5) para luego particionar isocraticamente en HPLC-UV (columna C18 vy
metanol:agua:acido acético (30:70:1, v/v). Las fracciones que mostraron absorbancia a 262
nm se reunieron y derivatizaron con diazometano etéreo y MSTFA (mono-silil-
trifluoroacetamida), se evaporaron y retomaron con 2 ul acetato de etilo para ser inyectadas
en un GC-MS en donde se procedi6 a la identificacion y cuantificacion de esta hormona
mediante GC-SIM (monitoreo selectivo de iones). Los datos se expresaron como ug ABA/g
de peso fresco de muestra.

2.7. Analisis estadistico

Las experiencias se disefiaron empleando un disefio factorial y los resultados obtenidos se
evaluaron mediante el ANAVA correspondiente, y las medias aritméticas se compararon
empleando el LSD (Least Square Difference). Se trabajé con un grado de significacion p=
0,05. Se emple¢ el software estadistico SYSTAT.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Incidencia del dafio por frio

Los frutos almacenados a 0°C mostraron sintomas de dafio por frio muy leves a partir
del dia 8. Al dia 13 los frutos presentaron un 20% de escaldaduras en la piel de zona centro y
48% en zona superior (figura 1A). En el interior de los frutos se evidencid un 15%,
aproximadamente, de pardeamiento en semillas y pulpa de la zona centro (figura 1B). Al dia
17 hubo un 38% de pardeamiento en la piel de zona centro y un 100% en la piel de zona
superior. También se observo un 23% y 40% de pardeamiento de la pulpa y semillas,
respectivamente, en zona centro. Mientras que, en zona superior no hay presencia de semillas
y la pulpa presentd una evolucion del dafio por frio similar a la observada en zona centro
(datos no mostrados).
Es de resaltar que la piel de la zona superior mostré un mayor avance de los sintomas de dafio
por frio respecto de la zona centro. También, el dafio por frio fue mucho mayor en la piel que
en la pulpa de los frutos.

3.2. Variacion del contenido de fenoles totales (FT)
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Analizando en conjunto los resultados obtenidos durante el almacenamiento de los
frutos a 0°C (Tabla 1), se puede apreciar que la zona centro mostré mayor contenido de FT
que la zona superior, tanto en piel como en pulpa. También puede observarse que, la piel de
ambas zonas del fruto presentd mayor contenido de FT que la pulpa de las mismas. Se conoce
que el acido clorogénico y sus isémeros son los compuestos fendlicos mayoritarios en
berenjenas (Stommel y Whitaker, 2003). Estos frutos también poseen acido ascorbico, aunque
en bajo porcentaje (Hanson et al., 2006). Por otro lado, la zona central tiene un mayor
contenido de antocianinas que la superior (Concellon, 2003). Se conoce que el pigmento
mayoritario responsable del color de la piel de los frutos, es la antocianina conocida como
nasunin (3-p-cumaroilrutin6sido-5-glucosido de delfinidina). Todos estos compuestos poseen
comprobada capacidad antioxidante. También se ha hallado que el contenido de FT es mayor
en piel respecto de pulpa en otras variedades de berenjena (Huang et al., 2004); guava, mango
y manzana (Kondo et al., 2005).

Durante el almacenamiento (Tabla 1) se observo que el contenido de FT de la piel de
zona centro se mantuvo constante a lo largo de los 17 dias, mientras que en la zona superior se
registr6 una disminucion que alcanz6é un 47% a los 13 dias, tiempo al cual ya habia
escaldaduras. Por otro lado, se observd un maximo en el contenido FT de la pulpa de zona
centro a los 8 dias y posteriormente disminuy6 a niveles cercanos al inicial. En la pulpa de
zona superior no hubo variaciones significativas durante el almacenamiento.

3.3. Variacion de la capacidad antioxidante (CA)

Los resultados obtenidos durante el almacenamiento de los frutos a 0°C (Tabla 1),
muestran que la CA de la pulpa de ambas zonas (centro y superior) fue comparable, sin
embargo fue mayor en la piel de la zona centro respecto de la zona superior. Esto Gltimo
podria explicar la menor incidencia del dafio por frio en la piel de la zona centro de los frutos.
También se pudo observar que, en ambas zonas del fruto, la CA fue mayor en la piel respecto
de la pulpa. Esta observacion también fue hallada en frutos como manzana y citricos (Kondo
et al, 2002b y c). Al igual que en este trabajo, Hanson et al. (2006) hallaron en otras
variedades de berenjena una correlacion positiva entre la CA y el contenido de FT.

Durante el almacenamiento a 0°C (Tabla 1), la piel de zona centro mostrd niveles
constantes de CA hasta el dia 13 y disminuy¢ al dia 17. Esto se relaciona con la aparicion de
los sintomas de dafio por frio al dia 13. En la piel de la zona superior la disminucioén se
registrd desde el inicio del almacenamiento, siendo acompanada de un mayor aumento de los
sintomas de dafio por frio y una disminucion de los FT, como se indico anteriormente. Esta
zona de fruto seria la mas afectada por el almacenamiento a temperatura de dafio por frio.
Kondo et al. (2005) hallaron una disminucion de la CA en piel de mango y banana
almacenada a 6°C. Por otro lado, este estudio mostré que en la pulpa de la zona centro se
observo un aumento de la CA hacia el dia 8 y luego se mantuvo constante hasta el final del
almacenamiento. Dicho incremento podria relacionarse con el retardo del desarrollo del dafio
por frio. La pulpa de zona superior no mostrd variaciones en la CA a todos los tiempos
analizados, similar a lo ocurrido con el contenido de FT mostrado anteriormente.

3.4. Variacion del contenido de ABA

Hasta el momento no ha sido reportado en la bibliografia el contenido de ABA en
berenjena. En este trabajo se muestra el contenido de ABA observado en pulpa (fig. 2A) y
piel (fig. 2B) de las zonas superior y centro de berenjenas almacenadas a 0°C. En cada zona
del fruto, el contenido de ABA fue siempre mayor en la piel respecto de la pulpa. Esto
también fue hallado en manzana (Lara y Vendrell, 1998), zuchini (Serrano et al., 1998) y
naranja (Yuan et al., 2001). Por otro lado, se ha hallado que ABA estimula la acumulacion de
antocianinas (Kondo et al., 2002a, Jcong et al., 2004), por lo que esto se relacionaria con lo
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hallado aqui para berenjenas: un mayor contenido de ABA en la piel de zona centro, cuyo
contenido de antocianinas es mayor que en la zona superior (Concellon, 2003). También cabe
resaltar que la piel de zona centro posee ademds menor incidencia de sintomas de dafio por
frio que la piel de zona superior, denotando esto el posible efecto protector ante el dano,
ejercido también por ABA.

Durante el almacenamiento, el contenido de ABA de la piel presentd un maximo al dia
8 en ambas zonas y luego disminuy6. Esto indicaria que ante la exposicion a baja temperatura
(situacion de estrés) el fruto responderia incrementando el contenido de ABA en el tejido del
fruto mas afectado por el dafio por frio. Por otro lado, en la pulpa disminuy¢ al dia 8 en zona
centro y luego se mantuvo constante, mientras que disminuy® continuamente en zona
superior.

4. CONCLUSIONES

Las berenjenas sufren dafio por frio al ser almacenadas a 0°C y los sintomas son mas
severos en la piel de la zona superior de los frutos, debido probablemente a la menor
capacidad antioxidante, menor contenido de fenoles totales y aba respecto de la zona centro.
También se halld que la piel de ambas zonas posee mayor capacidad antioxidante, contenido
de fenoles totales y aba que la pulpa de sus respectivas zonas.

Durante el almacenamiento, la CA y el contenido de FT disminuyeron cuando los
sintomas de dafio por frio fueron muy evidentes. Mientras que, el contenido de ABA de la piel
de los frutos aumentaria en respuesta al estrés por baja temperatura, diminuyendo cuando los
sintomas de dafio por frio fueron evidentes.

Estos resultados permitirian concluir que ABA y los compuestos fendlicos estarian
involucrados en el retardo del desarrollo del dafio por frio, principalmente en la piel de la zona
central de berenjena.
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TABLAS Y FIGURAS

Tabla 1: Contenido de fenoles totales y capacidad antioxidante en berenjenas almacenadas a
0°C por 17 dias.
Se analizo la pulpa y piel de las zonas centro y superior de los frutos.

Zona Tiemp Fenoles Capacidad
Tejido del P Antioxidant
0 Totales

fruto
(dias) (ug/gtej)  (1/mg tej)
Pulpa Centro 0 851,2 0,19
8 973.8 0,42
13 814,8 0,42
17 713,6 0,47
lSuperio 0 i i
8 491,4 0,35
13 401,7 0,31
17 495,1 0,35
LSD 121,6 0,10
Piel Centro 0 5460,4 1,77
8 57299 1,57
13 5068.,0 1,79
17 5344.8 1,50
f“pe“" 0 1814.4 0,98
8 1224,1 0,64
13 843.4 0,42
17 - -
LSD 919,0 0,28
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Figura 1: Evolucion del dafio por frio en berenjenas almacenadas a 0°C por 17 dias. A)
Desarrollo de escaldaduras en piel de la zona superior (debajo del céliz del fruto) y centro
(seccion ecuatorial). LSD (centro)= 4,2; LSD (superior)= 6,0. B) Desarrollo de pardeamiento
de semillas y pulpa en zona centro. LSD (semilla)=9,1; LSD (pulpa)= 8,5.
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Figura 2: Variacion del contenido de acido abscisico (ABA) en pulpa (A) y piel (B) de zonas

central y superior de berenjenas almacenadas a 0°C por 17 dias. LSD (pulpa)=0,91 y LSD
(piel)=1,42
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